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OZET

Adiponektin ve Adiponektin Reseptor 1 Genlerinin Polimorfizmlerinin Kolorektal
Kansere Yakalanma Riski Acisindan incelenmesi

Kolorektal Kanserler (KRK) diinyanin degisik toplumlarinda farkh sikhkta
goriilen onkolojik bir sorundur ve goriilme sikhigr giderek artmaktadir. KRK’in
gelismesi ve ilerlemesi diger kanserler gibi coklu genetik degisimlerin bir sonucudur.
KRK Kkarsinogenezisinin anlasilmasi icin tiimor gelisimi sirasinda olusan molekiiler
degisikliklerin arastirilmasi gerekmektedir. Adiponektin adip6z doku tarafindan
sentezlenen bir proteindir ve endojenik insulin duyarlayicisidir. Adiponektinin
preneoplastik kolonik lezyonlarda hiicre biiyiimesini aktive ederek, degistirerek veya
leptin ve Niikleer Faktor-KappaB yollarim da iceren birka¢ farkh yol aracihigiyla
etkiledigi goriilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda; Tiirk populasyonu icin Mersin
orneklemi temelinde bu polimorfizmlerin kolorektal kansere yakalanma riskine olasi
etkisinin belirlenmesi temel hipotezimizi olusturmustur.

Calismamiz Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde KRK tamis1 konmus
yas ortalamasi 55,96 olan 129 kolorektal kanserli birey ve yas ortalamasi 54,82 olan 137
saghikh birey (kontrol grubu) olmak iizere toplam 266 kisiden olusturuldu. Kontrol ve
deney grubundaki bireylerden alinan kan orneklerinden DNA izolasyonu yapildi ve
genotipler PCR ve RFLP yontemleri kullanilarak belirlendi.

ADIPOQ exon 2 (+45, kodon 15) polimorfizmine ait allel ve genotip oranlari ile
kolorektal kanseri arasinda iliski olmadig1 belirlendi. Aym sekilde ADIPORI1 intron 1 (-
106) polimorfizmine ait allel ve genotip oranlar ile kolorektal kanser arasinda iliski
olmadigr saptandi. KRK’ya yakalanmay: etkiledigi diisiiniilen diger risk faktorlerden;
ileri yas, erkek cinsiyet, hastahiga yakalanma riskini arttirirken, boy uzunlugu, alkol
kullanimi ve ailede kolorektal kanseri oykiisiinin KRK’ya yakalanma riskini
etkilemedigi, sigara kullammmmin KRK’ya yakalanma riskini azalttig1 belirlendi.
Kontrol grubunun BMI ortalamasinin KRK’li hastalarin BMI ortalamasindan yiiksek
oldugu tespit edildi. Bu farkhihgin sadece obez grupta ortaya ciktigl, diger gruplarin ise
birbirine benzer oldugu gozlendi. Polimorfik alleller ile BMI degerleri korele edildi ve
iliskili olmadig1 saptand.

Calismamiz, ADIPOQ ve ADIPORI1 genine ait bu polimorfizmlerin allel ve
genotip oranlarimin Tiirk populasyonundaki ilk 6rnegini olusturmaktadir. Yapilacak
yeni ¢alismalarla bu polimorfizmlerin populasyondaki dagilimlari belirlenebilir.

Anahtar Kelimeler: Adiponektin, ADIPOQ, Adiponektin Reseptor 1, ADIPORI1,
Polimorfizm, Kolorektal Kanser.



ABSTRACT

Investigation for Polymorphisms of Adiponectin and Adiponectin Receptor 1
Genes at Risk of Developing Colorectal Cancer

Colorectal Cancer (CRC) occurs at different rates in different societies, a
problem in the oncologic and the incidence is increasing. CRC’s development and
progression result of multiple genetic changes such as the other cancers. To understand
the carcinogenezis of CRC, molecular changes that occur during tumor development
need to be studied. Adiponectin is a protein synthesized by adipose tissue and
endogenous insulin-sensitizing. Effects of adiponectin has been observed by activating
and modifying cell growth or several different ways including ways of leptin and
Nuclear Factor-CappaB in preneoplastic colonic lessions. According to this information
to the Turkish population of Mersin, on the basis of the sample to determine the effects
of these polymorphisms in the risk of developing colorectal cancer has established the
basic hypothesis.

Our study’s sample volume is including the mean age 55,96 of 129 patient with
colorectal cancer and 137 healthy subject with the mean age of 54,82, for a total of
about 226 people who were diagnosed with CRC at Mersin University Medical Faculty
Hospital. The control and experimental group consisted of DNA isolation from blood
samples taken from each individual was performed and genotypes were determined
using PCR and RFLP methods.

ADIPOQ exon 2 (+45, codon 15) polymorphism’s alleles and genotype rates was
determined not associated with colorectal cancer. Likewise, ADIPOR1 intron 1 (-106)
polymorphism’s alleles and genotype rates was determined not show correlation with
colorectal cancer. To the risk factors in terms of developing CRC; the risk of advanced
age, male sex, statistically significant with developing CRC. Smoking is associated with
decreased risk of CRC. On the other hand, we determined no risk of being tall, using
alcohol and having family history of colorectal cancer in CRC. BMI average of the
control group showed a higher average than the patient’s BMI average. This difference
is emerged only in obese groups, the other groups have been observed to be similar to
each other. There was no association between polymorphic alleles and BMI.

Our study is the first example of AdipoQ and ADIPOR1 gene’s allele and
genotype rates of the Turkish population. Population distributions of these
polymorphisms can be determined to do new studies.

Key words: Adiponectin, ADIPOQ, Adiponectin Receptor 1, ADIPORI,
Polymorphism, Colorectal Cancer.



1. GIRIS

Kolorektal Kanserler (KRK) diinyanin degisik toplumlarinda farkli siklikta goriilen
onkolojik bir sorundur. Sanayilesmis iilkelerde goriilme sikligi gelismekte olan tilkelerden
daha fazladir. Diinyada goriilme sikli§i giderek artan kolorektal kanser, ozellikle gelismis
toplumlarda en sik goriilen ikinci kanser tiirii olup, kansere bagli oliim siralamasinda
erkeklerde akciger ve prostat kanserinden, kadinlarda ise akciger ve meme kanserinden sonra
t¢ilinci sirada yer almaktadir. Her yil tim diinyada tahmini 570.000 yeni olguya teshis
konulmaktadir (1,2). ABD’de her yil yaklasik olarak 150.000 yeni olgu bildirilmekte ve bu
hastalarin 57.000’i bu hastaliktan kaybedilmektedir (3,4). Ulkemizde de Saglik Bakanlig
kanser kayit verilerine gore gastrointestinal kanserler ikinci siklikta goriilmektedir. Ancak,
tim kanserler icerisindeki KRK goriilme orani erkeklerde % 4, kadinlarda ise % 3,7 olarak

belirlenmistir (5).

Kolorektal kanser hastalarina erken tanm1 konuldugunda ve etkili cerrahi tedavi
uygulandiginda hastalik ortadan kaldirilmakta, tan1 konulmasinin geciktigi durumlarda tam
sifa sans1 bulunmamaktadir (6). ABD’de son zamanlarda bildirilen arastirmalarda, kolorektal
kansere bagli 6liimlerde azalma oldugu bildirilmekte, bunun da erken tani, tarama metotlari
sirasinda tespit edilen poliplerin ¢ikarilmasi ve kemoterapideki ilerlemeler sayesinde oldugu
ileri stiriilmektedir. Bunlara ragmen yeni olgularin yaklasik % 40-45’1 bu hastaliktan dolay1
Olmektedir (7). KRK’dan daha etkili koruma yontemlerinin gelistirilmesi, erken tespit

edilmesi ve tedavisi igin, c¢evresel ve endojen faktorlerin daha iyi anlasilmasi gerekmektedir .

KRK’in gelismesi ve ilerlemesi diger kanserler gibi c¢oklu genetik degisimlerin bir
sonucudur. KRK karsinogenezisin anlagilmasi i¢in tiimdr gelisimi esnasinda olusan molekiiler
degisikliklerin arastirilmasi gerekmektedir. Molekiiler biyolojik yontemlerin gelisimine
paralel olarak, kolorektal kanser hastalarinda pek c¢ok prognostik belirtegc adayi
tanimlanmistir.  Ancak kolorektal kanserlerin degerlendirilmesinde tek bir belirtecin
kullanilmasi yerine birbirleriyle etkilesim gosteren bir¢ok belirtecin birlikte degerlendirilmesi
onerilmektedir (8). Yapilan bir¢cok epidemiyolojik ¢alisma adipozite ile kolorektal kanser
arasinda bir iliskinin varligin1 géstermistir. Deneysel ¢alismalarda C-peptid ve insulin-like
growth factor-binding protein 1 (IGFBP1) gibi yiiksek sirkulasyon seviyeleri olan insiilin
resistans markerlar1 direkt olarak kolorektal kanser riski ile iligkili bulunmustur (9).

Adiponektin adip6z doku tarafindan sentezlenen bir proteindir ve endojenik insulin



duyarlayicisidir. Leptin gibi diger adipokinlerin aksine adiponektin sirkiilasyon seviyesi obez
bireylerde azalmaktadir. Adiponektin yolunun kolorektal kanser riskini direk etkileyebilecegi
diistintilmektedir. Birka¢ farkli kanit bu hipotezi desteklemektedir. Adiponektin ve
reseptorleri kolon dokusunda eksprese edilmektedir. Adiponektinin preneoplastik kolonik
lezyonlarda hiicre biliylimesini aktive ederek, degistirerek veya leptin ve Niikleer Faktor-
KappaB yollarin1 da igeren birkac farkli yol araciligiyla etkiledigi goriilmektedir. Ayrica
kolorektal kanserli hastalarda adiponektin serum seviyesinin artig gosterdigi tespit edilmistir.
Adiponektin reseptor 1 (ADIPOR1) geni ¢esitli genetik ¢alismalarda insiilin direngliligi ile
iliskili bulunmustur (9). Adiponektin reseptér gen polimorfizmleri kolorektal kanserle iligkili
olabilecegine dair diislinceler olmakla birlikte bu konuda yapilmis ¢alisma sayisi ¢ok azdir.
Ayrica obezite ve bazi kanser gesitleri arasindaki baglanti uzun siireden beri bilinmektedir
(10). Kanser ve obezite arasindaki diger bir baglantt noktasi olan karsinogenez

regiilasyonundaki adipositokinlerin muhtemel rolii arastirmacilarin ilgisini gekmektedir (11).

Yukaridaki bilgiler kapsaminda bu c¢alismanin temel amaci; Kolorektal kansere
yakalanma agisindan Adiponektin ve Adiponektin Reseptor 1 gen polimorfizmlerinin risk
olusturup olusturmadiginin belirlenmesidir. Ayrica kolorektal kansere yakalanmada risk
faktorleri oldugu distiniilen; Ailede kolorektal kanseri oykiisii, yas artisi, cinsiyet, kilo, BMI,
alkol kullanim1 ve sigara kullaniminin 6rneklemimiz temelinde risk faktorii olup olmadiklari

ve s0z konusu gen polimorfizmleri ile BMI arasindaki iligki arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalin Barsak Hakkinda Genel Bilgi
> Kolonun anotomik yapisi

Kalin barsak ileumun bitiminden aniise kadar uzanir ve ortalama 150 cm uzunlugu ile
sindirim kanalinin 1/5’ini olusturur. Kalin barsaklar periton i¢inde ve retroperitoneal alanda
karaciger, dalak, mide, duedonum, ince barsaklar, bobrekler, iireterler ve mesane gibi ¢ok
sayida organla komsuluk gosterir. Ince barsaklardan farkli olarak longitudinal kas liflerinin
yogunlagsmasiyla olusan tenyalara (tenya libera, tenya omentalis, tenya mezokolika), yag
dokusundan olusan yaprak seklinde periton ile ortiilii “appendices epiploica’lara ve sirkiiler
kas liferinin olusturdugu fonksiyonel ceplenmeler olan haustralara sahiptirler. Kalin barsak
ince barsaktan daha genistir ve ileum-¢ekum birlesme yerinde kalin barsak igeriginin ince
barsaga ge¢isini engelleyen ileogekal valv olarak adlandirilan bir kapak bulunur. Kalin
barsak: Cekum, Kolon (Cikan kolon, Transvers kolon, inen kolon, Sigmoid kolon) ve rektum

olmak {izere ii¢ boliime ayrilir.

TRANSVERS KOLON

INEN KOLON
10 cm
CIKAN KOLON

10 cm

CEKUM

Scm

SIGMOID KOLON
50 cm

ANAL KANAL S oM

Sekil 2.1. Kolonun anatomik yapisinin sematik goriiniimi.

% Cekum; Kalin barsagin ilk pargasidir. Sag iliak ¢ukurda intraperitoneal yerlesmistir.
Uzunlugu 4-8 cm, ¢ap1 7.5-8.5 cm olup kolonun en genis kismidir. Cekumdan
karacigerin sag lobunun alt yiiziine kadar uzanir ve burada hepatik fleksuray: yapar.
On ve yan yiizleri peritonla 6rtiiliidiir. Yaklasik 15-20 cm uzunlugundadar.

+ Transvers kolon; Hepatik fleksura ile splenik fleksura arasinda uzanir. Ortalama 50

cm (30-60) uzunlugundadir. Transvers kolonun sag ucu duedonum ikinci pargasina ve
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pankreas basina tutunmustur. Pankreas basindan splenik fleksuraya kadar tamami
peritonla rtiiliidiir ve mezokolon ile karmn arka duvarmna tutunur. Inen kolon; splenik
fleksuradan sol iliak fossaya kadar uzanir. Ortalama 25 cm uzunlugundadir. Yan ve 6n
ylizii periton ile ortiiliidiir. Arka yilizi gevsek bag dokusu ile karin arka duvarina

yapisiktir.

X/
°e

Sigmoid kolon; Kirista iliaka hizasinda psoas major kasinin i¢ kenarindan baslar; 3.
sakral vertebra hizasinda rektumda sonlanir. Ortalama uzunlugu 40 cm olup cap1
kolon c¢apmin en dar yeridir (ortalama 2.5cm). Tamamen peritonla sarilidir ve
mezokolon ile karin arka duvarina tutunmustur. Sigmoid kolonun asagi kisimlarinda

tenyalar incelmeye baslar ve rektuma yakin kisimda tamamen kaybolurlar.

L)

» Rektum; 3. sakral vertebra hizasindan baslayip sakrum egilimini takip ederek anal
kanalla devamlilik gosterir. Uzunlugu 12-15 cm arasindadir. Rektum, baslangic yeri
olarak kabul edilen sakral promontorium hizasindan pelvik tabana dogru ilerlerken
proksimalde ve distalde saga, orta boliimde sola konveksite gosteren ii¢ kavis yapar.
Bunlar liimen i¢inde mukoza c¢ikintilar1 olarak goriiliirler ve Houston valvleri olarak

adlandirilirlar. 2/3 {ist kismu peritonla ortiiliidiir(10-12).
» Kan dolasim

Kalin barsaklar inferior ve superior mezenterik arterden beslenir. Superior mezenterik
arterin ileokolik, sag kolik ve orta kolik dallar1 ¢ekum, appendiks, ¢ikan kolon ve transvers
kolonun sag yarisini; inferior mezenterik arterin ise sol kolik, sigmoid ve superior hemoroidal
dallart sol fleksura, inen kolon, sigmoid, rektosigmoid ve rektumun proksimalinin
kanlanmasini1 saglar. Rektumun orta 1/3’liilk kismi arteria hemoroidalis media, alt 1/3’lik
kismu ise arteria pudenta internanin dali olan arteria hemoraidalis inferior ile beslenir. Sol ve
orta kolik arterler birbirine dal vererek Riolan kavsini olusturur. Kolonun tiim arterleri
kendilerine komsu arterlerle, kalin barsagin tiim uzunlugu boyunca anastomoz yapar, bunlara
Drummond’un marjinal arterleri adi verilir. Arterler kolon duvarma ulagsmadan 6nce vasa
recta’lar1 olusturur. Kolonun vendz déniisii bu arterlere es giden venlerle olur. Ozelligi portal
sisteme dokiilmeleridir. Superior ve inferior mezenterik venler vena lienalis ile birlikte portal
sistemi olusturur. Rektumun ve anal kanalin gevresindeki ven pleksusundan ¢ikan dallarin bir
kismi superior rektal ven ile inferior mezenterik vene, bir kismi1 da medial ve inferior rektal

venler ile internal iliak vene dokiiliir (10,11).



> Lenfatik drenaj

Kalin barsak lenfatikleri dort ana ganglion grubunda toplandiktan sonra cysterna chyli

araciligtyla vendz sisteme dokiiliir.

1) Epikolik lenf bezleri; kolon duvarinin hemen yaninda yer alir.
2) Parakolik lenf bezleri; marjinal arterler etrafindadir.

3) Intermedier lenf bezleri; mezenter icindedir.

4) Esas lenf bezleri; mezenterik arter ve venin kokleri etrafindadir.

Rektuma ait lenf drenaji bu organi besleyen kan damarlarini takip eder. Ust 1/3’¢ ait
lenfatikler arteria hemoroidalis superior ve arteria mezenterika inferioru takip ederek aorta
etrafindaki lenf bezlerine gelirler. Orta 1/3’e ait olanlar arteria hemoroidalis mediay1 izleyerek
pelvis yan duvar {izerindeki lenf bezlerine; alt 1/3’e ait olanlar ise anal kanal ve perianal
derinin lenf yollar1 ile beraber her iki inguinal lenf bezlerine veya arteria iliaka interna

etrafindaki lenf bezlerine drene olurlar (10,11).
> Innervasyon

Kalin barsagin innervasyonu otonom sinir sistemi ile olur. Sempatik lifler T7-12 den
cikar ve submukozal (Meissner) ve miyenterik (Auerbach) sinir aglarinda sonlanir.
Parasempatik innervasyon, sag kolonda sag vagus ile olurken, sol kolonda L1-3’den gelen
liflerle olur. Sempatik sistem sekresyonu ve hareketleri inhibe ederken, parasempatik sistem
uyarict etki gosterir. Rektum ve anal kanalin iist kisimlar1 sempatik dallarin1 sempatik
trunkusun lomber kismindan ve superior hipogastrik pleksustan, parasempatik dallarini pelvik
splantik sinirlerden alirlar. Alt kisimlar1 ise hipogastrik sinir yoluyla sempatik innervasyon,

S2-4 den ¢ikan liflerle parasempatik innervasyon alir (10,11).

» Embriyoloji

Kolonun proksimal kismi (¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon) embriyolojik orta
barsaktan koken alir; kolonun kalan kismi ve rektum ise embriyolojik arka barsaktan gelisir.
Gelisiminin erken donemlerinde orta barsagin uzamasi dorsal mezenterin olugsmasina ve bu
olusumun karimn arka duvarina asilmasina neden olur. Gebeligin yaklasik 6. haftasinda ¢cekum

bir divertikulum halinde taninabilir. Kolon fetusun gelisimi siiresince uzamaya devam eder ve



son pozisyonunu alir. Distal arka barsak kloakaya girer ve anal kanal ile iirogenital yapinin

bazi kisimlarini olusturur (13).
» Histoloji

Kalin barsak duvari dort tabakadan olusmaktadir: Mukoza, submukoza, muskularis
propriya ve seroza (rektumda perimuskuler doku). Mukoza da epitel, lamina propriya ve

muskularis mukoza olmak iizere ii¢ tabakaya ayrilir.

Sekil 2.2. Kalin barsak duvari.

