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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KOLON KANSERI TANILI OLGULARDA PCR-RFLP METODU
ILE p53 GEN MUTASYONLARININ
SAPTANMASI

Emine DURHAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Yrd.Dog.Dr.Serap TUTGUN ONRAT

Kolon kanseri sporadik veya kalitsal olabilen yaygin bir hastaliktir. Kanser olusumunda
etkili olan en 6nemli tiimdr siipressor gen p353°diir. Normal p53 replikasyon sirasinda
DNA tamirini kolaylastirarak hiicre siklusunu G;’de durmasma veya apoptosise
(programlanmig hiicre 6liimii) neden olmasinda rol oynar. Arg72Pro polimorfizm
kolorektal kanserin erken evrelerinde ve belki cinsiyete ve bolgeye baglh olarak invasiv
hastaliga ilerlemede rol oynayabilir. p53 intron 6’daki niikleotit degisimleri timdr
gelisiminde ve p53 fonksiyonun diizensizligiyle iliskili oldugu rapor edilmistir. G13964C
baz degisimi missense, nonsense ve splice bolge mutasyonu benzer dominant mutasyon

olarak gorev yapar.

Calismamizda 35 (20 kadin ve 15 erkek) kolon kanser teshisi konmus kolon kanser doku
orneklerinden DNA izole edildi. Dokular1 yaslar1 40-90 arasinda kadin (yas ortalamasi
65.95+£2.76) ve yaslar1 40-79 arasindaki erkek olmak iizere (61.67+£3.07) kolon kanserli



35 olgudan toplandi. Parafine gomiilii dokudan, EZNA Doku DNA Kiti kullanarak,
genomik DNA elde edildi. G13964C (intron 6) varyantini belirlemek i¢cin PCR-RFLP
metodunu kullanildi. p53 4. eksonu PCR metodu ile amplifiye ettik ve BstFNI
restriksiyon enzimi kullanarak 4. ekson i¢in p53 mutasyon analizi belirlendi. p53 6.
varyantint PCR metoduyla amplifiye ettik ve BstHHI enzimini kullanarak 6. intron i¢in
p53 mutasyonunu saptandi. Arg72Pro polimorfizmi i¢in 2 (%7.4) olguda Pro/Pro, 14
(%51.9) olguda Arg/Arg ve 11 (% 40.7) olguda Arg/Pro genotiplerini bulundu. G13964C
polimorfizmi i¢in 7 (%23.3) olguda GG, 21 (%70.0) GC ve 2 (%6.7) olguda CC

bulundu.

2006, 126 sayfa
Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, p53 geni, Ar72Pro, G13964C, PCR, RFLP,

mutasyon, polimorfizm.
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ABSTRACT
Ms.Sc
DETECTION OF p53 GENE MUTATIONS BY USING PCR-RFLP

METHOD IN CASES OF COLON CANCER

Emine DURHAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Yrd.DogDr. Serap TUTGUN ONRAT

Colon cancer is a common disease that can be sporadic or inherited. p53 is the most
important tumor suppressor gene that is effective in cancer formation. Normal p53 acts
by causing G; cell-cycle arrest to facilitate DNA repair during replication or to induce
apoptosis (programmed cell death). Arg72Pro may play a role in the early stages of
colorectal neoplasia and possibly in progression to invasive disease, depending on site
and sex. Nucleotide alterations in p53 intron 6 have been reported to be associated with
the dysregulation of p353 function and tumor development. G13964C base change
functioned as dominant mutation similar to the more common missense, nonsense and

splice-site mutations.

In this study, DNA was isolated from colon cancer tissue samples of (20 females and 15

males) 35 cases diagnosed to be colon carcinoma. Tissues were collected from 35 cases

III



with colon cancer ages of female 40-90 (mean age 65.95+2.76) and ages of male 40-79
(mean age 61.67+3.07). Genomic DNA was extracted from paraffin embedded tissues
using EZNA Tissue DNA Kit (Omega) following the protocol. To detect the Arg72Pro
region (exon 4) and G13964C variant (intron 6) PCR-RFLP assay was used. After then
4th exon of p53 were amplified by PCR method and p53 mutation analyses was
performed by using BstFNI restriction enzyme determined for 4th exon. After then 6th
variant of p53 were amplified by PCR method and p53 mutation analyses was performed
by using BstHHI restriction enzyme determined for 6th intron. In 2 (%7.4) cases Pro/Pro,
in 14 (%51.9) cases Arg/Arg and in 11 (% 40.7) Arg/Pro were found for Arg72Pro
polymorphism. In 7 (%23.3) cases G/G, in 21 (%70.0) cases G/C and in 2 (%6.7) C/C
were found for G13964C polymorphism