> Tunika mukoza

Mukozal yiizey tek sirali algak kolumnar veya kiiboidal epitelle doseli olup absorbtif
hiicreler ve goblet hiicreleri icerir. Mukozal ylizeye acilan Liberkiihn kriptleri de matiir
absorbtif hiicreler ve goblet hiicreleriyle devamlilik gosterir. Buna ek olarak immatiir ve
indiferansiye prekiirsor hiicreler, endokrin hiicreler ve Paneth hiicreleri de kriptlerin bazalinde
bol miktarda bulunur. Absorbtif hiicreler su ve elektrolitleri absorbe ederken goblet hiicreleri
miisin sentez, depo ve salinimindan sorumludur. Kolon mukozasi ince barsak mukozasindan
daha fazla goblet hiicresi icerir. Immatiir hiicreler diger biitiin epitel hiicrelerinin &nciiliidiir.
Paneth hiicrelerinin ¢ok sayida eozinofilik sekretuar graniilii bulunur ve lizozim, epidermal
bliylime faktorii gibi iirlinler icerir. Bunlar normalde ¢ekum ve proksimal sag kolonda
bulunurlar. Kolonun endokrin hiicreleri proksimal ve distal kolonda o6zellikle rektumda
bulunur. Lamina propriada kollojen lifler, diiz kas demetleri, sinirler, kapillerler ve lenfatikler

arasinda seyrek dagilim gosteren lenfosit, plazma hiicresi, histiosit ve mast hiicreleri



mevcuttur. Lamina propria germinal merkezleri olan, boyutlar1 yas ile degisen ve rektumda
daha biiyiik ayrica sayica daha fazla olma egiliminde lenfoid nodiiller igerebilir. Muskularis

mukoza kapillerler ve lenfatiklerle sarili kas ve sinir lifleri igerir.
» Tunika submukoza

Lamina proprianin hiicresel igerigine sahip, noral pleksusu (Meissner pleksusu)

bulunan, gevsek bag dokusundan olusmus bir tabakadir.
» Tunika muskularis

Icte sirkiiler, dista longitudinal kas tabakalarindan olusmustur ve bunlarin arasinda

miyenterik Auerbach pleksusu mevcuttur.
» Tunika seroza

Tek sirali yassilasmis ya da kiiboidal mezotelyal hiicreler ile doseli peritondan ve
fibroelastik dokudan olusur. Kan damarlar1 ve lenfatikler igerir. Cekum, appendiks, transvers
kolon ve sigmoid kolonu tam olarak sarar. Inen kolon, ¢ikan kolon ve rektumun distali ile anal

kanal peritonun arkasinda kalir (11,12,14,15).
» Fizyoloji

Kalin barsaklarin baglica gorevi depolama, emilim, tasima ve salgilamadir. Kolonun
genis limeni, proksimalde ileogekal kapak, distalde anal sfinkterler arasinda kapali tutularak
en Onemli islev olan emilim gerceklestirilir. Salgilama, kloriir emilimi karsiliginda az
miktarda bikarbonat liimene verilerek ortamin alkali olmasi1 saglanir (pH 8-8. 4). Potasyum
salgilanan mukus ile liimene gecer. Emilim ile hergiin yaklagik 600-1000 ml ileum igerigi
kolona gecer. Bunun %90 ‘1 sudur. Ancak diski ile atilan su miktar1 180 ml diizeyindedir. Su
emiliminin hemen tamami ¢ekum ve ¢ikan kolonda meydana gelir. Ayrica kolondan sodyum,
kloriir, sakkaroz ve laktoz da emilir. Depolama, kalin barsaklar digki ve bazi gazlarn
depolarlar. Normal diskinin %70°1 su, %30’u ise kati maddeden olusur. Motilite, kalin
barsaklarda itici ve itici olmayan tip olmak {izere iki farkli hareket goriiliir. itici olmayan
hareketlerde haustralarin sirayla kasilmasiyla kolon igeriginin karigsmasi ve sivi elektrolit
emilimi ve degisimi i¢in mukoza temasi saglanmis olur. Itici tip hareketlerle icerik distale
dogru tasinir. Bu tasinma birden fazla haustranin birarada kasilmasi, kiitlesel itme ve

peristaltik hareketlerle olur. Ender olarak antiperistaltik hareketler de goriilebilir. Normalde



agizdan alinan gida 4.5 saatte ¢ekuma gelir, 6 saat icinde ¢ikan kolonu doldurur, sag

fleksuraya erigir, 12 saatte sol fleksuraya varir ve yaklasik 20 saatte rektosigmoide ulasir (11).

2.2. Kolorektal Tiimérler

Kolorektal tiimorler ayrintili sniflandirilmasi sekil 2.3 ve sekil 2.4’te verildigi {lizere

Epitelyal ve Epitelyal dis1 timdrler olmak tizere iki ana gurupta toplanir.

Epitelyal Dis1 Tiimorler ‘
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Sekil 2.3.. Epitelyal kdkenli olmayan kolorektal timorlerin siniflandiriimast.
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Sekil 2.4. Epitelyal kokenli kolorektal timorlerin siniflandirilmasi.

» Epidemiyoloji

Kolorektal Kanser, gelismis tilkelerde tigiincii siklikta goriilen kanser tipi olup biitiin

kanserlerin yaklasik %9’unu olusturur (16, 18). Kolorektal karsinomlar igin her yil tahmin

edilen yeni vaka sayist 570.000’dir.

Hayat boyunca kolorektal karsinom gelisme riski

yaklasik % 6 dir ve bu oran erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir (19). Ortalama goriilme

yas1 62°dir (20). Gelisme riski 40 yasindan sonra erkek ve kadinlar i¢in artmaktadir (19).
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Sekil 2.5. Kolorektal karsinomun yas artisiyla iliskisi.

Kolorektal kanser genis bir cografik alanda gozlenir. En sik Bati Avrupa, Kuzey
Amerika,Yeni Zelanda, Avustralya gibi endiistriyel tilkelerde goriiliir. Ayrica, {ilke iginde de
goriilme sikhig1 agisindan farkli bdlgeler mevcuttur. Ornegin Amerika Birlesik Devletlerinde,
endiistriyel kuzeydoguda oran en fazla iken, kirsal giineydoguda en azdir. Japonya, Polanya
gibi diistik riskli bolgelerden Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya gibi yiiksek riskli
bolgelere gog edenlerde kolon kanser oranlari hizli bir artis gostermektedir. Kolorektal kanser,
gelismislik diizeyinin artistyla cogalmaktadir (16,21). Amerika Birlesik Devletleri gibi yiiksek
riskli iilkelerde beyaz ve siyah 1rk oranlari benzer olmakla beraber Afrika kokenliler, ispanyol
ve Hint kokenlilerde hizla artmaktadir (16,18).

> Etyoloji

Kolorektal karsinomlar genellikle displazik adenomat6z poliplerden gelismektedir (16).
Sag kolon yerlesimli olanlar, kolorektal kanserlerin biiyiik bir kismini1 olusturmakta ve diisiik
riskli toplumlarda, yiiksek riskli toplumlardan daha sik goriilmektedir. Neoplastik gelisimde
cevresel ve genetik etmenler farkli noktalarda etkindir. Iyi tanimlanmis birka¢ KRK

sendromu, genetik egilimin KRK patogenezinde 6nemli rol oynadigini gostermistir (22).
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» Genetik faktorler

Kalitimsal kolorektal kanserler tiim olgularin %6-10'unu olusturmaktadir. Kalitsal
polipdz kolorektal kanserler (HPCC) ve kalitsal nonpolip6z kolorektal kanserler (HNPCC)

olarak adlandirilirlar.

» Kalitsal polipoz kolorektal kanser (HPCC)

Polipozis sendromlari ile iliskili, neoplazik poliplerin zemininden gelisirler. Senkron ya
da metakron kolorektal kanserler olup, sporadik vakalara oranla daha geng¢ yaslarda
goriiliirler. Polipozis zemininde gelisen kolorektal kanserler familyal adenomatdz polipozis
(FAP), Gardner, Turcot ve son yillarda tanmimlanan Herediter Flat (yassi) adenom
sendromunda oldugu gibi otozomal dominant gegis gosteren sendromlarda daha sik olarak

goriilmektedir.

» Kalitsal nonpolipozis KRK sendromlar1 (HNPCC)

Ailesel KRK sendromlariin prototipidir. Otozomal dominanttir (16, 19 ,20). Her yil
tan1 konan kolorektal karsinomlarinin %10’undan sorumludur (23). HNPCC iki sendromdan
(Lynch family-I ve Lynch family-I1) olusur (22,24). Lynch | sendromu; Otozomal dominant
kalitim, erken baslangic, baslica sag taraf, siklikla birden ¢ok, KRK gosterir (16,23) Lynch Il
sendromu; Lynch | sendromuna benzer ve ek olarak endometriyum, meme, over, mide
kanserleri gibi, kolon dis1 kanserlere, egilim gosterir (16,23). HNPCC i¢in Amsterdam

kriterleri tanimlanmistir. Buna gore:

X/
o

L)

Kolorektal kanser en az {i¢ aile liyesinde olmalidur.

DX

» Ug aile iiyesinden birisi, diger ikisinin birinci derece akrabasi olmalidir.

K/
°e

Birbirini takip eden en az iki nesil etkilenmis olmalidir.

X3

% Etkilenen aile iiyesinin en az birinde 50 yasindan once kolorektal kanser

gelismelidir.

7/
o0

Kanser tanisi patolojik olarak dogrulanmalidir (16, 23).

HNPCC, ailesel polipozis koli sendromundan bes kat fazla goriilmektedir. Lynch II

sendromlu hastalarin birinci derece akrabalarinda kolon kanser insidansi yedi kat artmustir.
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HNPCC hastalari, sporadik kanserli hastalardan daha geng yasta ortaya ¢ikar ve ortalama yas
erkeklerde 39 iken kadinlarda 37°dir (16).

---{E

w—

Sekil 2.6. Kolorektal karsinomlarin tipleriyle iliskili genler ve bulgular.

» Ailesel polipozis koli (FAP)

Otozomal dominant kalitim gosterir (20). APC tiimér siipresor geninde mutasyon vardir
(25). Sorumlu APC geni 5q21°de lokalizedir. Genellikle yasamin ikinci on yilinda goriiliir.
Radyografik ve makroskopik olarak barsakda normal mukozanin ¢ok hafif kabarikliklarindan
biiyiik kitlelere kadar degisen polipler vardir (20). Hastaligin tanisi i¢in en az 100 polip

olmalidir. Tedavi edilmeden birakilirsa hemen hemen daima kalin barsakta bir veya daha
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fazla karsinom gelisecektir. Cogu karsinom tiglincii dekatta baslayacagindan profilaktik

kolektomi en ge¢ 20-25 yaslarinda yapilmalidir (20).
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Sekil 2.7. Kolorektal kansere eslik eden genetik sendromlar ve yasa bagl artis.

> Muir- Torre sendromu

Otozomal dominanttir. Lynch II sendromuna benzer. KRK erken yasta gelisir. Sag taraf
KRK daha siktir ve sporadik KRK’ndan daha iyi prognozu vardir. Bu hastalarda birden fazla

deri lezyonu ve i¢ organ kanserleri gelisir (16).
» Gardner sendromu
Otozomal dominant gecislidir. Kalin barsakda adenomat6z poliplerle birlikte kafatas: ve
mandibulada birden fazla osteomlar, deride birden fazla keratindoz kistler, o6zellikle

fibromatozis olmak tizere yumusak doku neoplazilerinin goriildiigii ailesel bir durumdur.

Kalin barsak karsinomu gelisim potansiyeli ailesel polipozis kadar ytiksektir (20,26).
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» Turcot sendromu

Otozomal dominant kalittm gosterir. Kolorektal adenomatdz poliplerle birlikte

genellikle glioblastom tipi beyin tiimorleri vardir (20,26).

» Peutz-Jeghers sendromu

Otozomal dominat bir sendrom olup LKB1 gen mutasyonu sebebiyle olusur. Agir
derecede atipi gosteren adenomatdz poliplerin bazilarindan kolorektal kanser gelisebilir. Bu

sendromda pankreas, meme, akciger, over ve uterus kanser gelisim riski artmistir (20,26)

» Cowden sendromu

Mukokutandz lezyonlar (fasial trisilemmoma, akral keratoz ve oral mukozal papillom),
kolorektal polipler ve degisik bolgelerde artmigs malignite riski ile karakterize otozomal

dominant bir hastaliktir. 10. kromozomda lokalize PTEN geninde mutasyon vardir (24,26).

> Adenomlar

Benign glandiiler neoplaziler olup KRK gelisiminin habercisi olabilirler. Tek veya
birden fazla goriilebilir. Birden fazla olduklarinda genetik bir sendrom ile iliskili olabilirler
(16). Adenomlar erkeklerde kadinlardan daha sik olusur. Adenom insidans1 60-70 yaslarinda
pik yapar. Sol kolon adenomlari geng hastalarda sik goriiliirken, sag kolonda lokalize olanlar
65 yas tistiinde daha siktir (16). Makroskopik olarak; pedikiillii (sapli), sesil (sapsiz) ve yassi
(deprese) olmak iizere ii¢ smifa ayrilir. Adenomlar yapilarina gore tubiiler, villoz veya
tubiilovilloz olarak ayrilir. Tubiiler adenom % 75’den fazla tubiiler yapi, villoz adenom %
50°den fazla villoz yapi, tubiilovilloz adenom ise % 25- 50 villoz yap1 igerir. En sik tubtiler

adenom goriiliirken, en az oranda da villoz adenom gortiliir (16, 21, 26).

Adenomlarda malignite riski boyut, histolojik yap1 ve epitel displazisinin derecesine
baglidir. Tanisal olarak diisiik ve yiiksek dereceli displazi, karsinoma insitu, intramukozal
karsinom ve invaziv karsinomun tespiti onemli noktalardir (16, 26, 27). Diisikk dereceli
displazide ¢ok katli displastik, silindirik epitel hiicreleri vardir. Cekirdek igsi veya ovaldir.

Cok kath ¢ekirdekler epitel yiiksekliginin %4 linli ge¢gmezler. Yiiksek dereceli displazide epitel

14



ylizeyine kadar gelmis niikleuslar ve niikleositoplazmik orani artmis hiicreler mevcuttur.
Hiicreler silindirikten yuvarlaga donerler. Polarite kaybi ve pleomorfizm vardir (16, 26).
Intraepitelyal karsinoma’da (karsinoma insitu) malign hiicreler bazal membrana sinirldir.
Intramukozal karsinomda neoplastik hiicrelerin bazal membrandan lamina propriaya gegisi
s6z konusudur. Invaziv karsinomda ise muskularis mukozadan submukozal bdlgeye gegcis
vardir(16, 26). Yiiksek dereceli displaziler metastaz yapmazlar. Klinik olarak benign
lezyonlardir. Lenfatik kanallar kolon mukozasinda yok kabul edilir. Nadiren lamina propria
bazalinde izlenirler. Bundan dolay1 intramukozal karsinom malign potansiyeli yok veya ¢ok
az kabul edilir (26).

Patologlar kronik ve aktif enflamatuvar hastalikta olusan reaktif degisiklikleri
displaziden ayirmada bazen zorlanmaktadirlar (16, 20, 28). Reaktif enflamatuvar durumda
acik renk kromatin yapisi ve sitoplazmik miisin azlig1 vardir. Ayrica yilizeyde maturasyon
goriiliir. Sitoplazmanin yogun eozinofilik olmasi, reaktif veya rejeneratif epitelyal hiicreler
icin karakteristiktir ve glandiiler yap1 da korunmustur. Aktif enflamasyonun bu bulgular
displazide goriilmez. Displazilerde de enflamasyon bulunabileceginden siipheli enflamasyon,
agresif medikal tedavi ile azaltilmali ve tekrar biyopsi Onerilmelidir. Tedaviden displazi

etkilenmeyecektir (28).

2.3. Kolorektal Kanser icin Risk Faktorleri

Diyete bagh faktorler: Yiiksek yag oranli diyetlerde KRK riski artmistir. Hayvansal
protein iceren kirmizi et tiiketimi KRK’dan bagimsiz faktor olarak goriilmektedir (16, 20, 21,
23). Disiik oranli yag iceren balik, kiimes hayvanlari gibi iriinlerin tiiketimi tavsiye
edilmektedir (29). Lifli, yesil yaprakli sebzeler ve meyveler antioksidan vitamin kaynagi olup
kanser olusumunu engellemektedir (16, 20). C vitamini, tokoferol ve selenyum barsak
epitelini kuvvetli mutajen olan fekapentanlardan ve diger karsinojenik (oksidatif) tahribattan
korur. C vitamini nitritlerin nitrosamine ve nitratlara doniisiimiine engel olan bir
antioksidandir. E ve C vitaminleri polipektomi sonras1 rektal adenom tekrar sayisini azaltirlar.
Sarimsak KRK riskini, detoksifiye enzim igermesi, tiimor ¢ogalmasina engel olmasi veya
antibakteriyel aktivitesi ile gii¢lii olarak tersine cevirir (16). Alkol alimi anormal DNA
metilasyonundan dolay1 KRK ve adenom goriilme riskini arttirir (16, 29). Yesil ¢ay ve kahve,
KRK gelisimine karsi koruyucu olabilir (16).
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Yasam tarzi: Fiziksel inaktiflik rektal kanserden daha ¢ok kolon kanseri ile iliskilidir
(85). Mekanizma agik olmamasina ragmen sedanter yasam tarzi kolorektal kanser i¢in artmis

bir risk faktorudir.

Obezite: Ozellikle abdominal yaglanma ve artmis viicut kitle indeksi KRK riskini ve
kanserden Oliimleri arttirmaktadir (16, 29). Fazla kilolu ve fiziksel olarak inaktif erkeklerde

KRK gelisimi riski yiiksektir (16, 22).

Sigara i¢cimi: Tiitiin kullanim1 rektal kanser ve adenom insidansin1 6nemli Olgiide
arttirmaktadir. ilk kullanim yasmin erken olmasi ve yillik paket sayis1 kanser riskini artirir

(16, 21).

Divertikulozis ile iliskisi: Divertikiiler hastaligi olanlarda sol kolon neoplazilerinde
artmig bir insidans vardir. Bati toplumlarinda divertikiil ve adenom birlikteligi beklenirken,

Asya toplumlarinda az siklikta gériildiigi bildirilmistir (16).

Idiyopatik inflamatuvar barsak hastahklar ile iliskisi: Ulseratif kolit ve Crohn
hastaligi bulunan hastalarda kolorektal kanser gelisme riski artis gostermektedir. Ulseratif
kolitde 4,4 kat, Crohn hastaliginda ise 3 kat artmis risk vardir. (16, 21). Kanser gelisimi
hastaligin siiresi ve tutulan bolgenin genisligi ile ilgilidir (16,20, 21).

Radyasyon: Kolorektal kanserlerin ¢ok az bir kisminda radyasyon etyolojik bir rol
oynar. Servikal, uterus veya prostat karsinomlarinin tedavisi i¢in radyoterapi alan hastalarda
rektal kanserin daha sik gelistigi bildirilmistir (16).

Sistozomiyazis: Sistozoma japonikum ile enfekte Cinli hastalarda kolorektal neoplazi
insidans1 artmistir (16)

Diger faktorler: Ureterosigmoidostomi uygulanan hastalarda KRK insidans1 500 kat
artar (16). Peptik iilser igin cerrahi tedavi gegiren hastalarda kolorektal kanser gelisme riski
artmistir (16). Pernisiydz anemi, diabetes mellitus, ¢Olyak hastaligi, AIDS hastalarinda

kolorektal adenokarsinom riski artmis olabilir (16).
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Sekil 2.8. Kolorektal kanser i¢in risk ve koruyucu faktorlerin sematik gosterimi.

2.4.Kolorektal Karsinogenez

Kolorektal karsinomlarim % 60-80’inde APC (Adenomatous Polyposis Coli) geninin
kayb1 vardir. APC, normal hiicrelerde -kateninin azalmasina sebep olan hiicre i¢i bir protein
kompleksinin pargasidir. B-katenin, farklilasmis hiicrelerde hiicre iskeletinin aktin liflerine E-
kadherin epitelyal adezyon molekiiliinii baglar. Azalma, hiicre i¢i p-kateninin miktarini
diizenler ve sabit halde tutar. insan neoplazilerinde APC fonksiyon mutasyonlarinin kaybr ile

bir patolojik inhibisyon ortaya ¢ikar. Sonucta hiicre i¢i P-katenin birikir ve c¢ekirdege
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translokasyon olusur. Niikleer B-katenin TCF4 gibi diger niikleer faktorlere baglanir ve
transkripsiyonel aktivasyon igin c¢ok etkili bir kompleks olusur. TCF4/B-katenin
transkripsiyonel aktivitesinin hedefindeki ilk genlerden birisi siklin D1’dir. siklin DI,
E2F’den retinoblastom gen {iriiniinlin ayrilmasini katalizleyen bir kinazi aktif hale getirir.
Sonugta hiicre sikliisiiniin G1-S gecisi i¢in aktive genlerden olusan niikleer kompleksi
meydana gelir ve proliferasyon olusamaz. Bu bilgiler esliginde -kateninin kolorektal kanser
proliferasyonu i¢in bir faktor ve bir onkogen oldugu varsayilmistir (18). K-RAS geni KRK ve
adenomlarda en sik gozlenen aktive onkogendir. Bu gen hiicre i¢i sinyal transdiiksiyonunda
rol oynar ve 1 cm den kiiciik adenomlarin %10’undan daha azinda, 1 cm den biiyiik

adenomlarin yaklasik %350’sinde, karsinomlarin yaklagik % 50’sinde mutasyona ugramis
haldedir (26).

SMAD2 ve SMAD4 18qg21°’de bulunurlar ve TGF-B sinyali igerirler. SMAD2 ve
SMAD4’tiin  yoklugu gastrointestinal timor olusumunu arttirmaktadir (26). Kolon
kanserlerinin %70-80’inde 17p kromozomunda kayip bulunmustur. Bu kromozomal delesyon
p53 genini etkiler. p53 geni hiicre siklisiiniin diizenlenmesinde Kritik rol oynar (26).
Telomeraz, kromozom sabitlesmesinde rol oynar. Katalitik bir alt unite gibi davranan
telomerik reverse transkriptaz (TERT) ile bir riboniikleoprotein komplesi yapisindadir.
Telomeraz aktivitesi telomere sabitlenmesini saglar ve hiicrelerin dliimsiizligi i¢in gereklidir.
Cogu adenomda telomeraz aktivitesi yokken kolorektal karsinomu da igeren kanserlerin
biiyiik ¢cogunlugunda telomeraz aktivitesi artmistir (26). HNPCC sendromunda ve sporadik

vakalarin %10-15’inde DNA yanlis yapim tamir geninde genetik lezyon vardir (26).

2.4.1. Lokalizasyon

Karsinomlarin  %50’si rektosigmoid bdlgededir. Ancak bu ozellik azaliyor gibi
goriinmekte ve giderek proksimale dogru kaymaktadir (20,21). Disiik riskli tilkelerde
kolorektal karsinom ¢ekum ve ¢ikan kolonda, sol kolondan daha sik olusurken; yiiksek riskli
tilkelerde rektosigmoid bolgede goriilme orani daha fazladir (16, 23). Sag kolon karsinomlari
ozellikle kadinlarda yas ile beraber artmaktadir. Sag kolon kanserleri, kolon malignitelerinin
%33-63,4’1ini olusturur. 70 yastan sonra erkek ve kadinlarda baskin olarak proksimal kolon
kanserleri goriilmektedir (16). Birden fazla odakli karsinom vakalarin %3-6’sinda bulunur
(30).
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2.4.2 Klinik Ozellikler

Klinik, tiimoriin sag veya sol kolon yerlesimine ve lezyonun erken veya ilerlemis olup
olmamasina gore degisir. Baslangic semptomlar1 genellikle belirsiz ve nonspesifiktir. Kilo
kayb1 ve istahsizlik siklikla olusur. Cekum ve ¢ikan kolon kanserleri siklikla yassi veya
polipoiddir. Ayrica sag kolonda feces yumusaktir. Bundan dolayr sag kolon kanserleri,
melena ve tikaniklik olusturmazlar. Siklikla klinik olarak sessiz kalir. Diger taraftan
rektosigmoid kanserler intestinal liimeni tikar veya kanamaya sebep olurlar. Yasl hastalar
(>80 yas) genglere gore erken donem hastaliga sahiptir (16, 22). Kolorektal karsinomlu
hastalarin %22-58’inde barsak aligkanliklarinda degisiklik s6z konusudur. Bu 6zellikle sol
kolon yerlesimli karsinomlarda belirgindir. Degisiklikler; ishal, tenesmus ve kabizlik seklinde
olabilir (16). Rektal kanama hastalarin yaklasik %50’sinde baslangi¢c semptomudur (16).
Kanama gozle gortilmeyebilir ve sadece demir eksikligi anemisi ile farkedilebilir (16, 20, 30).
Belirgin hematokezya bazen gelisebilir. Rektal kanama %70 sol kolon lezyonlarinda,
%25°den az olarak da sag kolon tiimérlerinde gozlenir. Ozellikle yash kisilerde malignite
dislanmadan rektal fissiir ve hemoroid diisliniilmemelidir (16). Yaklasik %50 hastada
abdominal agr sikayeti olabilir. Ozellikle tiimdr serozayr invaze ettiginde ortaya gikar (16).
Iliogekal valvdeki karsinomlarn %25’i apendiks liimenini tikayarak apendisite sebep

olabilirler (20, 16).

KOLONOSKOP GORUNTUSU

— .

Sekil 2.9. Tiimdriin kolonoskopi goriintiisii.
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Anemi siklikla sag kolon kanserlerinde olusur (16). %20 hastada kolon iskemisi
goriilmektedir. Iskemik alan tiimériin proksimalinde bulunur (16). Tiimor barsak duvarini
invaze ettiginde kolon-kolon fistiil meydana gelebilir. Nadiren sigmoid KRK akut barsak

tikaniklig1 veya peritonit ile beraber akut perforasyona sebep olabilir (16).

2.4.3. Erken tani ve klinik tarama yontemleri

Son yapilan c¢aligmalar uygun tarama ve tedavi ile kolorektal kanserini ve bu
maligniteden Oliim sayilarini azalttigin1 gostermistir. Adenomatdz poliplerin bulunmasi ve
cikarilmas: kolorektal adenokarsinom gelisimini Onleyebilir. Erken evre kanserlerin tani ve
tedavisi kolorektal kanser mortalitesini disiiriir. Polip ve erken evre kanserler genelde
asemptomatiktir (16, 20, 23). 50 yasindan itibaren ¢ogu Kisi kolorektal kanser agisindan
ortalama risk tasidigindan malignite ve polip agisindan diizenli olarak taranmalidir. Onerilen

tarama yontemleri soyledir:

¢ Yilda bir defa gaitada gizli kan testi,

% Her bes yilda bir fleksibl sigmoidoskopi,

%+ Her bes- on yilda bir ¢ift kontrastli baryum enema,
¢+ Her on yilda bir kolonoskopi (30).

Gaitada gizli kan testi spesifik olmayip bir¢ok kiiciik kanser ve prekanser6z lezyonu
bulmada yetersizdir. Bazi uzmanlar senede bir bu teste bes yilda bir fleksible
sigmoidoskopinin eslik etmesi gerektigini bildirmislerdir. Fleksible sigmoidoskopi ile
bulunan adenomatdz polip sonucu kolonoskopi ile tiim barsagin muayenesini gerektirir (30).
Cift kontrastli baryumlu grafiler; 1 cm’den kiiciik polipleri %50-80, 1 cm’den biiyiik polipleri
%70-90 ve evre I ve Il adenokarsinomlar1 %50-80 oraninda tespit etmektedir (30). Birinci
derece akrabalarinda kolorektal kanser veya adenomatdz polip hikayesi olanlarda tarama 40
yasinda veya akrabanin tani aldigi yastan 10 yil dnce baslamalidir. Kolonoskopi ile tiim

kolonun degerlendirilmesi gerekmektedir (30).

HNPCC’de tarama 21 yasinda baslamalidir. Bir veya ii¢ yilda bir kolonoskopi, genetik
danisma ve genetik testlerin uygulanmasi s6z konusudur (30). FAP’da tarama piibertede
baslamali; her bir-iki yilda bir fleksible sigmoidoskopi veya kolonoskopi, genetik danisma,

genetik test yapilmas: uygundur (30). Inflamatuvar barsak hastaliklarinda 6zellikle iilseratif
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kolitte kolorektal kanser riski artmistir (16, 20, 30). Crohn hastaliginda da risk artmakla
beraber iyi bir sekilde tanimlanmamustir. Ulseratif kolitte pankolit tanisindan 7-8 yil sonra, sol
taraf kolitin tanisindan 12-15 yil sonra tarama baslamalidir. Tarama, her bir-iki yilda bir

diplazi i¢in kolonoskopi ile biyopsi alinmalidir (30).

2.4.4. Makroskopik Ozellikler

Kiigiik karsinomlar 1-2 c¢m ¢apinda olup genelde kirmizi, graniiler, diigme benzeri
mukozadan kabarik lezyonlardir. Siklikla keskin sinirli ve makroskopik olarak adenomlara
benzerler (16). Makroskopik olarak ¢ogu kolorektal karsinom polipoid veya iilseroinfiltrandir
(16, 20). Kolorektal karsinomlar makroskopik olarak polipoid, mantarimsi (egzofitik), iilsere,
diffiiz-infiltratif olabilir (20, 23,19). Polipoid tipte, yiizeyde iilser olabilir ve genelde nodiiler,
lobiiler, papiller, siklikla adenom kalintil1 bir sekilde goriiliirler (22). Ulseroinfiltratif tipte ise
santralde iilser vardir. Bu tipin bir varyanti olan flat veya deprese tipte polipoid tipten daha

fazla lenfovaskiiler invazyon egilimi vardir (20).

Tiimorlerin yaklasik ticte ikisi {ilseredir. Kolon duvarini derin olarak tutar. Diffiiz
infiltre tip karsinomlar normal mukozadan hafif¢ce kabarik olup siklikla nodiiler kitle
yapmaksizin barsak segmentini ¢epecevre sararlar (16). Mantarsi kanserler siklikla gekum ve
cikan kolonda goriiliirler. Liimene dogru biiylime egilimindedirler ve nadiren tikanikliga

sebep olurlar (16, 20, 21). Anemi ile sonug¢lanan kan kaybina kadar semptomsuzdur (20, 23).

Sekil 2.10. Familyal adenomat6z polipozis makroskopik goriintim.
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Transvers ve inen kolon adenokarsinomlari genelde infiltre ve {lseratiftir. Daraltici
timorlerdir (16, 20, 21). Tiimoriin proksimalinde barsak liimeni genislemistir. Timor barsak
duvarmi kalinlastirir (16). Tiimor barsak duvarina tamamen yayilip komsu ince barsak, baska
kalinbarsak segmenti veya mideyi tutabilir. Barsak duvarindaki perforasyon sonucu peritonit
olusabilir (16, 20, 26). Miisindz tiimorlerin kesiti jelatindz, parlak goriiniimliidiir ve mukus
barsak tabakalarini ayirabilir. Midede sik gorillen lateral yiizeyel yayilim kolorektal
karsinomlarda ¢ok nadirdir (20). Makroskopik incelemede tiimoriin barsak duvarmna sinirli
olup olmadigi, kolon etrafi dokulara yayilip yayilmadigi, venlere makroskopik invazyon

varlig1 ve kalan kolonda polip veya baska karsinom varligi belirtilmelidir (20).

2.4.5. Adenokarsinom

Kalin barsak tiimorlerinin %95°1 klasik adenokarsinomdur (16,20). Bunlar degisik
derecede miisin salgilayan iyi, orta ve az gradede diferansiye adenokarsinomlardir (20).
Timor hiicreleri silindirik ve goblet hiicre kombinasyonu ile nadir endokrin hiicreler ve
paneth hiicrelerinden olusur. Karsinom 0zellikle tiimoriin kenarlarinda olmak {izere
enflamatuvar ve desmoplazik raeksiyona sebep olur. Enflamatuvar hiicrelerin ¢ogu T-
lenfositlerdir, fakat B-lenfositler, plazma hiicreleri, histiyositler ve S-100 pozitif dendritik
hiicreler de bulunabilir. Nadiren bol eozinofil goriiliir ve timor stromasinda metaplazik kemik
olusumu goriilebilir (20). Timor kenarinda rezidiiel polip odagi goriilebilir. Fakat timor
etrafindaki glandlarda hiperplastik degisiklikler daha siktir. Bu hiperplastik degisiklikler
normal mukozadan daha fazla goblet hiicresi igeren daha uzun, daha kivrimli glandlar
seklindedir. Bu degisiklik transisyonel mukoza olarak da tanimlanir. Bu mukoza normal

mukozadan histokimyasal olarak farklidir (16, 20).

Adenokarsinomlar infiltratif veya etraf dokuyu itici (ekspansil) tarzda gelisim
gosterirler. Ekspansif gelisimde tiimor glandlar1i nodiiler kiime olustururken, infiltratif
gelisimde tiimor hiicreleri veya kiigiik gland yapilari duvar boyunca yayilmiglardir. Ekspansif
karsinomlar makroskopik olarak genelde polipoid veya mantars:t goriiniimde iken infiltratif

karsinomlar genelde ilseratif veya diffiiz infiltratif goriintimdedir (16).
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» Diger Mikroskopik Tipler

¢ Miisindz Karsinom

«» Tash yiiziik hiicreli karsinom

++ Bazaloid (kloakojenik) karsinom
¢ Berrak hiicreli karsinom

% Hepatoid adenokarsinom

¢ Mediiller adenokarsinom

¢+ Anaplastik (igsi ve dev hiicreli,sarkomatoid) karsinom

2.4.6. Tiimor Evrelemesi

Evreleme, tedavi planlamasi ve prognoz agisindan yol gostericidir. Kolorektal karsinom
icin ¢ok sayida evre semasi gelistirilmistir. Bunlar genelde barsak duvarina invazyon derinligi

ve lenf nodu tutulumu olup olmamasina baglidir (20, 16).

T1 : Timor submukozaya ulasmis
T2 : Timor adeleye ulagmis (Muskularis propria)

T3 : Tumor subserozaya veya peritonla kapli olmayan perikolik veya perirektal

dokulara ulagmis
T4 : Timor serozay1 atlamis, komsu doku yada organlari tutmus
N1  :1-3adet lenfnodu tutulumu

N2  :4veyadaha fazla lenf nodu tutulumu
M1  : Uzak metastaz
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Diger organlara yayilma
(Metastaz)

Sekil 2.11.Gelismekte Olan Tiimoriin Evrelemesi ve Sematik Gosterimi.

2.4.7. Molekiiler Genetik Ozellikler

Kalin barsak kanserlerinin ailesel birkag tipi bu tiimorlerde bazi genetik degisikliklerin
belirlenmesine yol agmistir. Bu, sporadik kolon kanserlerinde de genlerde somatik mutasyon
oldugunu gostermistir. Bu genlerin en 6nemlileri APC, mismatch tamir genleri, p53, k-ras,
MAD (mother against DPP), MADR (MAD- related genes) ve DCC’ dir (16, 20, 40, 41). MSI
(mikrosatellit instabilitesi) ile birlikte tiimorler, miisinéz veya az diferansiye olmaya
egilimlidir. Bu timorler; smirl gelisim, sag tarafa yerlesim ve belirgin stromal reaksiyona
sebep olurlar (20). MSI durumunun tespiti timoér evre ve gradenin histopatolojik
degerlendirmesi igin fayda saglayabilir (42, 43). APC geninde mutasyon ile inaktivasyon
FAP’da bulunur (16, 44). APC kolon epitelyum ¢ogalmasinda negatif diizenleyicidir.
Kolorektal kanserlerin %60’inda ve adenomlarin %63’iinde APC geninde en azindan bir adet
somatik mutasyon vardir (16). Kolorektal karsinomlu hastalarda normal kolon mukozasi ile
premalign adenomlar karsilastirildiginda CpG alaninda APC geninin promotor bolgesinin agir
metile oldugu bulunmustur (45, 46). Kolorektal karsinom patogenezde rol oynayan bir diger
molekiiler grup ise E- kadherin ve katenindir. p-katenin APC proteini ile birliktedir. Adenom
karsinom doniisiimiiniin biitiin donemlerinde diizeni bozar (20). Kolorektal karsinomda E-
kadherin ve alfa- katenin ekspresyonu bolgesel invazyon ve metastaz ile orantilidir (20, 47,
48). p53 mutasyonu kolorektal karsinomlarin biiyiik ¢ogunlugunda bulunmustur (8,10,12).
p53 geni 17. kromozomun kisa kolunda lokalizedir (16, 26). p53 proteini, hiicre ¢ogalmast,
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diferansiasyonu, DNA tamir ve sentezi kontrolii ve programlanmis hiicre 6limiinde rol oynar
(16). Apopitozisi bcl-2/ Bax yolu ilizerinden diizenler (49). Anormal genlerle olusan protein
kodunun yiiksek ekspresyonu ile de uyumludur (20,16). Kolorektal karsinomun az miktarinda,
ozellikle de metastatik grupta *“ ras” onkogen mutasyonu vardir (20). Ras protoonkogenleri,
normal hiicre gelisiminde ve diferansiasyonunda 6nemli rol oynar. Ras GTP, ¢esitli hiicre
hedeflerini harekete gegirir sonugta hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre iskeleti organizasyonu
degisiklikleri, hiicre adezyonu ve ¢ogalmast meydana gelir (16, 50). Bu genin

ekspresyonunun erken kanser olusumunda etkili oldugu s6ylenmektedir (20, 16, 26).

DCC (deleted in colorectal cancer) geni, timor siipresor gendir ve 18. kromozomun
uzun kolunda lokalizedir. Immiinhistokimyasal olarak DCC proteini hiicre i¢i miisin
graniillerine yerlesmistir. DCC kaybi, p53 delesyonundan erken gelisir. Kolorektal kanserin
genelinde allelik kayb1 vardir. DCC ekspresyonu, evre II ve III kolorektal karsinomun gidisati
icin giiglii pozitif tahmin saglar (16, 51). Kolorektal karsinomlarin yine biiyiik bir kisminda
von Hippel Lindau gen delesyonu bulunmustur (20). bcl-2 bir protoonkojendir. Apopitozu
engeller. Normal gastrointestinal sistemde kriptlerin bazal hiicrelerinde eksprese edilmektedir.
Kolorektal adenomlarin ¢ogunlugunda (%85°den fazla) eksprese edilmekte ve invaziv
karsinoma ilerlerken ckspresyon azalmaktadir (49). KRK’nde bcl-2 ekspresyonunun
kemoterapotik tedaviye direnci agikladigi da belirtilmistir (52). Kolorektal karsinomlarin
%90’inda c-myc onkogen giiglii ekspresyonu mevcuttur (20). Artmis ¢ogalma faaliyeti S-
doénemine 6zgii Ki-67, PCNA, AgNOR boyalari ile sailarak bulunur (20). Yukarida sayilan
tim bu belirleyiciler tek baslarina prognoz hakkinda fikir verebilirken, higbiri mikroskopik

grade ile yakindan iliskili degildir (20).

K-ras mutasyonlu hastalarda hastalik tekrar oranmin arttigi gorilmiistir. K-ras
mutasyonu tasli yiiziik hiicreli karsinomda da tespit edilmistir (20, 34, 50). p53 asir1
ekspresyonu, sag kalimin tahmininde bagimsiz prognostik belirleyici olarak bulunmustur (20).
p53 ve bcl-2 ekspresyonu faydali prognostik bilgi saglayabilir (49, 52). c-myc onkogeni
timor diferansiasyonu ile orantilidir (20). E-kadherin ekspresyonu kolorektal karsinomun
prognozunu tahmin etmede faydali olabilir (47, 48). Kalretinin ekspresyonu ile tiimor
diferansiasyonu arasinda uyum vardir. Ekspresyon derecesi arttik¢a, lenf nodu metastazi

sayis1, diger organ metastazi sayisi da artmaktadir (38).
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2.5. Yag Dokusu ve Yag Hiicresi

Son caligsmalar yag dokusunun sadece bir enerji deposu degil aym1 zamanda aktif
endokrin organ oldugunu gostermistir. Beyaz yag dokusu, ihtiyag fazlasi enerjiyi trigliserit
halinde yag hiicresinde depolar ve ihtiya¢ duyuldugunda hizla dolasima verebilir. Yag dokusu
viicutta en biiyiik enerji deposudur ve enerjinin yag hiicresinde depolanmasi ve salgilanmasi
hormonal sinyallerle (insiilin, katekolaminler, glukokortikoitler gibi) kontrol edilir. Yag
hiicresinden leptin, resistin, timor nekrozis faktér-a (TNF-a), adiponektin, adipsin, interlokin-
6 (IL-6), plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), transforming biiylime faktorii-o (TGF-a),
anjiyotensinojen, asilasyon-stimiile edici protein (ASP), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-
I), prostaglandin 12 (PG 12), prostaglandin F2a (PG F2a) gibi ¢ok sayida madde salgilandigi
saptanmistir. Leptin, enerji homeostazisini diizenler ve viicut yag dokusu hakkinda
hipotalamusa bilgi verir. Resistin, insiilin direnci ve periferik doku insiilin hassasiyeti ile ilgili
olabilir. TNF-a, insiilin reseptor sinyaline karigir ve obezlerde insiilin direnci gelisimine
neden olur. Adiponektin, ailevi hiperlipidemi patogenezinde yer alir ve insiilin direnci ile
iligkilidir. Adipsin, yag dokusu metabolizmasinda yer alir. IL-6, viicut savunmasinda ve
glukoz ve yag metabolizmasinda yer alir. PAI-1, fibrinolitik sistemin en 6nemli inhibitoridiir.
TGF-B, proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptosis gibi biyolojik cevaplar1 diizenler.
Anjiyotensinojen kan basinct ve elektrolit homeostasisinde diizenleyici rol alan anjiyotensin-
I’nin 6ncti maddesidir. ASP, trigliserit sentez hizin1 arttirir. IGF-1, hiicrelerde proliferasyonu
stimiile eder ve bliylime hormonunun etkisine aracilik eder. PG 12 ve PG F2q, inflamasyon,
pihtilagsma, oviilasyon, menstriiasyon ve asit sekresyonu gibi diizenleyici fonksiyonlarda yer
alir. Yag dokusu salgiladigi bu iirlinleri ile viicutta bir¢ok sistemin fonksiyonunu etkiler. Yag
dokusu hiicre sayis1 ve biiyiikliigii bakimimdan yasam boyu, enerji ihtiyaci ve tiiketimine
bagli, stirekli hacim degiskenligi gosteren bir dokudur. Yag hiicreleri enerji depolama ve
salgilama siirecinde bu fonksiyonlar ig¢in ¢ok karisik sistemler tarafindan idare edilir. Yag
hiicresi pasif bir hiicre degildir, aksine giinliik enerji alimina bagl: siirekli hacim degiskenligi
gosteren, ekstraselliiler siviya sitokin, hormon salgilayan bir hiicredir. Yag hiicresi bu salgi
tirtinleri ile endokrin, parakrin ve otokrin yolla diger hiicrelerle haberlesir, hormonlar ve
sitokinlere membran reseptorleri aracilii ile yag asidini kana vererek, yag asitlerini hiicre
icine alarak depolama ve hormon, sitokin salgilayarak cevap verir. Yag hiicresi enerji
depolamaya ve salgilamaya adapte olmustur. Yag hiicresinde enerji lipid damlaciklar1 halinde
trigliserid olarak depolanir ve bu damlaciklar hiicrenin yaklagik %90°dan fazlasini, geri kalan1

diger hiicre organellerini olusturur.
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2.5.1. Adipositokinler ve Kanser