2006, 126 page
Key Words: Colon Cancer, p53 gene, Ar72Pro, G13964C, PCR, RFLP, mutation,
polymorphism.
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Postmeiotic Segregation Increased 1 (Mayoz Sonrasi Ayrim Artisil)
Postmeiotic Segregation Increased 2 (Mayoz Sonrasi Ayrim Artisi2)
Replication Error (Replikasyon Hatas1)

Riboniikleikasit

Supercoiling Factor

XII



TAE :
TBX2:
TCF:
TGFIIR:
TGFBIIR:
TIL :

TL Buffer:
TSP1:
UCAN:
WRN:

Tris —Asetik Asit-EDTA

T-box 2

Turtle Conversation Fund

Insulin-like Growth Factor I Receptor

Transforming Growth Factor Beta 11

Tumour Infiltraring Lymphocytes (Tiimor Lenfositlerin Siiziilmesi)
Tissue Lysis Buffer (Doku Lizis Tamponu)

Tumor Supressor Region 1 (Tumor Siipressor Bolgesi 1)

Ulseratif Colitis liskili Neoplazi

Werner’s Sendrom Proteini

XHT



2. GIRIS

Kolorektal kanserler, diinyada en sik goriilen malignansilerden biridir (Deveci et
al.2004). Kolorektal kanser vakalarinin sadece kiiciik bir oran1 (% 5-10) ailesel
kanser sendromuna katkida bulunmakta ve cogunun sporadik olarak olustugu

goriilmektedir (Smith et al. 2002).

Kolorektal kanser gelisimi birgok faktorle iligkili oldugu bilinen multistep (¢ok
basamakli) bir siirectirtir (Yamada et al. 2001). Bu tip kanserlerin gelisiminde
tiimor baskilayici genler, onkogenler, DNA tamir genleri rol almaktadir (Deveci et
al.2004). Birikmis olan genetik degisimleri Ki-ras gibi proto-onkogenler ve APC,
DCC ve TP353 igeren tiimor siipressor genler etkileyebilir (Chang et al. 2005).

p353 insan kanserlerini etkileyen en yaygin tumor siipressor gendir (Yeatman
2003). Kolorektal kanserin ilerlemesinde p53 mutasyonlarimin rolii hakkinda
siphe yoktur (Houlston 2001). Kolorektal kanserin gelisiminin ilerleyen
evrelerinde, siklikla p53 mutasyonlarint gosteren bu kanserlerin ¢ogunlugu

adenokarsinomlardir (Ward et al. 2001).

p33 proteini DNA’nin yapisint korumada o©nemlidir. DNA hasari, hiicre
siklusunun G1 fazinda p53 aracilifiyla durdurmasiyla sonuglanir ve bunu tamir
izler, eger tamir basarili ise p53 apoptosisi indiikler. Dolayisiyla mutasyon veya
delesyonla p53 fonksiyonunun kaybi hiicrede genom boyunca mutasyonlarin
birikimini izler ve kromozomal instabilite, hiicre siklusunun G1’de durdurularak
bozulmasiyla sonuglanir ve apoptosise (programlanmis hiicre 6liimii) yonlendirir

(Houlston 2001).

En 6nemli p53 polimorfizmlerden 72. kodonda yer alan prolin (72Pro: CCC) ve
arjinini (72Arg:CGC) kodlayan 72. kodon 4.eksonda gozlenen restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmidir (Stock et al. 2004). Kolorektal ve meme karsinomlarini

iceren bircok kanser hastaliginda sonugclar siipheli kalmasina ragmen, kodon 72



polimorfizmi ve kanser riski arasindaki anlamli iligki rapor edilmistir (Langered et

al. 2002).

Son zamanda yapilan g¢alismalar, p53 geninin 72. kodonundaki polimorfizmin
yaygin oldugunu gostermistir. Biyolojik ve biyokimyasal olarak farklilik iki
allelde arjinin (Arg) ve prolin (Pro) izoformlarinda sonu¢lanmaktadir (Pérez et al.

2006).

Intronik varyantlar, DNA-protein énemli etkilesiminin bozulmas: yoluyla veya
tipik olmayan eklemeler yoluyla gen diizenlemesini tekileyebilirler (Marsh et al.
2001). Son zamanlarda, p53°in 13964 niikleotitdeki intronik C’in G’e baz
degisimini rapor edilmistir (Buller et al.2005). p53 geninde G13964C yerine,
tekrar ekleme bolgesi yoktur ve dolayisiyla p53 ekspresyonunu etkiledigine dair
dogrudan bir kanit yoktur (Buyru et al. 2005).