Adipoz doku tarafindan iiretilen hormonlar insan viicudundaki diger bir ¢ok isleyisi
etkidigi gibi 6nemli olarak lipid ve karbonhidrat metabolizmasini da etkilemektedirler.
Siklikla kabul goren goriis adipoz dokudaki endokrin disfonksiyonun obezite ve insiilin
direnci/diyabet arasindaki nedensel iligkilerden birine neden olabilecegi yoniindedir. Her ne
kadar mekanizmasi acgiklanamamis olsa da epidemiyolojik caligmalarda obezitenin kanser
gelisimi icin anlamli bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Son giinlerde yapilan bir ¢ok
caligmada adipoz doku tarafindan iiretilen hormonlar timor stromasinin (=destek doku) ve
barindirdigi malign hiicrelerin gelisimini ve proliferasyonunu 6nemli Olciide etkiledigi
belirtilmistir. Calismalarin ¢ogu leptinin in vitro kosullarda kanser hiicresi gelisimini
potansiyelize ettigini gOstermekteyken, adiponektinin zit bir etkiye sahip oldugu
diistintilmektedir. Adipoz dokunun obezite nedenli endokrin disfonksiyonunun farkli doku ve
organlarda karsinogenez gelisimine dogrudan etkisi olup olmadigina karar verebilmek i¢in

daha fazla arastirmaya gereksinim vardir. Adipositokinler 3 farkli grupta tanimlanabilirler:

1. Diger doku ve organlarda iiretilip adipoz dokuya etkiyen (uyaran) hormanlar
(6rn. TNF-alfa).

2. Esas olarak beyaz adipoz dokuda iiretilen hormonlar. Bununla birlikte bu
tiretimin tek kaynagi adipositler degildir, yag dokuda ayrica immunokomponent
hiicreleri de (resistin) bulunabilir.

3. Beyaz adipoz dokudaki ¢ogunlugu ya da tamami adipositler tarafindan tiretilen

hormonlar (leptin ve adiponektin).

Adipositokinlerin diger bir siniflamasi onlarin muhtemel fizyolojik gorevlerine
dayanmaktadir. Bu smiflamaya goére adipositokininler iki gruba boliinebilir: Resistin, TNF-
alfa, interlokin-6 gibi “insiilin direncine neden olan faktorler” ve leptin, adiponektin ve son
giinlerde tanimlanan visfatin gibi “insiilin duyarliligini arttiran faktorler” (65). Obezite ve bazi
kanser gesitleri arasindaki baglanti uzun silireden beri bilindigi i¢in (66), kanser ve obezite
arasindaki diger bir baglant1 noktasi olan karsinogenez regiilasyonundaki adipositokinlerin

muhtemel roliiniin arastirmacilar tarafindan incelenmesi sasirtici degildir (67).
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2.5.2. Adiponektin

Adiponektin yalnizca adipositler tarafindan salgilanmakta, multimerik formlarda agrege
olmakta ve kanda yiiksek konsantrasyonlarda dolasmaktadir. Ug biiyiik oligomerik formu
bulunmaktadir; diisik molekiiler agirlikli (LMW) trimer, orta-molekiiler agirlikli (MMW)
heksamer ve yiiksekmolekiiler agirlikli (HMW) 12-18-mer adiponektin (80, 81). Adiponektin
adipoz dokuda yer alan ve preadipozitlerin diferansiasyonunu diizenleyen ve matiir
adipositlerin olusumunu kolaylastiran 6nemli bir otokrin/parakrin faktordiir. Adiponektin
ayrica bir endokrin faktor olarak da fonksiyon gostererek hedef organlar iizerinde gosterdigi
etkiler yoluyla tiim viicut metabolizmasini etkilemektedir. Adiponektin multimerleri farkli
biyolojik etkiler sergilemekte, 6zellikle yiiksek molekiiler agirlikli multimer faydali etkilerin
(6rn. daha yiisek insiilin hassasiyeti, azalmis viseral adipoz doku kiitlesi, azalmig plazma
trigliseritleri ve artmig HDL kolesterol diizeyi) ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Adiponektin trigliseritten zengin lipoproteinler ve HDL’nin katabolizmasindan sorumlu
anahtar enzimlerin (lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz) seviyelerini ve aktivitelerini etkileyerek
plazma lipoprotein diizeylerini etkilemektedir. Bu sayede adiponektin, plazmadaki aterojenik
ve antiaterojenik lipoproteinlerin dengesini etkileyerek ve kopiik hiicre olusumunda goérev

alan hiicresel islevleri modiile ederek aterosklerozun ortaya ¢ikisini etkilemektedir.

Endokrin Organi Olarak Adipoz Doku

immiin Sistem Kardiovaskiiler
*TNF - *PAl-1
*IL-6 P e %, <% *Renin-Angiotensin
= ¥y~ N~

Komplementler
* ASP

>

Metabolizma N e ., Endokrin
* FFA 20 53 Tt *Leptin
* Adiponektin * Kortikosteroidler
* Resistin * Seks steroidleri
* Agouti

* PPARy ligantlan

Sekil 2.12. Endokrin Organ Olarak Adipéz Doku.
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GBP28 ve Acrp30 olarak da bilinen adiponektin kromozom 3q27 bolgesinde
lokalizedir, 15,8kb uzunlugundadir ve 82 SNP bulundurur (68, 82)(Sekil 2.13). ilk olarak fare
adiposit hiicre dizisinden salgilanan 3T3-L1 isimli bir protein olarak tanimlanmustir. Insan
adiponektini bundan 1 yil sonra tanimlandi ve APM1 olarak isimlendirildi (AdiPose Most

abundant gene transcript =Adipoz dokunun yogun olarak salgiladigi gen transkripti). (69, 70).

Human adipanectin gene (ADIPOQ), size 15.8 kb

Chromosome 3
T0bp 231bp

. T33kb ,Jf, 402kb A

I LI} 1

rs266720 r5522395\ frsEEmE rad 241766 r31501200

ot - |‘2 ¥
Exoni 2 3
HAPLOTYPE BLOGK 1 HAPLOTYPE BLOGK 2
dg2T—+ 10k
—

Sekil 2.13. insan Adiponektin geninin kromozomal lokalizasyonu ve rs2241766 exon2 (+45 kodon 15)

polimorfizminin sematik gosterimi.

Adiponektin molekiiler agirligi 30 kDa olan her ne kadar kahverengi adipoz dokudaki
T371 hiicrelerinden salindigi bazi arastirmalarda rapor edilse de esas olarak beyaz
adipositlerden salinan bir proteindir (71). Insan adiponektin molekiilii 244 aminoasitten
olugmaktadir; N-ucunda diger bilinen herhangi bir sekansla homologluk gostermeyen 22
tekrar kistmli kisa hiperdegisken (=hipervariable) bir bolgeyi takiben 18 aminoasit
uzunlugunda bir sinyal peptidi bulunmaktadir. C-ucunda 22 tekrar parcali kiiresel (=globular)
bir bolge bulunmaktadir. C-ucunda kompleman kaskad: molekiilii olan Clq’yla homolog
(=benzer) kiiresel bir bolge bulunmaktadir. Tip VII ve X kollejenleri, kopmlemanin Clq
parcasi, preserebellin ve hibernation regiilasyon proteinleri 20, 25 ve 27 arasinda sasirtici bir
benzerlik bulunmaktadir. C-ucu kiiresel bolgesi ayrica TNF-alfa trimerik sitokin ailesiyle
benzerlik gostermektedir. Adiponektin reseptorlerinin yapisi yakin bir zamanda ortaya

cikarilmistir ve iki izoformu tanimlanmstir (72). AdipoR2 esas olarak karacigerden salinirken
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AdipoR1 esas olarak cizgili kaslardan salinmaktadir. Adiponektin reseptorlerinden olan
ADIPOR1 geni ise 1p36.13-q41 bolgesinde lokalizedir ve 8 exon igermektedir, yapilan
arastirmalarda viicut kitle indeksi ile iligkisi oldugu belirlenmistir. Adiponektin ve reseptorleri

kolon dokusunda da eksprese edilmektedir (82)(Sekil 2.14).

Human adiponectin type 1 receptor gene (ADIPORY), ske 17.7 kb

Chromosome 1

:
@

\
-/

136> o 1.14kb
992 kb . 784kb ) 438k

rs2232833 rs12733285 rs1342387 rs7530542  rs10020531

I lréiz?s.‘-ss I
Int 2 3 4 5 6 gl :
§ i | 1 h i |J 3
4 7 8

Exon1 2 3

Sekil 2.14. insan Adiponektin Reseptor 1 geninin kromozomal lokalizasyonu ve rs2275738 intron 1 (-106)

polimorfizminin sematik gosterimi.

Her iki AdipoR1 ve AdipoR2’de G-proteini ¢ift reseptorleriyle benzerlik gosteren yedi
transmembran bolgesi bulunmaktadir. Adiponektinin simdiye kadar tanimlanmis en 6nemli
fonksiyonlar1 anti-aterogenik, antienflamatuar ve insiillin duyarlilagtirici  etkileridir.
Adiponektin yetmezliginin ateroskleroz ve insiilin direncinin esas nedeni mi yoksa sonucu mu

oldugu hala agiga cikartilmay1 beklemektedir (73, 74).

Adiponektin, yag hiicresinden insiilin stimiilasyonu ile salgilanan, kollegen VIII ve
kompleman C1’e benzeyen, bir hormondur. Plazmada 2-25 pg/mL kadar bulunan adiponektin
salgilandiktan sonra plazmada kollegen I, III, V’e baglanir, II ve IV’e baglanmaz.
Adiponektin endotelyal adezyon molekiillerinin VCAM-I, ICAM-I ve E-selektin ile iligkisini
inhibe eder ve inflamatuar sitokinler (TNF-a gibi) ile iliskiyi tetikler.

Obezlerde ve insiilin direnci gelisenlerde plazma seviyesi diisiiktiir. In vivo kosullarda, kronik

uygulamalarda, Adiponektin enjeksiyonlarin plazma serbest yag asidi miktarin1 azalttig
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goriilmiistiir. Adiponektinin insiilin direncini birgok dokuda diizelttigi de saptanmustir. Insiilin
direnci gelismis kemirici hayvanlarda intravendz adiponektin enjeksiyonlar1 insiiline

hassasiyeti diizeltir. Adiponektin tiretimi PPARY agonistleri ile uyarilir.

Yakin zamanli c¢aligmalarda adiponektinin 6zellikle adipoz doku homeostazinda ve
metabolik sendrom, tip 2 diyabet ve ateroskleroz gibi hastaliklarin patogenezinde oynadigi rol
vurgulanmaktadir. Adiponektinin bu pleiotropik etkileri onu obezite ile iligkili durumlara

yonelik ¢ekici bir terapotik hedef haline getirmektedir.

L 4

Adiponektin

e g

1 Glukoz cikigi T Glukoz alimi 1 inflamasyaon
1 Yag Birikimi 1 Yag birikimi 1 Endoteliyal adezyon
1 inflamasyon T Enerji harcama 4 Kipiik hiicre olusumu
\"‘--\.___ o LY ____.-r'"-’
—
Korunma:

* insiilin direnci
*Tip 2 diyabet
* Koroner arter hastahg

Sekil 2.15. Adiponektinin iglevleri.

» Adiponektin ve meme kanseri

Postmenopozal kadinlarda, IGF-I’in, leptinin, BMI’nin ve diger parametrelerin
etkisinden bagimsiz olarak dolasimdaki adiponektin seviyeleriyle meme kanseri arasinda
giiclii bir birliktelik saptanmistir (75). Benzeri bir birliktelik premenopozal kadinlarda
gosterilememistir. Yiiksek serum adiponektin seviyeli hastalarla karsilagtirildiginda hem

postmenopozal hem de premenopozal kadinlarda diisiik serum adiponektin seviyeleriyle
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artmis meme kanseri riski arasinda bir birliktelik gosterilmistir (76). Ayrica, orta ve yiiksek
adiponektin seviyeleriyle karsilastirildiginda diisitk serum adiponektin seviyeli hastalarda

histolojik evresi yliksek biiyiik tiimorler daha yiiksek frekansta goriilmektedir.

» Adiponektin ve mide kanseri

Gastrik kanserli ozellikle iist gastrik kanserli hastalarda saglikli kontrol grubuyla

karsilastirildiginda diisiik serum adiponektin seviyeleri saptanmustir (77).

2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Teknigi (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction: PCR), spesifik bir DNA
parcasinin primerler tarafindan yonlendirilerek enzimatik olarak ¢ogaltilmasina dayali in vitro
bir yontemdir. Cogaltilmak istenen DNA bdlgesinin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz
dizilerinin komplementeri olan bir c¢ift sentetik oligoniikleotid (primer) kullanilarak
siirlandirilan  genin  enzimatik olarak sentezlenmesi temeline dayanir (78). PCR
reaksiyonlarinda DNA’nin iki zincirinin yliksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon)
daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasini (annealing) ve zincirin
uzamasini (extension) kapsayan 3 temel basamak vardir ve ¢ogaltilmis iirliin miktari, teorik

olarak bu ti¢ adimin tekrarlanma sayisina baglidir ( 78, 79 ).

/7

¢ Denatiirasyon Evresi: Bu evrede ¢cogaltilmak istenen ¢ift sarmal DNA; sarmallar1 bir
arada tutan hidrojen baglarini ayirmak {izere 1siyla denatiire edilir. Bu 1s1 genellikle

94-98 °C arasindadir.

*

¢ Primerlerin Baglanmasi (annealing): Bu evrede primer adi verilen ve ¢ogaltilmak
istenen DNA igin spesifik olan oligoniikleotid, ilk evre de elde edilen DNA tek
sarmali tlizerinde kendisine komplementer olan niikleotid dizisi ile hibridize
(annealing) olur. Bunun i¢in tepkime karistmi, hedeflenen DNA dizisine
komplementer oligoniikleotid zincirlerin (primerlerin) yapigsmasina olanak veren bir
1s1ya diisiiriiliir. Bu 1s1da yaklasik olarak 37-65°C arasinda bir 1sidir. Primerler, orijinal
(hedef) DNA sarmalinin amplifikasyonunu baslatmak amaciyla kullanilir. Bu nedenle

primer (6ncii) olarak da adlandirilmistirlar.

e

% Primerlerin Uzatilmas1 (extension) ve Amplifikasyonu: Bu asamada Taq DNA
polimeraz enzimi 5’23’ yOniine dogru dNTP’leri ekleyerek, primerlerin uzamasini

saglar ve hedef DNA’nm iki zincirli kopyasi olusturulur. Genellikle 70-75 °C
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sicaklikta gerceklesen sentez asamasinda 1 dakikada yaklasik 2 kb uzunlugunda DNA

bolgesi sentezlenmektedir.

Daha sonra gerceklesen son sentez asamasi ise, yaklasik 5-10 dakika ve 1 dongii
seklinde gerceklesir. Son sentez asamasinda da yarim kalan zincirlerin sentezi saglanir.
Denatiirasyon, yapisma (annealing) ve DNA sentezi dongiisii sonradan birgok kez tekrarlanir.
Denatiirasyon, annealing ve c¢ift zincirli DNA sentezi asamalarinin tamami bir PCR
dongiisiinli olusturur. Bir dongili 3-5 dakika siirer ve 20-40 kez tekrarlanir. Amplifikasyonun
bir dongiisiiniin iirlinleri sonraki dongii i¢in kalip islevi gordiigiinden her bir basarili dongii,

temel olarak istenilen DNA iirlinliniin miktarini ikiye katlar.

Ardarda tekrarlanan denatiirasyon, annealing ve sentez asamalar1 ile DNA fragmentleri
iissel olarak artar. Bu iissel artisin nedeni, bir dongli sonucu sentezlenen iirlinlin, ardigik
dongiide diger primerler icin kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PCR dongiisii DNA

molekiilii izerinde istenilen bolgenin 2 katina ¢ikmasi ile sonuglanir.

4. Déngll
istenen Gen <
3. Dongl
< Dangli
1. Ddngu S = 35. Dongl
Kahp DMNA - —_—
3 - ﬁj = —— _

16 .
4 kopya 8 kopya 16 kopya 32 kopya 2 = 68 milyar kopya

Sekil 2.16. PCR dongiisiiniin sematik gosterimi.

Termostabil DNA polimerazlar ve farkli sicaklik derecelerini istenilen siireler i¢in
otomatik olarak ayarlayabilen “termal cycler” adi verilen cihazlarin kullanima sunulmasi,

PCR’1n veriminde ve kullaniminda onemli gelismelere yol agmistir. Verimli bir PCR icin
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dongii sayisi, kullanilan sicakligin derecesi ve siiresinin ayarlanmasi ¢ok 6nemlidir. Baslangi¢
denatiirasyonu i¢in genomik DNA gibi kompleks bir yapinin acgilmasini saglamak iizere
yiiksek sicakliklar kullanilir. Ancak PCR sirasinda genellikle etkin denatiirasyon sicakliginin
92-95°C oldugu saptanmustir. Denatiirasyonun ardindan primerin baglanmasi asamasinda

erime 1s1sinin (melting temperature-Tm) hesaplanmasi énemlidir.

Primerlerin uzamasi1 asamasinda genellikle Tag/Amplitaq DNA polimerazlarin
polimerizasyon aktivesi i¢in en uygun sicaklik derecesi olarak 72 °C kullanilir. Toplam dongii
sayist genellikle 25-40 arasindadir. Dongii sayisinin arttirilmasi halinde istenmeyen iirtinler
fazlalasirken, istenen iirtinlerde herhangi bir artis meydana gelmez. Bu yiizden 40’dan fazla
saylida dongiiden olusan PCR reaksiyonlar1 genellikle basarili sonuglar vermez. Ciinkii bu
siklus sayisinin {izerinde galisildigi taktirde DNA polimerazin miktar1 azalir. Taqg DNA
polimerazin yar1 émrii 97.5 °C’de 10 dk; 95 °C’de 40 dk’dir (79). Bu nedenle PCR’in
sonlarina dogru olan sikluslarda aktivitesi smirlanmaktadir. Ayrica PCR ortamindaki
primerlerin bitmesi, ANTP konsantrasyonu gibi diger sinirlayici etmenler de dongii sayisinin

ortalama 25-40 olarak tutulmasinda belirleyicidir.

Sicaklik (%)
1

Denaturasyon

o3883883888

-+

Zaman

Sekil 2.17. PCR asamalarinin gerseklestigi ortalama sicaklik degerleri.
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2.6.1. PCR’1n Temel Bilesenleri
» Kalhp DNA

DNA polimerazin, polimerizasyon reaksiyonunu gerceklestirebilmesi ig¢in ihtiyag
duydugu yapilardan biride kalip DNA’dir. PCR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj
DNA’lar1, ¢esitli genler hatta herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir. DNA, PCR
ortamina tek veya ¢ift zincirli olarak eklenebilir. DNA’nin uzunlugu 6nemli bir faktor degilse
de genomik DNA gibi ¢ok yiiksek molekiiler agirlikli DNA’lar bir restriksiyon enzimi ile
kesilirler. PCR igerigi i¢in gerekli olan DNA miktarin1 ayarlamak her zaman miimkiin
olmayabilir, o nedenle bunu belirlemek i¢in seri halde DNA konsantrasyonlar1 hazirlanarak en
uygun miktar saptanabilir. Bir restriksiyon enzimi ile kesilirler. PCR igerigi igin gerekli olan
DNA miktarni ayarlamak her zaman miimkiin olmayabilir, o nedenle bunu belirlemek i¢in

seri halde DNA konsantrasyonlar1 hazirlanarak en uygun miktar saptanabilir.
» DNA polimeraz enzimleri

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige komplementer bir DNA ipligi olusturmak iizere,
orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak, dNTP’lerden uzun poliniikleotid zincirin
sentezini katalizlerler. Bu enzimler, sentezi baslatmak i¢in kalip molekiildeki tamamlayici
diziye baglanan kisa DNA parcalarina (primer) ihtiya¢ duyarlar. Sentezin yonii 5° ugtan 3’
uca dogru olup, primerin serbest 3 hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki
yapmalari ile, fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonunu

saglar.

Termostabil enzimlerden en yaygin olarak kullanilani, Thermus aquaticus’dan elde
edilen Tag DNA Polimeraz’dir. Bunun disinda Thermus aquaticus 'dan Amplitag, Thermus
flavis’den Hot Tub ve Protase, Thermus termophilus’dan Tth, Pyrococcus furiosus’dan Pfu
gibi diger termostabil enzimlerde kullanilmaktadir. Taq DNA polimerazin bazi enzimatik
ozellikleri arasinda optimum sicaklikta (70-80°C) saniyede 35-100 niikleotidin

polimerizasyonunu yapmasi ve 5’3’ eksoniikleaz aktivitesine sahip olmasi sayilabilir (51).
» Primerler

Oligoniikleotid primerler, primer sentezi yapan laboratuarlardan ya da ticari olarak elde
edilebilirler. Gen ¢ogaltilmasi1 dahil PCR’nin bir ¢ok uygulamasi i¢in kalip DNA’ya tamamen

komplementer olan primerlere gereksinim vardir. Genel olarak kalip ile yiiksek oranda
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baglanma saglamak tizere primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir (78, 79). PCR
ortamindaki primer konsantrasyonu PCR’in verimliligi acisinda ¢ok onemlidir. Yiiksek
konsantrasyonda olmalari halinde istenen hedef DNA dizisi disindaki bolgelerde de
cogalmaya baslarlar. Bu da ortamda istenmeyen iiriinlerin birikmesine neden olur. Primer
derisiminin gerekenden az olmasi halinde ise istenilenden ¢ok daha az miktarda iiriin elde
edilir yani PCR’mn verimi diiser. Primer tasarimi yapilirken c¢ogaltilmasi istenen DNA
dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir. Bu bolgelere komplementer olan

primerler tasarlanir.
» Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (ANTP)

Deoksiriboniikleotid trifosfatlar dATP, dGTP, dTTP ve dCTP olmak iizere 4 cesittir.
Bunlar yiiksek saflikta ya tek tek ya da dortlii karisim halinde (ANTP mix) ticari olarak elde
edilebilirler. Tag DNA polimeraz diisiik dNTP konsantrasyonlarinda kalip zincire uygun
bazlar1 segmede daha basarilidir. Ayrica, her bir ANTP’nin birbirine esit konsantrasyonda
olmasi, yanlig birlesmeleri engellemek acisindan oldukg¢a 6nemlidir. Diisiik ANTP derisimleri,
hedef olmayan bolgelerde hatali kullanimi en aza diisiiriir ve hatali birlesmis niikleotidlerin
uzama olasiligin1 azaltir. Bu nedenle PCR’1in 6zgilliigii ve verimi diisitk dNTP derisimi

kullanilarak arttirilir.
» PCR Tamponu (PCR bufer)

Genellikle kullanilan PCR tamponlari, 10mM Tris-HCI ve 50mM KCI igeren
tampondur. KCI’nin 50mM kadar olan derisimi primer yapismasmi kolaylastirdigi i¢in
tepkime karisimina eklenebilmektedir. Fakat fazla miktarda kullanilirsa, Tag DNA
polimerazin etkisini engellemektedir. Dimetilsiilfoksit (DMSQO), PCR’1n verimliligini arttirir
ancak %10’luk DMSO’nun Taq DNA polimerazin etkisini %50 oraninda azaltmasi nedeniyle,
kullanom1 aynm1 tepkimede birdaen fazla dizi amplifiye eden protokoller disinda

Onerilmemektedir.

fceriginde uygun derisimlerde Mg iyonu bulunan tamponlar bulunmakla birlikte
genellikle PCR ortamina ayrica eklenmektedir. Mg+2 iyonlart dNTP’ler ile ¢oziilebilir
kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini stimiile ederler ve primer-kalip etkilesimini
saglarlar. Bu nedenle Mg+2’un PCR’1n 6zgiilliigii ve {irtin verimi lizerinde ¢cok 6nemli bir
etkisi vardir. Genellikle optimum konsantrasyonu olarak 1-1.5 mM’lik degerler tercih edilir.

Diisiik konsantrasyonu iriin olusumunda azalmaya, yiiksek konsantrasyonu ise spesifik
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olmayan {iriin birikimine yol agar. PCR’da Mg+2 igeren tamponlar kullaniliyor ise ayrica
Mg*? eklenmesine gerek yoktur (79). Bir PCR reaksiyonu icin optimum kosullarin saglanmasi
ozgiil ve verimli bir reaksiyon icin gereklidir. Ancak her zaman maksimum o6zgiilliik i¢in
hazirlanan bu optimum kosullar yliksek verimle sonuglanmayabilir. Bu durum PCR verimini

olumsuz yonde etkileyecek kosullarin bulunmasindan kaynaklanir. Bu kosullar:

X/
°e

Ortamda RNA diizeyinin yiiksek olmasi.

X/
°e

EDTA’nin ortamda yiiksek konsantrasyonda bulunmasi (EDTA’'mn Mg™ye
baglanma 6zelligi vardir).

¢ Ortamda heparin olmasi

% Ortamda fenol kalintisinin olmasi.

% DMSO’nun ortamda %10 konsantrasyonda olmas.

2.6.2. PCR’1n Kullanim Alanlari

PCR, 1980’li yillarda gelistirilmesine ragmen genetik ve molekiiler biyolojide en ¢ok
kullanilan teknik olmustur. PCR, klonlama, dizi analizi ve DNA haritalamas1 gibi temel
molekiiler biyoloji arastirmalarinda ve orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, fragil X sendromu,
16semi gibi birgok hastaligin DNA temeline dayali tanisi i¢cin de klinik tipta kullnilmaya
baslanmistir. PCR ile insan genomik DNA’s1 gibi kompleks DNA’lardan spesifik DNA
dizilerinin sentezinin kisa siirede ger¢eklestirilmesi, bu teknolojinin yayginlasmasinda baslica

neden olmustur. CCR’1n baslica kullanim alanlari soyle siralanabilir:

%+ Adli tip 6rneklerinin tiplendirilmesi (ana-baba tayini)

 Kalitsal hastaliklarda tasiyict ve hastanin tanisi.

« Prob hazirlama, klonlama ve gen ekspresyon arastirmalarinda.

¢ Prenatal tani.

¢ Allelik dizi varyasyonlarinin gosterilmesi ile doku transplantasyonu i¢in doku tipinin
belirlenmesi.

% Mutasyon analizlerinde

¢ Dizi analizi i¢in biiyiik miktarlarda DNA’larin elde edilmesinde.

¢ Kii¢lik miktarda mRNA’dan cDNA kiitiiphanelerinin olusturulmasinda.

¢ Evolusyon arastirmalarinada dogadaki c¢esitli canli tiirlerinin tanis1 ve tiirler

arasindaki polimorfizmlerin belirlenmesinde.
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2.7. Elektroforez Teknigi

Elektroforez, sulu bir ¢ozelti i¢inde siispansiye yada ¢oziinmiis kiiclik elektrik yiikli
parcaciklarin uygulana bir elektrik alanin etkisi ile gd¢ etme siirecidir. Temelde, elektriksel
alanda ¢oziinmiis durumdaki molekiillerin elektrik yiiklerinin, kiitlelerine oraniyla belirlenen

hizda go¢ etmeleri prensibine dayanmaktadir.

Niikleik asit, polisakkarit ve protein gibi biyolojik makromolekiiller degisik ¢ozeltiler
icerisinde partikiil biiyiikliigiine bagli olarak dagilma 6zelligine sahiptirler. Bu, tamamen
molekiillerin sahip olduklar1 elektriksel yiikleri ile ilgili bir harekettir. Bu nedenle asidik,
bazik ve notral ortamlarda davranig farkliligi ortaya c¢ikar. Herhangi bir partikiiliin sahip
oldugu net elektriksel yiik oncelikle ortamin sahip oldugu H™ iyon konsantrasyonu ile
belirlenir. Bu da iyonlar ya da diger makromolekiillerin birbirleriyle etkilesime girmesi ile
veya farklilasmasiyla ortaya cikartilabilir. Molekiiller, sahip olduklar elektriksel yiik
nedeniyle bir elektriksel alan igerisine birakilirlarsa ya anoda (+ kutup) ya da katoda (- kutup)
dogru hareket ederler. Bu hareket sahip olduklar1 elektriksel yiikiin tersi yoniinde gergeklesir.
Yani molekiiliin dis yiizeyinde (+) yiik varsa molekiil katoda dogru, (-) yiikk varsa molekiil
anoda dogru hareket eder. Bu olay belirli bir yiik dagilimi olan tampon igerisinde
gerceklestiginden ve olaylarda elektrik kullanildigindan bu isleme kisaca elektroforez

(elektrikle go¢) ad1 verilmektedir.

Ayirma ortami olarak genellikle, kagit, seliiloz asetat, nisasta, agaroz ve poliakrilamid
kullanilir. Uygulama alanlar1 ise ¢esitli serum proteinleri, zar proteinleri, sitoplazmik
proteinler, enzimler ve niikleik asit gibi makromolekiillerdir. Kagit elektroforezi ile serum
proteinleri ve bir ¢cok enzimin ayrimi yapilmaktadir. Kagit elektroforezi lipoproteinler,
glikoproteinler ve aminoasitlerin ayrimi i¢in de kullanilmakla birlikte giiniimiizde artik bu

islevi yerine getiren daha gelismis elektroforez teknikleri tercih edilmektedir.

Seluloz asetat elektroforezi tamamiyle homojen olmasi, proteinleri minimum miktarda
absorbe ederek daha kesin sinirlt bantlar elde etmeye olanak tanimasi ve seperasyonun hizli
olmas1 nedeniyle kagit elektroforezinden daha avantajlidir. Nisasta jel elektroforezi hemen
hemen sadece enzim analizi i¢in tercih edilir. Agar ve agaroz elektroforezi, agirlikli olarak
niikleik asit ve protein analizi igin kullanilir. Diger elektroforezlere gére nispeten daha kolay

uygulanmasi nedeni ile en fazla tercih edilen ayirma ortamidir. Agar ve agarozun protein
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analizi acisindan en fazla tercih edildigi kullanim alanmi iki boyutlu immuno elektroforez
uygulamalaridir. Bu uygulamalarda antijen-antikor arasindaki etkilesime bakilarak miktar
tayini yapilabilmektedir. Niikleik asitlerin analizi i¢in kullanilan bir diger elektroforez tiirii de
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)’dir. Jelin hazirlanis1 ve elektroforezi agaroz jele oranla
daha zor olmakla birlikte sonugta kaliteli ve kesin fragmentler elde edilmesi bakiminda tercih

edilen bir elektroforez tirudur.
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3. GEREC VE YONTEM

Kolorektal kanser hastalar ile Kontrol gruplarinin polimorfik genotip oranlari arasinda
20 birimlik bir farkliligin (etki biyiikliigii 20) tespit edilebilmesi amaciyla %5 1. Tip hata ve
%80 gii¢ (II. Tip hata 0,20) kosullar1 altinda gerekli minimum 6rneklem genisligi her grupta
100 birey olarak hesaplandi. Gii¢ analizi MedCalc v.10.1.6 paket programi ile yapildi.
Calismamizin Deney grubu; Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali —
Kolorektal Cerrahi kliniginde Kolorektal Kanser tanisi konmus 129 bireyden olusturuldu.
Kontrol grubu ise deney grubu ile benzer yas ve cinsiyet 6zellikleri g6z oniinde tutularak 137
saglikli bireylerden olusturuldu. Deney ve Kontrol grubuna ait bireylerden alinan kan
orneklerinin molekiiler analizi ise birimimize bagli molekiiler genetik laboratuvarinda
gerceklestirildi. Calismamizda hasta grubu olusturulmadan &nce Mersin Universitesi Tip

Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan (07.09.2009 tarih ve 2009/01 sayili karar) onay alindu.

Calismada, hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylere bilgi verilerek ¢alisma oncesi
yazili ve s6zlii onamlar1 alind1 ve yas, cinsiyet ve diger risk faktorleri ile ilgili bilgileri iceren
bilgi formlar1 dolduruldu. Hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerden DNA izolasyonu
icin 7-8 ml vendz kan 1 ml % 2’lik etilendimetiltetraasetik asit (EDTA) igeren, 15 ml’lik
santrifiij tiiplerine konuldu. DNA izolasyonuna kadar —20 °C de saklandi. DNA izolasyonu
High Pure PCR Template Preparation Kit ile yapildi. Elde edilen DNA’lardan T/G
2241766ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) ve A/G 2275738ADIPOR1 intron 1 (-106)
polimorfizmlerine ait gen bolgeleri PCR (Polymerase Chain Reaction) yontemi ile amplifiye
edildikten sonra Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) yontemi uygulandi.
Elde edilen PCR/RFLP iiriinleri elektroforez ile goriintiilendikten sonra saptanan polimorfizm

verileri istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

% Termal Cycler (Techne Progene, Cambridge, UK)
% Elektroforez Tanki1 (Midicell EC-350)
% Elektroforez Gii¢ Kaynagi1 (EC-135-90)

% Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallee, France)
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o%

X/
o0

X/
°e

Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)
Santrifiij (Niive NF-800)

Etiiv (Niive EN-500)

Otoklav (Niive OT 4060 V)
Vorteks (VELP)

R/
L X4

R/
L X4

Hassas Terazi (AND)

Mikropipet Seti (Eppendorf)
Elektromanyetik Karistirici (Niive MK-418)
Mikrodalga Firin (Alaska)

Derin Dondurucu (Argelik-2031D)
Buzdolabi (Argelik-8188 NF)

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

EDTA (Sigma E-5134)

Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)

Tris Base (Sigma T-6066)

Borik Asit (Carlo Erba 302177)

Ethidyum Bromide (Sigma E-1510)

Orange G (Sigma O-3756)

Gliserol (Merck 4091)

Etanol (Riedel-de Haen 32221)

Agaroz (LE Prone Basica 051342 PR)

Taq DNA Polimeraz (MBI Fermentas EP 0402)

Proteinaz K (MBI Fermentas E00491)

Gene Ruler 50bp DNA Ladder (MBI Fermentas SM0371)

2 mM dNTPmix (MBI Fermentas R0242)

10X PCR Buffer with (NH4),SO4 (MBI Fermentas #B33)

Bidistile Su (Sigma W-3500)

Smal 1200U(MBI Fermentas ER0661 )

Rsel (Msll) 200U(MBI Fermentas ER2001 )

Primerler: T/G rs2241766ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) polimorfizmi igin;
F: AGACTCTGCTGGATGGACGGAGTCC

R:CCCCAAATCACTTCAGGTTGCTTATGG
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AJ/G rs2275738ADIPORL1 intron 1 (-106) polimorfizmi igin;
F: TTTGTGGGAAGACTCTGGCTGGT

RTTAGTGAGGTTCTGGGTAAAGGTTGACATT

3.1.3. Kullamilan Tampon Cozeltiler
3.1.3.1. Elektroforez icin Kullanilan Céozeltiler

10XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

» Tris Base................ 108 gr
» Borikasit ............... 54.8 gr
» EDTA......cccoien. 5.44 gr

Distile su ile 11t’ye tamamlanarak ¢ozildii.
Elektroforez Yiiriitme Tamponu
10X TBE tamponundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan 1X TBE igerisine

0.5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde etidyum bromid (EtBr) konularak hazirlandi.

Orange G cozeltisi

» Na;EDTA.......... 2.232 gr
» Orange G............. 200 mg

60 ml Gliserol ve 40 ml distile sudan olusan soliisyon igerisinde ¢oziildii.

% 2’lik Agaroz Jel Cozeltisi

300 ml 1X TBE tamponu igerisinde 6 gr agaroz (Agarose plus) mikrodalga firinda
eritildikten sonra 0.5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde EtBr eklenerek hazirlandi.

3.2. Hasta ve Kontrol Gruplarimin Olusturulmasi

Bu ¢alismaya, hasta grubu olarak KRK teshisi konmus 129 hasta birey ve kontrol grubu
olarak 137 saglikli birey olmak iizere toplam 266 bireyden alinan kan drnekleri dahil edildi.

Hem hasta hem de kontrol grubunu olusturan bireylere ait bilgiler etik kurallara uygun

olarak hazirlanan anket formlar1 kullanilarak alindi. Calismaya dahil olmay1 kabul eden her
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bireyin bilgilendirilmis onam1 alindiktan sonra 4-5 ml periferik kan alinarak 1 ml, % 2’lik

EDTA igeren 15 mlI’lik santrifiij tiiplerine konuldu.

3.3. ADIPOQ Geninde Ekzon2 Boilgesindeki (+45, Kodon 15 T/G ) Gen
Polimorfizmi ile ADIPOR1 Geninde intron 1 Boélgesindeki (-106 A/G ) Gen

Polimorfizminin Belirlenmesi

3.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, DNA ile ilgili yapilan molekiiler analizlerin ilk basamagin1 olusturur.
Insan genomik DNA’sinin ekstraksiyon, izolasyon ve piirifikasyonuna iligkin ¢ok cesitli
protokoller gelistirilmistir. Bu ¢alismada kit ile izolasyon yontemi kullanilmistir. DNA

izolasyonu temelde 2 asamadan meydana gelir.

1. Hiicre Membraninin Parcalanmasi: Niikleustaki DNA’ya ulagsmak igin
hiicre duvarimin pargalanmasi gerekmektedir. Parcalama fiziksel ve kimyasal yollarla
yapilabilir. Fiziksel olarak 1sitilan hiicreler ayn1 zamanda kimyasal karisimlara tabi tutularak
hiicre membraninin pargalanmasi saglanir. Bu kimyasal karisim iginde bulunan tuz,
membrandan gecerek proteinleri DNA’ dan ayirir. Deterjan ise membranin gegirgenligini
arttirarak hiicre igeriginin serbest kalmasini saglar. EDTA magnezyumu baglayarak DNaz
aktivitesini inhibe eder ve DNA stabil halde kalabilir. Proteolitik enzimler ise hiicrenin
protein igerigini parcalayarak, sonraki asamalar agisindan homojen bir karisim olusmasini
saglamaktadirlar. Hiicre i¢inde bulunan RNA’lar tek iplik¢ik halde stabil olabildiklerinden

onlarin da ortamdan uzaklastirilmasi gerekir ve bunun i¢in de RNaz enzimi kullanilir.

2. DNA-Protein Kompleksinin Coziilmesi ve Diger Molekiillerden Ayrilmasi:
Bu yontem genellikle denatiirasyona dayanir. Ancak giinlimiizde DNA’y1 tutma 6zellikli spin
kolonlar1 kullanilmaya baglanmistir. Denatiirasyona dayali kimyasal ¢oéziilmede ¢ogunlukla
fenol ekstraksiyonu islemi kullanilir. Fenol ile proteinler ve DNA fragmanlar1 birbirinden
ayrilir ve uzaklagmalart saglanir. Spin kolonlarinin kullanidig: fiziksel ¢oziilmede ise, 6zel
solisyonlar ile DNA’nin tiipler i¢ine 0zel olarak yerlestirilen matriks tabakasina tutunmasi
saglanir. Ayn1 asamada DNA haricindeki molekiiller matrikse tutunamadigi i¢in ortamdan
uzaklasir. Spin kolonlar belirli soliisyonlar ile yine DNA harici maddelerin tamamen

uzaklasmasi i¢in “yikama” denilen isleme tabi tutulurlar. Son asamada ise DNA ile matriksi
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birbirinden elimine eden soliisyonlarin kullanildig:1 “Eliisyon” asamasi1 vardir ve bu asama ile

birlikte DNA son halini almaktadir.