Calismamizda kolon kanseri tanisi konmus olgulara ait parafine gomiilii tiimor
doku oOrnekleri kullanildi. Bu doku orneklerinden DNA izole edilerek, PCR
(polimeraz zincir reaksiyonu) yoOntemiyle, hedef eksonlar amplifiye edildi.
Literatiirlere dayanarak belirlenen 72. kodonda (ekson 4)’de yer alan Arg72Pro
bolgesinde ve 6. introndaki G13964C baz degisimi bolgesinde p53
mutasyonlarinin olup olmadiginin tespiti igin enzim kesimi yapildi. Kesim
isleminde Arg72Pro bolgesi icin BstFNI enzimi, G13964C bolgesi i¢in BstHHI

enzimi kullanildi.

Bu arastirmada 6zel bir patoloji laboratuarinin arsivlerinde bulunan, tanis1 konmus
kolon kanserli olgulardan elde edilen parafin bloklara goémiilii doku ornekleri
kullanilmistir. Tez ¢alismamiz igerisinde bu drneklere ait veriler tablolar halinde
sunulmustur. p53 geni mutasyonunu belirleyebilmek i¢in Arg72Pro ve G13964C

polimorfizmlerinin saptanmas1 amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kolon Kanseri Biyolojisi

Kanser tek bir hastalik olmayip, daha ¢ok bir kitle ya da tiimdr olusumuna yol
actigimm1 bildigimiz kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla (¢ogalmasi) karakterize
edilmis olan neoplazinin (patolojik anlamda yeni doku olusumu) daha kesin
formlarin1 tanimlamak i¢in kullanilir. Bununla birlikte neoplazinin kanser
olabilmesi i¢in malign (habis, kotii huylu) 6zellik gostermesi, bir baska deyisle
kontrolsliz biiylimesi, komsu dokular1 istila edebilmesi veya yakin-uzak
mesafelere yayilabilme (metastaz; herhangi bir organdaki kanser hiicrelerinin
viicudun baska bir boliimiine atlamasi) Ozelligine sahip olmasi gerekmektedir
(Ttimorler metastaz yapmiyorlarsa kanserdz degildir ve bu durumda, benign -iyi
huylu- tiimor olarak adlandirilir.) (Nussbaum et al. 2005). Tiimdr, normal
dokularin gelismesini asan, normal dokulara uyum gostermeyen ve kendisini
olusturan uyaranin yok olmasi durumunda bile biiylimeye devam eden anormal
doku kitlesidir (Sekil 2.1). Kanser terimi ise, tlim kotii huylu tiimorleri kapsayan

bir deyimdir (Canda 1982) (Sekil 2.2).

Mukoza
Submukoza

Diairesel
kas

Lenf
Blodlar

Sekil 2.1. Mukoza, submukoza, hiicresel kas1 ve lenf nodlarini saran tumor dokusu (internet 1).



Sekil 2.2. Kanser hiicresi (internet 2).

Tlmorler, biyolojik davraniglara gére benign, malign ve ikisi arasinda yer alan
intermediyer olmak {izere {ige ayrilir. Intermediyer olanlarin nasil bir klinik gidis
gosterecegini  belirlemek giictiir.  Bazen iyt huylu tiimorlerde, yerlesim

bolgelerine bagli olarak kotii bir klinik gidis gosterebilirler (Cotran, 1989).

Tiimdr adlandirilmasinda en ¢ok kullanilan yontem histolojik ya da sitolojik
siniflamadir ve doku ya da hiicre adinin sonuna kimi eklerin baglanmasi ile
yapilir. Om ya da —oma eki benign tiimorleri simgeler. Malign tiimoérler i¢in bu
ek, timor epitel kokenli ise karsinom, bag ve destek dokusu kokenli ise
sarkomdur. Ornegin, fibroz dokunun benign timdrii fibrom, malign timorii
fibrosarkom, degisici epitelin (transizyonel) benign timorl transizyonel hiicreli
papillom, malign timori transizyonel  hiicreli  karsinomdur.  Timor
adlandirilmasinda kullanilan blastom ya da blastoma eki ise tiimoriin embriyonel
hiicreleri taklit ettigini belirtir. Bu eki alan tiimorler genellikle ¢ocukluk ¢aginda
gdzlenen malign timérlerdir.  Ornegin, retinadan orjin alan retinoblastoma,

bobrekten orjin alan nefroblastoma gibi (Kazancigil, 1982).