DNA izolasyonunda izlenen Yol

Calismamizda hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden alinan 4-5 ml periferik kan,

tizerinde her birey i¢in 6zel protokol numarasi kaydedilen ve igerisinde 1 ml EDTA bulunan

15 ml’lik plastik tiiplerde -20 °C’de saklandi. 1,5ml’lik steril santrifiij tiiplerine her bireye ait

0zel protokol numaralar1 kaydedilerek iclerine 200ul periferik kan 6rnegi pipetlendi. DNA

izolasyonu i¢in asagida siralanan yontem uygulandi:

[
1

Steril santrifiij tiipii icerisine pipetlenen 200 ul periferik kan tizerine 400 pul Lysis
Soliisyonu ve 20ul Proteinaz K Soliisyonu eklendi, dikkatlice vortekslenerek
karigmasi saglandi,

Ornekler su banyosunda 56 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakild,

Inkiibasyonu tamamlanan 6rneklerin iizerine 200 ul % 96’Iik etanol eklendi ve
vortekslenerek karistirildi,

Hazirlanan karisim 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis kolona aktarildi ve 8000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi, toplama tiipii atilarak kolon yeni toplama tiipiine
yerlestirildi,

Kolon iizerine 500 ul Wash Buffer | pipetlendi ve 8000 rpm’de 1dk santrifiij
edildi, toplama tiiptindeki s1v1 bosaltilarak kolon tekrar yerlestirildi,

Kolon iizerine 500 ul Wash Buffer II pipetlendi ve maksimum hizda (>12000rpm)
3 dk santrifiij edildi, toplama tiipii atilarak kolon 1,5 ml’lik steril saklama tiipiine
yerlestirildi,

Kolon ftizerine 200 pl Elution Buffer pipetlendi 2 dk oda 1sisinda bekletildikten
sonra 8000 rpm’de 1dk santrifiij edildi,

Kolon atild1 ve elde edilen DNA +4 °C’de saklandh.
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3.3.2. ADIPOQ geninin exon 2 (+45,kodon 15) bélgesi ile ADIPOR1 geninin intron
1 (-106) bolgesinin 6zgiil primerlerle amplifikasyonu

PCR, tek bir molekiil DNA’y1 dahi ¢ogaltabileceginden, reaksiyon karisimlarinin DNA
molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir. Bu kontaminasyon, daha
onceki PCR reaksiyonu, eksojen DNA veya diger hiicresel materyallerden kaynaklaniyor
olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemeleri ve soliisyonlarin steril olmasina dikkat
edildi. Ayrica PCR reaksiyonunda, 1s1 iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye
indirilmesi i¢in, ince duvarli DNAase ve RNAase enzimlerinden arindirilmis steril 0,5 ml’lik
PCR tiipleri (Axygen Thin-Walled PCR Tubes), reaksiyonun gergeklestirilmesi i¢in Thermal
Cycler cihazi ve 0,5-10 pl’lik, 2-20 pl’lik ve 10-100 pl’lik 100-1000 pl’lik otomatik pipetler
kullanildi.

ADIPOQ geninde ekzon2 bolgesindeki (+45, kodon 15 T/G ) gen polimorfizmi ile
ADIPOR1 geninde intron 1 bolgesindeki (-106 G/A) gen polimorfizmi ayr1 ayri
degerlendirildi. PCR ortam1 1500 pl’lik steril ependorf tiipinde hazirlandi. Herbir 6rnek i¢in
PCR karisimi asagidaki gibi hazirlandu:

Bidistile su 14.3ul
10X PCR Buffer

[(NH4)2SO4sMgCl>)] 2.1l
2 mM dNTPmix 2.1ul
Primer (F) 0,3ul
Primer (R) 0,3ul
MgCl, 1,25ul
DMSO 1,25ul
Tag DNA Polimeraz 0,4ul
Kalip DNA 3ul
Toplam Reaksiyon Karisimi 25ul

ADIPOQ geninde ekzon2 bolgesi ile ADIPOR1 geninde intron 1 bdlgesinin PCR’1 igin

kullanilan primer dizileri asagida verilmektedir:
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T/G rs2241766 ADIPOQ exon2 (+45,codon 15):

F:AGACTCTGCTGGATGGACGGAGTC
R:CCCCAAATCACTTCAGGTTGCTTATGG
AJ/G rs2275738 ADIPOR1 intron 1 (-106):

F: TTTGTGGGAAGACTCTGGCTGGT
R:TTAGTGAGGTTCTGGGTAAAGGTTGACATT

ADIPOQ geninin amplifiye edilen ekzon2 bolgesinin (466bp) baz dizisi ve primerlerin
yerlesimi sekil 3.1°de, ADIPOR1 geninin amplifiye edilen intron 1 bolgesinin (300bp) baz

dizisi ve primerlerin yerlesimi sekil 3.2’de verilmektedir.

GGATGGATTCTTGGCAAGTCGACTCTTGGAGCTTTCCCTGTGCTTGGTCCTGTGCT
CAGACATGGGAAAATTAGAGGAGTGTCATCTGTGCAATCACTGAATTCATAATCT
TGGTGAGGAAAGGAGACTACACACAGGGAATAATGCTAAGTATTACAGATTTCA
GGGCAGAAAGAGATCAAGGTGGGCTGCAATATTCAGAAAAGTCTTCCTGGAAAA
GTTGAATACTTAGAAAGCAGCTCCTAGAAGTAGACTCTGCTGAGATGGACGGAGT
CCTTTGTAGGTCCCAACTGGGTGTGTGTGTGGGGTCTGTCTCTCCATGGCTGACAG
TGCACATGTGGATTCCAGGGCTCAGGATGCTGTTGCTGGGAGCTGTTCTACTGCT
ATTAGCTCTGCCCGGKCATGACCAGGAAACCACGACTCAAGGGCCCGGAGTCCT
GCTTCCCCTGCCCAAGGGGGCCTGCACAGGTTGGATGGCGGGCATCCCAGGGCAT
CCGGGCCATAATGGGGCCCCAGGCCGTGATGGCAGAGATGGCACCCCTGGTGAG
AAGGGTGAGAAAGGAGATCCAGGTAAGAATGTTTCTGGCCTCTTTCATCACAGAC
CTCCTACACTGATATAAACTATATGAAGGCATTCATTATTAACTAAGGCCTAGAC
ACAGGGAGAAAGCAAAGCTTTTTTATGTTAACCATAAGCAACCTGAAGTGATTTG
GGGTTGGTCTTCCAAGGATGAGTGTAGATGGTGCCTCTATAACCAAGACTTTGGC
TTTGCTGCATCTGCAGCTCCTTTTCCATCCCCT

Sekil 3.1 T/G rs2241766 ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) polimorfizmi i¢in ¢ogaltilan bolgenin dizisi. Smal

kesim enziminin diziyi tanidig1 bélge K harfi ile gosterilmektedir.
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TTACTTTGGGTGGGTTGGCGATTACCCGTTTGCCCTTCTCTTCTAGCAGGGGTCCC
AGTTCAGCCAGTTCCACCGTGTCAGCTTCCCTGTTACTGGCAGGAGCCCCATTCCC
CTGTGCCACCACAGATCCTTTGTGGGAAGACATCTGGCTGGTACCTCAATACCCT
GCAGCTTCAGCTTGGGGAAAGGTTGGGGTCTCTCAGCCCCAGGGGGCAGAGATCT
CCCTCTGATGGTAGACACTAAAAGAAAAKACAAACATGAAGGATTGACAATTTA
TTCCTCTTACAGTTTCATTTCTATACTCTAATACTGAATAAGAAGCTAATCAACTC
ATATCCTGTCCCCAATTCTAAAGGCCAGTTAATTGCTTAAATGAAATCTATTCCTG
TCCTCCCTCTTTAATGTCAACCTTTACCCAGAACCTCACTAATCTTATAGGTAAGG
CTGAAAATGTAACACCTAGTTGCTTGCTTTCATATGATCTATGGTTACTGCACCAA
A

Sekil 3.2. A/G rs2275738 ADIPORL intron 1 (-106) polimorfizmi igin ¢ogaltilan bolgenin dizisi. SmiMI kesim

enziminin diziyi tanidig1 bolge K harfi ile gosterilmektedir.

ADIPORL1 intron 1 (-106) bolgesi ve ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) bdlgelerinin

ampifikasyonu i¢in uygulanan PCR yonteminde asagidaki prosediir uygulandi.

1. Yukarida belirtilen miktarlarda ve her bir ekzon i¢in 6zgiil primerler kullanilarak steril bir
ependorf tiip icinde hazirlanan PCR karisimi, iizerinde her bireye ait protokol numarasi

bulunan 0.5 mI’lik steril ependorf tiiplerine esit miktarlarda (22’er pl) konuldu.

2. Her tiipe, ait oldugu bireyin DNA’sindan 3pl eklendikten sonra tiipler thermal cycler
cihazinda (Techne PTC) amplifiye edildi.

Her bir ekzonun amplifikasyonu i¢in uygulanan PCR profilleri asagida verilmektedir:
ADIPORL intron 1 (-106) bolgesi ve ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) bolgesi i¢in asagidaki
PCR profili uygulandi.
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Bidistile su 14.3ul
10X PCR Buffer

[(NH,4).SO4MgCl,)] 2.1l
2 mM dNTPmix 2.1ul
Primer (F) 0,3ul
Primer (R) 0,3ul
MgCl, 1,25ul
DMSO 1,25ul
Tagq DNA Polimeraz 0,4ul
Kalip DNA 3ul
Toplam Reaksiyon Karisim 25ul

3.3.3. Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizi

AJG rs2275738 ADIPORL intron 1 (-106) polimorfizmin belirlenmesinde Smal, T/G
rs2241766 ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) polimorfizmin belirlenmesinde Rsel (Msll)
restriksiyon enzimleri kullanildi. Bu enzimlerin optimum aktivasyon gdsterdikleri tamponlar
ise sirasiyla Smal i¢in 1X Buffer Tango [33mM Tris-acetate (pH 7.9), 10mM magnesium
acetate, 66mM potasium acetate, 0.lmg/ml BSA], Rsel (Msll) i¢in 1X Buffer R [10mM Tris-
HCI (pH 8.5), 100mM MgCI2, 100mM KCL, 0.1mg/ml BSA]

A/G rs2275738 ADIPORL intron 1 (-106) polimorfzmi ve T/G rs2241766 ADIPOQ

exon 2 (+45,codon 15) polimorfizmi i¢in hazirlanan kesim reaksiyonu karisimlari asagida

verilmektedir:

AJG rs2275738 ADIPORL1 intron 1 (-106) i¢in RFLP karisima:

o dHO...oiiiiii 9.5 ul
e Buffer Tango.............. 2.5 ul
e Smal........................ 0.3 ul

T/G rs2241766 ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) i¢in RFLP karisimi:

o dHO......coiiiiii 9.5 ul
e BufferR.................... 2.5 ul
e Rsel (MsID)................ 0.5 ul
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Hazirlanan bu reaksiyon karigimi vortekslendikten sonra 20 6rnege 12’ser ul olacak
sekilde boliindii ve kisa siire santrifiijlendikten sonra, Smal enzimi ile kesilen 6rnekler 30°C’
de 1-16 saat, Rsel (Msll) enzimi ile kesilen 6rnekler 37°C* de 1-16 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda tiim 6rnekler % 2’lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutuldu ve

jel goriintiileme sistemi ile genotipler belirlendi.

3.3.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Amplifiye edilen ve RFLP uygulanan PCR f{iriinlerinin uzunlugunu belirlemek i¢in
asagidaki prosediire gore hazirlanan agaroz jel elektroforezi uygulandi. Her iki polimorfizm
icin de 6 g agaroz ve 300 ml 1X TBE soliisyonu bir beher igerisine konulup, mikrodalga
firrnda homojen hale gelinceye kadar isitildi. Daha sonra elektromanyetik karistiricida
yaklagik 200 dev/dk, 10-15 dk biraz soguyana kadar karistirildi. Karistirma islemi devam
ederken 27 ul, 10 mg/ml’lik EtBr eklendi. Jel uygun 1siya diisiince, taraklarin yerlestirildigi
jel tepsisine dikkatlice dokiildi. Bu islem sirasinda oOzellikle jelde hava kabarcigi
kalmamasina ve EtBr son derece kanserojen bir madde oldugu i¢in jelin buhariyla miimkiin
oldugu kadar temas etmemeye dikkat edildi. Jel tamamen katilagtiktan sonra, dikkatlice
taraklardan ayrilip elektroforez tankina yerlestirildi. PCR ile amplifiye edilen 6rneklerin her

birine 10ul Orange-G ¢ozeltisi eklenip birkag¢ saniye santrifiijde 3500 rpm’de ¢evrildi.

Bu islemi takiben her bir 6rnek bir mikropipet ile elektroforez tankina yerlestirilen jelin
kuyucuklarma sirayla birakildi. Ayrica tek bir kuyucuga da 3ul marker birakildi. Elektroforez
tankinin kapagi kapatilarak elektroforez cihazi, giic kaynagindan 120 volt akim gecgecek
sekilde ayarlandiktan sonra calistirildi ve Ornekler yaklasik 30-40 dk yiiriitildi. PCR
tirtinlerinin agaroz jelde goriintillenmesi sirasinda, A/G rs2275738 ADIPORL1 intron 1 (-106)
bolgesinin belirlenmesi i¢in molekiiler agirlik marker1 olarak 3pl, Gene Ruler 50bp DNA
Ladder (Fermantas) kullanilirken (Sekil 3.3), T/G rs2241766 ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15)
bolgesinin belirlenmesi i¢in molekiiler agirlik marker1 olarak 3pul, Gene Ruler 100bp DNA
Ladder (Fermantas) (Sekil 3.4) kullanildi.
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Sekil 3.4. Gene ruler 100bp DNA ladder

3.3.5. Genotiplendirme

PCR firiinlerinin yiiriitiildiigi elktroforez jeli, jel goriintiileme sisteminde 260 nm dalga
boyundaki UV isikta goriintiilendi. UV 1gikta gorliniir hale gelen DNA Dbantlarinin
biiyiikliikleri marker ile karsilastirilarak saptandi
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A/G rs2275738 ADIPOR1 intron 1 (-106) bolgesinin polimorfizmi igin yapilan
elektroforez sonucunda gozlenen bantlarin uzunluklar: 300bp, 175bp, 125bp olarak belirlendi.

Asagidaki tabloda bant bolgelerinin genotipleri gosterilmektedir (¢izelge 3.1).

Cizelge 3.1. A/G rs2275738 ADIPORL1 intron 1 (-106) bolgesi i¢in goriilen genotipler.

ADIPOR1 Homozigot ) Homozigot

) Heterozigot )

intron 1(-106) (yabanil tip) (Polimorfik tip)
300 GG - -

175+125 - - AA
300+175+125 - GA -

T/G rs2241766 ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) bdlgesinin polimorfizmi igin yapilan
elektroforez sonucunda gozlenen bantlarin uzunluklart 466bp, 318bp, 148bp olarak belirlendi.

Asagidaki tabloda bant bolgelerinin genotipleri gosterilmektedir (cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. T/G rs2241766 ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) bolgesi igin goriilen genotipler.

ADIPOQ exon 2 Homozigot ) Homozigot
Heterozigot ) o

(+45,codon 15) (yabamil tip) (polimorfik tip)

466 TT - -

318+148 - - GG

466+318+148 - TG -

3.4. istatistiksel Analizler:

Kolorektal kanser ile adiponektin (ADIPOQ) ve adiponektin reseptdor 1 (ADIPOR1)
genlerinin polimorfizmleri arasindaki istatistiksel iliskinin belirlenmesi amaciyla uygulanan
istatistiksel testler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Bilisim Anabilim

Dali’ndan danismanlik alinarak yapildi.

Yas, boy, kilo ve BMI bakimindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda farklilik olup

olmadig1 Independent Samples t test ile incelenmistir. Cinsiyet, aspirin, sigara, alkol kullanimi
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gibi kategorik degiskenlerin hastalik ile iliskileri ¢capraz tablo istatistiklerinden ki-kare testi ile
analiz edilmistir. Hastalik ile genotiplerin ve allellerin iliskileri ki-kare veya Likelihood ratio
testi ile incelenmis ve polimorfik alleleri tasiyan genotipler ve polimorfik alleler i¢cin Odds
oranlar1 hesaplanmistir. Stirekli degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler ortalama ve standart
sapma cinsinden, kategorik degiskenler icin ise frekans ve yiizde olarak verilmistir. Istatistik
analizler SPSS v.11.5 paket programu ile yapilmistir. Istatistik analizlerde p<0,05 ise sonuglar

anlamli kabul edilmistir.

52



4. BULGULAR

Kolorektal Kanserde Adiponektin (ADIPOQ) ve Adiponektin Reseptér 1 (ADIPOR1)
Genlerinin Polimorfizmlerinin arastirildign bu calismada, deney grubu Mersin Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dali Kolorektal Kliniginde kolorektal kanser
tanis1 konmus yas ortalamasi 55,96 olan 129 bireyden olusturulurken, arastirma
populasyonunun kontrol grubu, gegmisinde KRK 06ykiisii olmayan ve yas ortalamasi 54,82
olan 137 bireyden olusturuldu. Kontrol ve deney gruplarindaki tiim bireyler i¢in ayr1 ayr1 PCR
ve RFLP yontemleri uygulanarak Adiponektin (ADIPOQ) ve Adiponektin Reseptor 1
(ADIPORI1) genlerine ait bu polimorfizmler allel ve genotip oranlar1 belirlenerek incelemeye

alindi.

Adiponektin  (ADIPOQ) ve Adiponektin Reseptor 1 (ADIPORI1) Genlerinin
Polimorfizmleri arastirilirken 137 kontrol grubu ve 129 KRK’l1 olmak {izere toplam 266
kisiden olusan 6rnek hacmi kullanildi ve her bireyin elektroforez sonuglari goriintiilleme
sisteminde degerlendirildi. 260 nm dalga boyundaki UV 15181 altinda goriiniir hale gelen
bantlarin uzunluklar1 marker ile karsilastirildiginda ADIPOQ geninin amplifikasyonu sonucu
elde edilen PCR iirlinii uzunlugu 466 bp (Sekil 4.1.), ADIPOR1 geninin amplifikasyonu
sonucu elde edilen PCR iriiniiniin uzunlugu ise 300 bp olarak belirlendi (Sekil4.2). Elde
edilen PCR iirlinleri icin RFLP yontemi uygulandi ve ADIPOQ geni i¢in 466 bp hizasinda
olan 6rnekler TT alleli; 466, 318, 148 bp hizasinda bant veren 6rnekler TG alleli; 318, 148 bp
hizasinda bant veren 6rnekler ise GG alleli olarak degerlendirildi. ADIPOR1 geni i¢in ise 300
bp hizasinda olan 6rnekler GG alleli; 300, 175, 125 bp hizasinda olan 6rnekler GA alleli; 175
bp, 125 bp hizasinda olan 6rnekler ise AA alleli olarak belirlendi. Kolorektal kanserlilerdeki
ADIPOQ exon 2 (+45kodon 15) polimorfizminin genotipik dagiliminin agaroz jel
elektroforezdeki goriintiisii Sekil 4.3’de verilmistir. 466 bp hizasinda bulunan 1, 2, 4, 5, 6, 7
nolu orneklere ait bant bireylerin TT genotipine; 466, 318 ve 148bp hizasinda bulunan 3 nolu
ornege ait bantlar bireylerin TG genotipine; 318 ve 148 bp hizasinda bulunan 8 nolu 6rnege
ait bant ise bireyin GG genotipine sahip oldugunu gostermektedir. ADIPORL1 intron 1 (-106)
polimorfizminin genotipik dagiliminin agaroz jel elektroforezdeki goriintiisii ise sekil 4.4’de
verilmistir. 300 bp hizasinda bulunan 1 ve 2 nolu orneklere ait bantlar bireylerin GG

genotipine; 300, 175 ve 125 bp hizasinda bulunan 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 12 nolu 6rneklere ait
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bantlar bireylerin GA genotipine; 175 ve 125 bp hizasinda bulunan 7 ve 11 nolu 6rneklere ait

bantlar ise bireyin AA genotipine sahip oldugunu gostermektedir.

Marker

Sekil 4.1. ADIPOQ geninin exon 2 (+45,kodon 15) bolgesinin PCR sonrasi elektroforez fotografi ( Marker:
50bp).

——-m—.——““““Eb —
e 2 S0bD

——

Sekil 4.2. ADIPOR1geninin intron 1 (-106) bolgesinin PCR sonrasi elektroforez fotografi ( Marker: 50bp ).

Marker

[ R R ———— AR GENENES GRS 25cbp

Sl 318bp CEEE——
o csmmnerine:

i

148bp  MEE——

—————

Sekil 4.3. ADIPOQ geninin exon 2 (+45,kodon 15) bdlgesinin RFLP sonrasi elektroforez fotografi (Marker
100bp). 1, 2, 4, 5, 6 ve 7 nolu d6rnekler TT genotipini, 3 nolu érnek TG genotipini, 8 nolu drnek ise GG
genotipini gostermektedir.
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Sekil 4.4. ADIPOR1geninin intron 1 (-106) bdlgesinin RFLP sonrasi elektroforez fotografi (Marker: 50bp). 1
ve 2 nolu 6rnekler GG genotipini, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 12 nolu 6rnekler GA genotipini, 7 ve 11 nolu 6rnekler ise
AA genotipini gostermektedir.