2.2 Benign ve Malign Tiimérlerin Ozellikleri

Benign ve malign tlimorler arasindaki farkliliklar olarak 4 ana grupta toplanabilir

(Sekil 2.3,2.4).



2.2.1 Farkhlasma ve Anaplazi

Farkhilagma, timorin kokenini aldigi normal hiicrelere yapisal ve fonksiyonel
olarak benzerligini anlatir. Genel olarak biitiin benign tiimorler 1yi
differansiyedir. Malign tiimorler ise iyi diferansiye formdan hi¢ diferansiyasyon
gostermemeye (anaplazi) kadar degisen genis bir spektrum igerisinde bulunurlar

(Lever 1975).

Farklilasma yoklugunda, tiimor hiicrelerinde belirgin morfolojik ve fonksiyonel
degisiklikler vardir. Hiicreler ve ¢ekirdekleri sekil, hacim ve boyanma 6zellikleri
bakimindan birbirlerinden ve koken aldigi hiicrelerden o6nemli ayricaliklar
gosterir.  Cekirdekleri biiyiiktlir, koyu renk boyanir ve genellikle biiyiik
nukleoluslar (¢ekirdekcik) igerir (Walter, 1974) .

Tiumorlerde farklilasma kotiilestikce genel olarak mitoz sayisi artar ve normalden
farkli mitoz sekilleri ortaya cikar. Tiimorlerde, 6zellikle hizli bir biiylime
gosteren malign tiirlerinde, kanlanma gereksinimi biiylime hizina parallel olarak

saglanamadigindan nekroz (doku 6liimii) alanlar1 goriiliir (Yenerman, 1980).

Neoplastik  hiicrelerin ~ fonksiyonel farklilagmalar1  dogaldir ki  yapisal
diferansiyasyonu ile parallellik gosterir. Endokrin organlarin benign tiimorleri ve
iyi differansiye karsinomlar1 kokenleri ile uyumlu hormonlar1 yaparlar. Bazen
endokrin dis1 organ tiimdrlerinin de hormon ya da benzeri salgilart olabilmektedir

(Kazancigil, 1982).

2.2.2 Bityiime Hiz:

Benign tiimorler genellikle yavas biiylir, malign tiimorler ise hizli biiyiir ve
zamanla yayilarak hastayr oliime gotiiriir. Ozellikle hormona bagimli benign
tiimorlerin biiyiimesi bir siire sonra durabilir, hatta kiigiilebilirler. Ornegin, uterus

diiz kasinin benign tiimorii (lelomyoma uteri) menopoz sonrasi kiigiilebilir. Cok



nadir de olsa kanserlerin de kiigiildiigii, hatta aniden kayboldugu goriilmiistiir
(Canda, 1982).

2.2.3 invazyon

Malign tiimorlerin komsu dokuya yayilmasi olayidir. Benign tiimorler kitlesini
genisleterek Dbiiyiirler ve genellikle kapsiilleri vardir. Malign tiimdrler ise
biiyilirlerken cevre dokularin igerisine ilerler ve onlari harab ederek yerlerini
alirlar. Bu nedenle ¢evre doku ile sinirlart net degildir. Preinvaziv donemde tesbit
edilen kanserlere karsinoma in situ denir. Kanser heniiz ortii epiteli i¢ersinde olup

bazal membrani1 gegmemistir (Yenerman, 1980).

2.2.4 Metastaz

Metastaz, kanserin birincil (primer) odakla aralarinda bir devamlilik olmaksizin
viicudun baska doku ve organlarina yayilmasi olayidir. invazyon kabiliyeti olan
kanser hiicreleri kan ve lenf damarlarina veya viicut bosluklarina girerek viicudun
bagska organ ve dokularina yayilir ve oralarda yeni tiimdr odaklari1 olusturur.
Genel olarak biiyiik, kotii diferansiye ve hizli biiyliyen malign tiimorlerin metastaz

yapma kabiliyetleri yiiksektir (Cotran,1989).

Sekil 2.3. Kolonun benign adenomatos polipleri (internet 3).



Warsingma

APC H-ras ve difjer genler? TPE3 LOH

Sekil 2.4. Kolonda malign tiimériin olusumu (internet 4).

2.3 Metastaz Yollar:

Kanserler baslica; viicut bosluklar1 ve yiizeyleri, lenf damarlari, kan damarlari

yoluyla yayilirlar.