4.1. ADIPOQ Exon 2 (+45, Kodon 15) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip
Oranlarimin Kontrol ve KRK’h Hasta Gruplarindaki Dagihmi ve KRK Tle Tliskisi

ADIPOQ exon 2 ( +45, kodon 15 ) polimorfizmine ait genotip oranlari ile kolorektal
kanser arasinda iligski olmadig1 bulundu ( p=0,246 ). Kontrol grubundaki bireyler ile KRK’l1
hastalara ait genotip sikliklar1 incelendiginde ise; TT genotipinin goriilme sikligi kontrol
grubunda % 59,1 iken ( 81 kisi ), KRK’l1 hastalarda % 52.7 (68 kisi ), TG genotipinin
goriilme siklig1 kontrol grubunda 37,2% iken (51 kisi), KRK’l1 hastalarda % 45,7 ( 59 kisi ),
GG genotipinin goriilme siklig1 ise kontrol grubunda % 3,6 iken ( Skisi ), KRK’l1 hastalarda
1,6% ( 2 kisi ) olarak belirlendi.

Sonuglar allel siklig1 agisindan incelendiginde yine T ve G alleli goriilme siklig1 ile
KRK arasinda iliski bulunmadi ( p=0,557). Yabanil olan T allelinin goriilme siklig1 kontrol
grubunda % 77,7 iken ( 213 kisi ), KRK’l1 hastalarda % 75,6 ( 195 kisi), polimorfik olan G
allelinin goriilme siklig1 ise kontrol grubunda % 22,3 iken ( 61 kisi ), KRK’l1 hastalarda %
24,4 (163 kisi ) olarak belirlendi. Polimorfik olan G alleli ile KRK arasinda iligski bulunmadi
(p=0,0557).
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Cizelge 4.1. ADIPOQ exon 2 ( +45, kodon 15 ) polimorfizmi allel ve genotip oranlarinin kontrol grubu ve
KRK’I1 hastalar arasindaki dagilimu.

ADIPOQ exon 2 GRUP
(+45, kodon 15) KONTROL KRK’lt HASTA
allelleri n n (%) n n (%) p

T Allel Frekansi 213 77,7 195 75,6

G Allel Frekansi 61 22,3 63 24,4 0,557
TT Genotip Frekansi 81 59,1 68 52,7
TG Genotip Frekansi 51 37,2 59 45,7 0,246
GG Genotip Frekansi 5 3,6 2 1,6

n: Allel Sayist

4.2. ADIPORI1 iIntron 1 (-106) Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Oranlarinin
Kontrol Grubu fle KRK’h Hastalar Arasindaki Dagihimi ve KRK {le iliskisi

ADIPORL intron 1 (-106) polimorfizmine ait genotip oranlari ile KRK arasinda iligki
bulunmadi (p=0,197). Genotiplerin kontrol ve KRK’li hasta gruplarindaki dagilimlari
incelendiginde ise; GG genotipi kontrol grubunda 42 kiside goriiliirken (% 30,7), KRK’l1 28
kiside ( % 21,7 ), GA genotipi kontrol grubunda 85 kiside goriiliirken ( % 62,0), KRK’l1 87
kiside (% 67,4), AA genotipi ise kontrol grubunda 10 kiside ( % 7,3) goriilirken KRK’l1 14
kiside ( % 10,9 ) gorildi.

Ayni polimorfizme ait allel frekansi degerlendirildiginde; G alleli kontrol grubunda 169
iken (% 61,7), KRK’l1 143 (% 55,4), A alleli ise kontrol grubunda 105 iken (% 38,3), KRK’l1
115 (% 44,6) olarak belirlendi. Polimorfik olan A alleli ile KRK arasinda iligki bulunmadi (p
=0,144).
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Cizelge 4.2. ADIPORL1 intron 1 (-106) polimorfizminin allel ve genotip oranlarinin kontrol grubu ve
KRK’l1 hastalar arasindaki dagilimu.

GRUP
ADIPORL intron 1 KONTROL KRK’lt HASTA
(-106) allelleri n n (%) n n (%) p

G Allel Frekansi 169 61,7 143 55,4

A Allel Frekansi 105 38,3 115 446 0,144
GG Genotip Frekansi 42 30,7 28 21,7
GA Genotip Frekansi 85 62,0 87 67,4 0,197
AA Genotip Frekansi 10 7,3 14 10,9

n: Allel Sayist

4.3. KRK I¢in Risk Faktorleri ile Hastalik Arasidaki Iliski

Yas artisi, cinsiyet, boy, kilo, BMI, sigara ve alkol kullanimi ile ailede kolorektal
kanseri Oykisilinlin KRK’ya yakalanma acisindan risk olusturdugu bilinmektedir.
Calismamiza dahil edilen KRK’l1 hasta ve kontrol grubuna ait bireyler bu risk faktorleri

acisindan degerlendirildi.

» KRK Goriilme Oranlarinin Yas Gruplarma Goére Dagilim

Kontrol grubundaki toplam 137 birey yas gruplarina gore miktar ve oransal dagilimi
incelendiginde %17,5’1 40 yas altinda, 21,9%’u 40-49 yas araliginda, 27,7%’s1 50-59 yas
araliginda, 16,8%’1 60-69 yas araliginda, 16,1%’1 70 yas ve lizerinde oldugu belirlendi.
KRK’l1 hasta popiilasyonundaki toplam 127 birey i¢in ayni dagilim incelendiginde ise,
%7’sinin 40 yas altinda, %26,4 iinlin 40-49 yas araliginda, %32,6’sinin 50-59 yas araliginda,
%18,6’smin 60-69 yas aralifinda ve %15,5’inin ise 70 yas ve iizerinde olduklar1 belirlendi.
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KRK’l1 hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin yas gruplarina dagilim oranlar1 birbirine
benzer bulundu ( p=0,128). KRK’l1 hastalar kendi i¢inde yas gruplarina gore ayrt ayri
birbirileriyle karsilagtirlldiginda 40 yas altinda hastalik oraninin en diisiik, 50-59 yas
araliginda en yiiksek oldugu, 60 yasindan sonra ise bu oranin giderek azaldig1 gézlendi (p<
0,05). Bu bilgiler dogrultusunda KRK’nin goriilme sikligiin 40 yasindan sonra hizla arttigi,
50-59 yas araliginda ise maksimum seviyeye ulastigt belirlendi. 60 yasindan sonra hastaligin

goriilme oraninin azalarak devam ettigi goriildii ( Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Yas gruplarina gore KRK goriilme oranlart.

GRUP
KRK’I1 p
Kontrol Hasta
Kisi sayist 24 9
<40
Yiizde oranlari 17,5% 7,0%
Kisi sayist 30 34
40-49
Yiizde oranlari 21,9% 26,4%
Kisi sayis1 38 42
YAS 50-59
Yiizde oranlari 27,7% 32,6% 0,128
Kisi sayis1 23 24
60-69
Yiizde oranlar1 16,8% 18,6%
Kisi sayist 22 20
>=70
Yiizde oranlari 16,1% 15,5%
Toplam 137 129

> KRK’ya Yakalanma Oram ile Cinsiyet Arasindaki liski

Calismaya dahil edilen kontrol grubundaki bireyler ile KRK’li hastalar cinsiyet
acisindan degerlendirildiginde, kontrol grubundaki 137 bireyden 78’inin yani %56,9’unun
erkek, 59’unun yani %43,1’inin kadin oldugu, KRK’l1 toplam 129 hastanin 84’{iniin yani %
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65,1’inin erkek, 45’inin yani % 34,9’unun kadin oldugu belirlendi. (Cizelge 4.4). Yapilan
degerlendirmede ise KRK’l1 hastalarda erkek oraninin kadin oranina gore istatistik anlamli

sekilde yiiksek oldugu gozlendi (p=0,001).

Cizelge 4.4. KRK’nin cinsiyete gore dagilimu.

CINSIYET KONTROL (%) HASTA (%) p
Erkek 56,9 65,1 0,001
Kadin 43,1 34,9

KRK’l1 hastalarda erkeklerin yas ortalamasi 55,6 iken kadinlarin yas ortalamasi 56,6

olarak hesaplandi (Cizelge 4.5). Hastalarin cinsiyete gore yas ortalamalar1 birbirine benzer

oldugu belirlendi (p=0,641).

Cizelge 4.5. KRK’l1 hastalarda cinsiyete gore yas ortalamasi.

n Ortalama Minimum | Maksimum p
CINSIYET
Erkek 84 55,6 31 85 0,641
Kadin 45 56,6 25 90

> Boy, kilo ve BMI oranlar ile KRK arasindaki iliski

Kontrol grubundaki bireylerin boy ortalamasi 168,60cm olarak belirlenirken, hastalarin
ortalama boy uzunlugu 167,2 cm olarak belirlendi. KRK ile boy uzunlugu arasinda iliski

bulunmadi ( p=0,474). Kilo agisindan degerlendirme yapildiginda ise, kontrol grubundaki

59



bireylerin ortalama kilolar1 77,2kg olarak belirlenirken, KRK’l1 bireylerin ortalama kilolari
73,3kg olarak belirlendi (Cizelge 4.6). Fazla kilolu olmanin bilinenin tersine hastaliga
yakalanma riskini azalttigi belirlendi (p=0,024). BMI agisindan degerlendirildiginde kontrol
grubunda BMI ortalamasinin 26,04, KRK’l1 hastalarda ise 27,27 oldugu belirlendi. Iki grup
arasindaki farklilik istatistik 6nemli bulundu (p= 0,027).

Cizelge 4.6. Boy, Kilo ve BMI degerlerinin kontrol grubu ve KRK’l1 hastalardaki ortalamalari.

n Ortalama Minimum Maksimum p
Kontrol 131 168,6 149 185
BOY 0,474
Hasta 106 167,2 148 183
Kontrol 132 77,2 53 145
KILO 0,024
Hasta 107 73,3 43 105
Kontrol 131 27,27 17,96 45,76
BMI 0,027
Hasta 105 26,04 17,30 33,90

n: Boy, Kilo veya BMI bilgisi veren kisi sayist.

Kontrol ve KRK’li hastalarin BMI gruplarina dagilimlari birbirinden farklilik
gostermektedir (p=0,017). Bu farkliligin sadece obez (>= 30,01) grupta ortaya ciktigi
(p=0,002), diger gruplarin ise birbirine benzer oldugu gozlendi (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. BMI degerlerinin KRK’l1 hastalar ve kontrol grubundaki dagilimlart

BMI KONTROL (%) HASTA (%) P
=< 18,50 08 2,9
0,017
18,51-25,00 29,8 32,4
25,01-30,00 45,0 55,2
>= 30,01 24,4 9,5

> Her Iki Genin Polimorfizmlerinin, Kontrol ve Hasta Grubundaki Bireylerin

Genotip Dagilimlar: ile BMI Oranlar1 Arasindaki iliski

BMI gruplari ile ADIPOR1 intron 1 (-106) polimorfizmine ait genotipler arasinda iligki

olmadig1 belirlendi (p=0,597). =<18,50 grubunda sadece 4 hasta oldugundan istatistik analize
dahil edilemedi ( Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8. ADIPORL intron 1 (-106) polimorfizmine ait genotiplerin ile BMI gruplarina dagilimmin gésterimi.

BMI ADIPOR1 GENOTIP ORANLARI (%) p
GG GA AA GA+AA
=<18,50 0 2 45 2.3
0,597
18,51-25,00 25 34 273 33,1
25,01-30,00 57,8 46,7 455 46,5
>=30,01 17,2 173 22,7 18,0
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BMI gruplart ile ADIPOQ exon 2 (+45) polimorfizmine ait genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski bulunmadi (p=0,990). =<18,50 grubunda sadece 4 hasta
oldugundan istatistik analize dahil edilemedi.

Cizelge 4.9. ADIPOQ exon 2 (+45) polimorfizmine ait genotiplerin ile BMI gruplarina dagiliminin gésterimi.

BMI ADIPOQ GENOTIP ORANLARI (%) p
TT TG GG TG+GG
=<18,50 1,5 2,0 0 19
0,990
18,51-25,00 31,1 30,3 40,0 30,8
25,01-30,00 49,2 50,5 40,0 50,0
>=30,01 18,2 17,2 20,0 17.3

> Sigara ve Alkol Kullanimi ile KRK Arasindaki iliski

Kontrol grubundaki bireylerin %42,7’sinin sigara kullandigi, %57,3’linlin ise sigara
kullanmadigi, KRK’l1 hastalarin ise %21,7’sinin sigara kullandigi, %78,3 linlin sigara
kullanmadigi belirlendi. Sigara kullanmanin anlamli derecede KRK’ya yakalanma riskini
azalttig1 belirlendi (p=0,007). Alkol kullanim1 ile KRK arasindaki iligski degerlendirildiginde
ise; kontrol grubuna ait bireylerin %12’si alkol kullanirken, %88 nin kullanmadigi, KRK’l1
bireylerin ise %5,1°1 alkol kullanirken, %94,9’unun kullanmadigi belirlendi (Cizelge 4.10).
Alkol kullanimi ile KRK arasinda iliski olmadigi belirlendi (p=0,150).

Cizelge 4.10. Sigara ve alkol kullaniminin kontrol grubu ve KRK’I1 hastalar arasindaki dagilimi.

KONTROL (%) HASTA (%) P
Sigara 42,7 21,7 0,007
Alkol 12 51 0,150
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> Ailede KRK Oykiisiiniin Olmasi Ile KRK’ya Yakalanma Riski Arasindaki iliski

Hasta ve kontrol gruplarinda aile 0ykiisii oranlar1 birbirine benzerdir (p=0,775). Hasta
grubunda aile Oykiisii bildiren 18 kisiden 1 1 ( % 5,56) KRK oykiisii bildirirken, kontrol
grubunda aile Oykiisii bildiren 28 kisiden 2 si ( % 7,14 ) KRK oykiisii bildirmistir (Cizelge
4.11).

Cizelge 4.11. Kontrol grubunda ve KRK’I1 hastalarda ailede KRK 6ykiisiiniin karsilagtiriimast.

KONTROL (%) HASTA (%) P

Ailede KRK
Oykiisii
7,14 5,56 0,775
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5.TARTISMA

ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) ve ADIPORL intron 1 (-106) polimorfizmleri ile
kolorektal kanseri riski arasindaki iligkinin arastirildigi bu ¢alismada elde edilen bulgular ayni
zamanda Mersin kenti 6zelinde Tiirk populasyonuna ait verileri olusturmaktadir. Bu amagla,
Kontrol grubu ve Kolorektal Kanserlilerden olusan hasta gruplarina ait bireylerden izole
edilen DNA o&rnekleri PCR-RFLP yontemleri ile analiz edilerek genotiplendirme yapildi.
Sonuglar dort ana baslik altinda degerlendirildi:

« Kolorektal kanserle ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) ve ADIPORL1 intron 1 (-106)

polimorfizmlerinin 6rneklemimizdeki frekanslarinin belirlenmesi.

» Kolorektal kanserle ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) ve ADIPORL1 intron 1 (-106)

polimorfizmleri arasinda iliskinin bulunup bulunmadiginin arastirilmasi.

* Kolorektal kansere yakalanmada diger risk faktorlerinden yas, cinsiyet, boy, kilo,

BMI, sigara kullanimi, alkol kullanim1 ve ailede kolorektal kanser dykiisiiniin arastirilmasi.

* S0z konusu polimorfik alleler ile bireylerin BMI degerleri arasindaki iligkinin

arastirilmasi.

ADIPOQ exon 2 (+45, kodon 15) polimorfizmine ait allel oranlar1 incelendiginde,
Yabanil T allelinin goriilme sikligi kontrol grubunda % 77,7 (n=213), kolorektal kanserli
hastalarda % 75,6 (n=195), polimorfik olan G allelinin goriilme sikligi kontrol grubunda %
22,3 (n=61), kolorektal kanserli hastalarda % 24,4 (n=63) olarak belirlendi. ADIPOQ exon 2
(+45, kodon 15) polimorfizmine ait Allel oranlari ile kolorektal kanser arasinda iligki
olmadig tespit edildi (p=0,557).

ADIPOQ exon 2 (+45, kodon 15) polimorfizmine ait genotip oranlari
degerlendirildiginde ise; Yabanil TT genotipinin goriilme sikligi kontrol grubunda % 59,1
(n=81), kolorektal kanserli hastalarda % 52.7 (n=68), heterozigot TG genotipinin goriilme
sikligr kontrol grubunda % 37,2 (n=51), kolorektal kanserli hastalarda % 45,7 (n=59),
homozigot polimorfik GG genotipinin goriilme sikligr ise kontrol grubunda % 3,6 (n=5),
kolorektal kanserli hastalarda % 1,6 (n=2) olarak belirlendi (TG—>p=0,204, GG->p=0,384,
TG+GG—>p=0,293). ADIPOQ exon 2 (+45, kodon 15) polimorfizme ait Genotip oranlarinin

kolorektal kansere yakalanma riskini etkilemedigi saptandi (p=0,246).
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Yapilan yaym taramalarinda ADIPOQ exon 2 (+45, kodon 15) polimorfizminin
kolorektal kanser ile iligkisi daha once Virginia G. Kaklamani ve arkadagslari tarafindan
Amerikan toplumunda calisildig1 goriilmiistiir. Aragtirmacilar ¢aligmalart sonucu 648 kontrol
ve 440 hasta degerlendirmisler ve bulgularinda TT genotipinin goériilme sikligin1 kontrol
grubunda % 67,13 (n=435), kolorektal kanserli hastalarda % 63,4 (n=279), TG genotipinin
goriilme sikligin1 kontrol grubunda % 26,5 (n=172), kolorektal kanserli hastalarda % 32,04
(n=141), GG genotipinin goriilme sikligin1 ise kontrol grubunda % 6,3 (n=41), kolorektal
kanserli hastalarda % 4,55 (n=20) olarak belirlemislerdir (82). Sonug olarak ADIPOQ exon 2
(+45, kodon 15) polimorfizminin kolorektal kanserle iliskisinin olmadigini belirlemislerdir
(p=0,12).

ADIPORL1 intron 1 (-106) polimorfizmine ait allel frekans1 degerlendirilecek olursa;
Yabanil G alleli kontrol grubunda % 61,71 (n=69) goériiliirken, kolorektal kanserlilerde %
55,41(n=43), Polimorfik A alleli ise kontrol grubunda % 38,3 (n=105) goriiliirken, kolorektal
kanserli % 44,6 (n=115) oraninda goriildi. ADIPOR1 intron 1 (-106) polimorfizmine ait A ve
G allel frekansiyla kolorektal kanser arasinda iliski olmadigi belirlendi (0,144). Ayni
polimorfizme ait genotiplerin kontrol ve kolorektal kanserli hasta gruplarindaki dagilimlar
incelendiginde ise; GG genotipi kontrol grubunda % 30,7 (n=42) goriiliirken, kolorektal
kanserli bireylerde % 21,7 (n=28) , GA genotipi kontrol grubunda % 62,0 (n=85) goriiliirken,
kolorektal kanserlilerde % 67,4 (n=87), AA genotipi ise kontrol grubunda % 7,3 (n=10)
gortiliirken, kolorektal kanserlilerde % 10,9 (n=14) oraninda oldugu gériildi. (AA->p=0,123,
GA->p=0,136, AA+GA->p=0,099). ADIPORL intron 1 (-106) polimorfizmine ait genotip

oranlarmin kolorektal kansere yakalanma riskini etkilemedigi belirlendi (p=0,197).

ADIPORL1 intron 1 (-106) polimorfizmi daha once tip II Diyabet, kardiyovaskiiler
hastalik ve obezite ile iliskilendirilmis ancak kolorektal kanserle iliskisi g¢alisilmamustir.
Calismamiz bu polimorfizmin kolorektal kanserle iliskisini belirlemek amacgli yapilan ilk
caligmadir. Verilerimiz  Mersin 6rneklemi temelinde Tiirk Populasyonunda kolorektal
kanserle ADIPORL1 intron 1 (-106) polimorfizminin iligkisinin olmadigint ortaya ¢gikarmistir.
Arastirmanin farkli toplumlarda ve daha fazla sayida birey iizerinde ¢aligilarak dogrulanmasi

gerekmektedir.

Kolorektal kansere yakalanmada risk faktorlerinden ileri yas degerlendirildiginde;
kontrol grubundaki bireylerin yas ortalamasi1 54,82, kolorektal kanserli hastalarin yas

ortalamasi ise 55,96 olarak belirlendi. Hastalarda en geng birey 25 yasinda iken en yash birey
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90 yasindadir. Kolorektal kanser goriilme oranlarinin yas gruplarina gore miktar ve oransal
dagilim1 incelendiginde, kontrol grubundaki toplam 137 birey yas gruplarina gore
dagilimlarina bakildiginda; 40 yas altinda % 17,5 (n=24) , 40-49 yas araliginda % 21,9
(n=30), 50-59 yas araliginda % 27,7 (n=38), 60-69 yas araliginda % 16,8 (n=23), 70 yas ve
tizerinde % 16,1 (n=22) oldugu belirlendi. Kolorektal kanserli hasta popiilasyonundaki toplam
127 birey igin ayni dagilim incelendiginde ise, 40 yas altinda % 7(n=9), 40-49 yas araliginda
% 26,4 (n=34), 50-59 yas araliginda % 32,6 (n=42), 60-69 yas araliginda % 18,6 (n=24), 70
yas ve tzerinde ise % 15,5 (n=20) seklinde oldugu goriilmektedir. Kontrol grubundaki ve
kolorektal kanserli hasta grubundaki bireylerin yas gruplarina dagilim oranlar1 birbirine
benzer bulundu (p=0,128). Kolorektal kanser ileri yasa bagli olarak artig gosteren bir
hastaliktir. Bu bilgiler dogrultusunda kolorektal kanserin 40 yas civarinda goriilmeye
baslandigi, 40-49 yas araliginda artmaya basladigi, 50-59 yas araliginda en yiiksek diizeye
¢iktigr ve 60 yasindan sonra bu yiiksek seviyenin korundugu saptandi. Kolorektal kansere
yakalanma riski acgisindan yas gruplart arasindaki  bulgular1  ayrimtili  olarak
degerlendirdigimizde; 40 yas altina gore kolorektal kanser goriillme orani 40-49 yas arasinda
(p=0,001), 50-59 yas arasinda (p=0,001), 60-69 yas arasinda (p=0,001) ve 70 yas ve
iistiinde (p=0,009) daha yiiksektir.

Kolorektal kanser ile yas iligskisi konusunda literatiir bulgulari incelendiginde; KRK’in
insidans1 40-45 yasindan sonra belirgin olarak ortaya ciktigi, her 10 yilda ikiye katlanarak 75
yas civarinda en yiiksek diizeyine ulastig1 goriildii. Hastaligin goriilme yasi birgok kaynakta
ortalama 50 civarindadir ve bu yastan itibaren kisiler kolorektal kanser igin tarama testlerine
tabii tutulmaldirlar (83). M. Giirbiizel Istanbul’da yaptigi calismada, KRK’l1 hastalarin
ortalama yasin1 61,9, en biiyiik yas: 85, en kiiciik yas1 27 olarak belirlemistir (83). O. C.
Yiiksel Kayseri’de yaptig1 arastirmada KRK’11 hastalarin yas ortalamasini 62,5, en biiyiik yasi
73, en kiiciik yas1 37 olarak belirlemistir (84). M. T. Yanmaz Istanbul’da yaptig1 calismada
KRK’I1 hastalarin ortalama yasini1 53, en biiyiik yas1 76, en kiiciik yasi 23 olarak belirlemistir.
Calismamizda ise olgularin ortalama yast 55,96, en kiiciik yas 25, en biiylik yas 90°dir.
Mersin yoresinde ortalama yasam siiresi iklim kosullar1 nedeniyle iilkemizin diger
kesimlerine gore daha diisiiktiir. Istanbul ve Kayseri’de yapilan calismalar o ydrelerin
olgularin1 kapsadigidan ayni iilkede yapilan farkli ¢caligmalarda, farkli yas ortalamasina sahip
kolorektal kanserli hasta gruplari olusmustur. Virginia G. Kaklamani ve arkadaslart Amerikan
toplumunda yaptiklart calismada 440 hastanin yas gruplarina dagilimlarmi  soyle

belirlemislerdir; 40 yas ve altinda % 3,9 (n=17), 41-50 yas arasinda % 11,3 (n=50), 51-60 yas
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arasinda % 23,1 (n=102), 61-70 yas arasinda % 33,6 (n=148), 70 yas ve iizerinde % 28,1
(n=124)’dir. Bu calismada bizim c¢alismamizda oldugu gibi, hastalik oraninin 50-60 yas
arasinda yiikseldigi goriilmektedir. 40 yasin altinda (gen¢ hastalarda) goriilen Kolorektal
kanserlerin temelinde, ailevi polipozis, ilseratif kolit veya ailevi kanser sendromlar1 gibi
genetik yatkinliklar olabilir (84). Calismamiza dahil edilen 40 yas ve altindaki hastalarda bu

faktorlerden biri veya birkagt etkili olmus olabilir.

Kolorektal kanserin ozellikle de rektum kanserinin erkek hastalarda goriilme oraninin
daha yiiksek oldugu literatiirde belirtilmistir (82, 83, 86). Kolorektal kansere yakalanma riski
acisindan erkek ve Kadin cinsiyet farki incelendiginde: Hastalarin % 65,1’inin (n=84) erkek,
% 34,9’unun (n=45) ise kadin oldugu gorilmektedir.  Bulgular1 istatistiksel olarak
degerlendirdigimizde KRK ya yakalanma riskinin erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek
oldugu saptandi (p=0,001). M. Giirbiizel ¢alismasinda, 54 olgunun % 55,6 (n=30) erkek, %
44,4 (n=24) kadin oldugunu tespit etmistir (83). O. C. Yiiksel ise calismasinda, hastalarin %
59,3 (n=35) erkek, % 40,7 (n=24) kadin oldugunu belirtmistir (86). Virginia G. Kaklamani ve
arkadaglari ise ¢alismalarina dahil olan 440 vakanin % 57,8 (n=255) erkek, % 42,2 (n=186)
ise kadin oldugunu ve Kolorektal kanserin cinsiyet ile iliskili oldugunu belirlemislerdir
(p=0,001) (82). Kolorektal kansere yakalanma oranlarinin erkek cinsiyette kadinlara gore
daha yiiksek oldugu oldugu seklindeki bulgumuz s6z konusu ii¢ ¢aligmanin bulgulariyla

ortiismekte ve birbirini desteklemektedir.

Boy, kilo ve BMI oranlari ile kolorektal kanseri arasindaki iligki incelendiginde, kontrol
grubundaki bireylerin boy ortalamasi 168,6 cm olarak belirlenirken, hastalarin ortalama boy
uzunlugu 167,2 cm olarak belirlendi. Baz1 kaynaklarda uzun boylu olmak kolorektal kanseri
icin diisiik risk faktorleri arasinda kabul edilmektedir (87). Calismamizda ise kolorektal

kanser ile boy uzunlugu arasinda iliski bulunmamustir ( p=0,474).

Kilo agisindan degerlendirme yapildiginda ise, kontrol grubundaki bireylerin ortalama
kilolar1 77,2 kg olarak belirlenirken, kolorektal kanserli bireylerin ortalama kilolar1 73,3 kg
olarak belirlendi. Fazla kilolu olmak literatiiriin tersine hastalik riskini azaltiyor gibi
goriinmektedir (p=0,024). BMI acisindan degerlendirildiginde kontrol grubunda BMI
ortalamasmin 27,27, kolorektal kanserli hastalarda 26,04 oldugu belirlendi. Yani kontrol
grubunda BMI daha yiiksektir (p=0,027). Bu sonug literatiir bilgileriyle c¢eliskili
goriinmektedir. Kontrol ve kolorektal kanserli hastalarin BMI gruplarina dagilimlari

incelendiginde kontrollerin % 0,8’inin, hastalarin % 2,9’unun, BMI 18,50 (zayif) ve altinda,
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kontrollerin % 29,8’inin, hastalarin % 32,4’tiniin BMI 18,51-25,00 (normal) araliginda,
kontrollerin % 45’inin, hastalarin % 55,2’sinin BMI 25,01-30,00 (kilolu) araliginda,
kontrollerin % 24,4’liniin, hastalarin % 9,5’inin BMI 30,01 (obez) ve tlizerinde olduklari
belirlendi. Bu dagilimlar degerlendirildiginde ise kontrol ve hasta grubundaki bireylerin BMI
oranlarinin birbirinden farklilik gosterdigi belirlendi (p=0,017). Bu farkliligin sadece obez
(30,01) grupta ortaya ciktigt (p=0,002), diger gruplarin ise birbirine benzer oldugu
gozlenmistir. Obezitenin Kkolorektal kanser riskini artirdigi genel bilgisi vardir. Bizim
bulgularimiz bunun aksine kilolu kisilerde yani BMI yiiksek olanlarda kolorektal kanser
oraninin distiigii seklinde goriilmektedir. Kolorektal kanserli hastalara ait boy, kilo, BMI
degerleri hastalardan kan aldigimiz an hastanin sahip oldugu degerlerdir. Oysa biliyoruz Ki;
bireylerin kolorektal kansere yakalanmasiyla birlikte beslenme diizeni hizla bozulmakta ve
barsaklardan besinlerin emilimi olumsuz yonde etkilenmektedir. Buna bagli olarak hastalik
sliresinin uzamasina paralel sekilde hastalar zayiflamakta boylece kilo ve BMI degerlerinde

diisme olmaktadir. Bu nedenle bizim bulgumuz ¢eliski sayilmamaktadir.

Sigara ve alkol kullanimi ile kolorektal kanseri arasindaki iligki degerlendirildiginde
kontrol grubundaki bireylerin % 42,7’sinin, kolorektal kanserli hastalarin ise % 21,7 sinin
sigara kullandig1 belirlendi. Kolorektal kansere yakalanma riski agisindan sigara kullanimi bir
risk faktorii degil tam tersine koruyucu bir faktor gibi goriinmektedir (p=0,007). Alkol
kullanimu ile kolorektal kanser arasindaki iliski degerlendirildiginde ise; kontrol grubuna ait
bireylerin % 12’sinin, kolorektal kanserli hastalarin ise % 5,1’inin alkol kullandig: belirlendi.
Alkol kullanimimnin kolorektal kansere yakalanma riskini etkilemedigi belirlendi (p=0,150).
Caligmamizda sigara kullanimimin KRK’lilarda daha yaygin oldugu belirlendi. Bu sonucumuz
literatiir ile uyumlu degildir. Bir¢cok kaynakta sigara ve alkol kullaniminin kolorektal kanser
riskini artirdig1 seklinde goriis mevcuttur. Esther K. Wei ve arkadaglar1 ise sigara ve alkol
kullanim1 ile kolorektal kanser arasinda iliski olmadigini bulmuslardir (91). Bu konudaki
literatiir bulgularinda da sonuglar farklilik gosterdiginden bizim bulgularimizda celiski

bulunmamaktadir.

Ailede kolorektal kanser ykiisiiniin olmasi ile kolorektal kanserine yakalanma riski
arasindaki iliski incelendiginde, hasta grubunda aile Oykiisii bildiren 18 kisiden 1°1 ailede
kolorektal kanser oykiisii bildirirken (% 5,56), kontrol grubunda aile &ykiisii bildiren 28
kisiden 2’si (% 7,14) ailede kolorektal kanser oykiisii bildirmistir. Ailede kolorektal kanserli
bireylerin olmasi ailede kolorektal kansere sebep olan genetik etkenlerin varligini diisiindiirir.

Bu nedenle kolorektal kanserli hastalarla g¢alisirken ilk akla gelen sorulardan biri aile
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oykisiidiir. Calismamizi kapsayan hasta grubu degerlendirildiginde ise ailede kolorektal
kanseri oykisiiniin olmasi ile kolorektal kanserine yakalanma riski arasinda iliski olmadigi
goriildi (p=0,775). Ailede KRK 0Oykiisiiniin KRK yakalanma riski konusunda net bir karara

varmak i¢in ¢ok daha biiylik 6rnek hacimleri iizerinde ¢alisilmasi gerektigi kanisindayiz.

Adiponektinin s6z konusu polimorfizmlerini tagiyan bireylerde asir1 karbonhidratl
besinlere olan ilginin arttigt ve bu nedenle de obeziteye neden olabilecegi daha &nce
calisilmistir (88). Obezite ise kolorektal kanser de dahil olmak {izere birgok kanser tiiriine
yatkinlig1 artirmaktadir. Bu bilgiden yola ¢ikarak ilgili polimorfizmleri tasimak ile yiiksek
BMI’ya sahip olmak arasinda iliski olup olmadigi degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve
kolorektal kanserli hasta grubundaki bireylerde her iki genin polimorfizmlerinin, genotip
dagilimlari ile BMI oranlar1 arasindaki iliski incelendiginde, BMI gruplari ile ADIPOQ exon
2 (+45) polimorfizmine ait TT, TG ve GG genotipleri arasinda iliski olmadigi belirlendi
(p=0,990). Sonuglar allel agisindan degerlendirildiginde ise yabanil olan T allelini tasiyanlar
ile polimorfik olan G allelini tasiyanlar arasinda BMI degerlerinin farklilik gdstermedigi
belirlendi (p=0,984). Benzer sekilde ADIPORI1 intron 1 (-106) polimorfizmine ait GG, GA ve
AA genotipleri arasinda da iligki bulunmamistir (p=0,597). Sonuglar allel acisindan
degerlendirildiginde ise yabanil olan G alleli tasiyanlar ile polimorfik olan A alleli tasiyanlar
arasinda BMI degerleri agisindan fark olmadigi belirlendi (p=0,338). Her iki analiz igin,
=<18,50 grubunda sadece 4 hasta oldugundan istatistik analize dahil edilememistir. Julie
Bienertova Vasku ve arkadaslarinin Ceklerde yaptiklari ¢alismada, ADIPOQ exon 2 (+45)
polimorfizminin karbonhidrat alimiyla iligkili oldugunu, GG homozigot polimorfik allelin
bireylerde karbonhidrathi yiyeceklere olan ilgiyi artirdigini bulmuslar ve bu yolla bu
polimorfizmin obeziteye neden olabilecegini One siirmiislerdir (88). Olavi Ukkola ve
arkadaslar1 ise Isvicre’de ayni polimorfizm ile obezite arasinda iliski olmadigin
bulmuslardir (90). Viktor A. Potapov ve arkadaslari ise Rusya’da yaptiklari calismada,
ADIPOQ exon 2 (+45) polimorfizmi ve ADIPORL1 intron 1 (-106) polimorfizminin obeziteyle
iliskili olmadigin1 belirlemislerdir (8). S6z konusu polimorfizmler ile BMI’'nin iliskisinin
olmadig1 seklindeki bulgumuz 6rnek verilen iki ¢alismanin bulgularyla oOrtiismekte ve

birbirini desteklemektedir.

Gergeklestirilen bu calisma ile Mersin Orneklemi temelinde Tiirk Populasyonu igin
ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) polimorik genotip frekansinin; Heterozigot TG genotipinin
goriilme sikligi kontrol grubunda % 37,2, kolorektal kanserli hastalarda % 45,7, homozigot

polimorfik GG genotipinin goriilme sikligi ise kontrol grubunda % 3,6, kolorektal kanserli
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hastalarda % 1,6 dir. ADIPOQ exon 2 (+45, kodon 15) polimorfizme ait Genotip oranlarinin
kolorektal kansere yakalanma riskini etkilemedigi saptandi. ADIPOR1 intron 1 (-106)
polimorfizmine ait genotiplerin kontrol ve kolorektal kanserli hasta gruplarindaki dagilimlar
incelendiginde ise; GA herozigot genotip frekansi kontrol grubunda % 62,0 goriiliirken,
kolorektal kanserlilerde % 67,4, AA homozigot polimorfik genotipi kontrol grubunda % 7,3
iken kolorektal kanserlilerde % 10,9 olarak bulundu. ADIPOR1 intron 1 (-106)
polimorfizmine ait genotip oranlarinin kolorektal kansere yakalanma riskini etkilemedigi
belirlendi. Kolorektal kansere yakalanma riskini etkiledigi disiiniilen diger risk
faktorlerinden: Ileri yas, erkek cinsiyet KRK’ya yakalanma riskini artirirken —sigara

kullaniminin KRK’ya yakalanma riskini azalttig1 gortildii.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

T/G rs2241766 ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) ve G/A rs2275738 ADIPORL intron 1
(-106) polimorfizmlerinin kolorektal kansere yakalanma riski agisindan irksal farkliliklar
gosterdigi bilgisinden hareketle; arastirmamizda Mersin ili 6rneklemindeki Tiirk toplumunda
bu polimorfizmlerin kolorektal kansere yakalanma riskine olasi etkisinin belirlenmesi temel
hipotezimizi olusturulmustur. Ayrica KRK’ya yakalanmada etkili oldugu diisiiniilen risk

faktorlerinin hastalikla iliskisi arastirilmistir.

ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15) polimorfizmi icin T ve G allel frekanslart ile
ADIPORL intron 1 (-106) polimorfizmine ait G ve A allellerinin genel olarak kontrol grubu
ve KRK’l1 hasta grubunda fark gostermedigi tespit edildi. ADIPOQ exon 2 (+45,codon 15)
bolgesine ait genotip oranlari incelendiginde; TT, TG ve GG genotip oranlariin kontrol ve
KRK’l1 hasta grubundaki dagilimlarinin benzer oldugu belirlendi. ADIPOR1 intron 1 (-106)
polimorfizme ait genotip oranlar1 incelendiginde ise; GG, GA ve AA genotip oranlarinin

kontrol ve KRK’l1 hasta gruplarinda benzer sekilde dagilim gosterdikleri belirlendi.

KRK’ya yakalanma agisindan risk olusturan diger faktorler degerlendirildiginde,
kolorektal kanserinin, 40 yas civarinda ortaya ¢iktigi ve 50 yas civarinda maksimum hizla
artis gosterdigi 60 yas lizerinde ise oransal olarak yiliksek goriilme sikligini korudugu

belirlendi.

KRK’ya yakalanma riski agisindan cinsiyet faktorii degerlendirildiginde; Kolorektal
kanserin goriilme oraninin erkek bireylerde bayanlara gore daha yiiksek oldugu belirlendi.
Boy uzunlugu ve alkol kullanmanin bilinenin tersine risk olusturmadig1 saptandi. Hasta ve
kontrol gruplarinda aile Oykiisii oranlari birbirine benzer bulundu. Sigara kullaniminin
bilinenin aksine hastaliga yakalanma riskini azalttigi belirlendi. Kontrol grubunun BMI
ortalamasinin KRK’l1 hastalardan yiiksek oldugu tespit edildi (p=0,017). Bu farkliligin sadece
obez (>= 30,01) grupta ortaya c¢iktig1 (p=0,002), diger gruplarin ise birbirine benzer oldugu
gozlendi. Bu sonug literatlir ile uyum gostermemektedir. Kolorektal kanser kilo kaybini
beraberinde getirmektedir. Hastalarin kilo degerleri ¢calismamiz i¢in kan alindiginda sahip
olduklar1 degerlerdir. Bu nedenle hasta grubundaki bireylerin kilo ve BMI ortalamalari

kontrol grubundaki bireylerin kilo ve BMI degerlerinden daha diisiik bulunmustur.
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Adiponektinin s6z konusu polimorfizmlerini tagiyan bireylerde asir1 karbonhidratli
besinlere olan ilginin arttig1 ve bu nedenle de obeziteye neden olabilecegi, obezitenin ise
kolorektal kanser de dahil olmak iizere bircok kanser tiiriine yakalanma riskini artirdigi
bilgisinden hareketle kontrol grubu ve kolorektal kanserli hasta grubundaki bireylere ait her
iki genin polimorfizmlerinin genotip ve allel dagilimlar1 ile BMI oranlar1 arasindaki iliski

incelendi ancak s6z konusu polimorfizmlerin BMI’y1 etkilemedigi belirlendi.

Calismamiz, ADIPOQ ve ADIPORI1 genine ait bu polimorfizmlerin allel ve genotip
oranlarinin Tirk populasyonundaki ilk 6rnegini olusturmaktadir. Bagka bolgelerde yapilacak
caligmalarla populasyondaki dagilimlar1 belirlenebilir. Yine bu genlerin diger SNP’leri
caligilarak KRK ile iliskisi belirlenebilir ve ek olarak ADIPOR2 genine ait polimorfizmler
degerlendirilebilir. Adiponektinin serum diizeyi olgiilerek her bir SNP i¢in ortalama serum
seviyeleri belirlenebilir. Ayrica ADIPOR1 ve ADIPOR2 genlerinin SNP’leri ve bu genlerin
kolonik ekspresyon diizeyleri belirlenerek karsilastirma yapilabilir. Caligilan bolgelerin KRK
ile iliskisi olmas1 durumunda KRK i¢in tarama testlerine dahil edilebilir ve hastalik dnceden

tespit edilerek erken miidahale edilebilir.
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