2.3.1 Viicut Bosluklar: ve Yiizeyleri Yoluyla Yayilma

Malign neoplazmin viicut bosluklarini cevreleyen yiizeylere ulasmas: ile,
tiimorden kopan hiicreler tohum rolii gorerek o viicut bosluguna komsu diger
doku ve organlara yayilabilir. Bu yolla yayilma en sik peritoneal boslukta (karin

boslugu) ve 6zellikle over kaynakli kanserlerde goriiliir (Lever, 1975).

2.3.2 Lenf Damarlarn Yoluyla Yayilma

Karsinomlarin yayilmasi genellikle bu yolla olmaktadir. Sarkomlar nadiren
lenfatiklerle yayilir. Ancak lenf damarlar1 ve kan damarlar1 arasinda pek ¢ok
baglantilar oldugu icin, lenf yoluyla yayilma sirasinda kan yoluyla yayilma da sz

konusu olabilir (Walter, 1974).

Lenf yollarina giren kanser hiicreleri bdlgesel lenf diigiimlerine ulasir ve

burada tutularak kanserin yayilmasina bir siire engel olusturulur.  Ancak



lenf diiglimii kanser hiicreleri ile doldugunda veya lenf diigiimiine erisen kanser
hiicrelerinin burada yerlesip biliylimelerinden bir miiddet sonra diger lenf
diiglimlerine yayilma olabilir. Malign tiimdriin bulundugu doku ya da organa ait
bolgesel lenf diiglimlerinde biiyiime saptanmasi, her zaman metastaz varligi
anlamimna gelmez. Zira timor hiicre artiklari veya tiimor antijenleri reaktif

tabiatta bir biiylimeye neden olabilir (Kazancigil, 1982).

2.3.3 Kan Damarlar Yoluyla Yayilma

Sarkomlar (bag ve destek dokulu) daha ¢ok bu yolla yayilirlar.  Ancak,
karsinomlar da bu yolu kullanabilirler. Ozellikle venéz damarlarin ceperi kanser
hiicreleri tarafindan kolayca invaze edilebilir ve koparak kan akimina giren kanser
hiicreleri bagka organ ve dokulara yayilabilir (Sekil 2.5). Ayrica sonugta venodz
dolasima katilan lenf akim1 nedeniyle de, lenf yollarina giren tiimdr hiicreleri kan
akimina karisabilir. Arter duvarlar ise timdr invazyonuna oldukg¢a direnclidir

(Canda, 1982).

Kan dolasimi yoluyla metastazlar en sik karaciger ve akcigerde goriiliir.
Viicutta genis bir yer tutan iskelet kaslarina metastaz olusumu nadirdir. Bunun
sebebi tam olarak bilinmemektedir. Tiimor dokusunda kii¢iik kan damarlarinin
timor hiicreleri ile invaze edilmis olmasi her zaman metastazin varoldugu

anlamina gelmez (Lever, 1975).
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Sekil 2.5. Tiimoriin basamaklar halinde kan damarlar1 yoluyla yayilmasi (Cotran, 1989).
2.4 Kanserin Genetik Yapisi

Kanserin genetik ile baglantili olabilecegi diistincesi ilk kez 20.yiizyilin
baslarinda ortaya atildi ve bu fikir kanser arastirmalarinin kaynagi olarak rol

oynadi (Oner, 2003).

Hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimiinii kontrol eden ¢ok c¢esitli genler bulunmaktadir.
Son yillarda yapilan yogun arastirmalar hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii
kontrol eden genlerin mutasyonlarinin kanserden sorumlu oldugunu gostermistir.
Birgok kanserde, mutasyonlar tek bir somatik hiicrede olusur ve daha sonra
boliinerek kanser gelisimine yol acarlar (Nussbaum, 2005). Mutasyonlarin gen
ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin ortak 6zelligi olarak kabul edilmektedir.
Kanser c¢esitlerinin ¢ogunda mutasyonlar somatik hiicrelerde meydana
gelir ve bu mutasyonlar iireme hiicreleriyle gelecek nesillere aktarilamaz.
Ancak, kanser vakalarinin %1 de, esey-kok hiicrelerinin c¢esitli genlerinde

meydana gelen mutasyonlar sonraki nesillere aktarilir ve bu degisim, yeni neslin



kansere yatkinligin1 olusturur. Her ne kadar bu tip vakalarin siklig diistikse de,
bu tip mutasyonlarla yapilan ¢aligmalar kanserin kokeninin anlagilmasina biiytik
katki saglamistir. Bazen, kalitsal mutasyonlar kanser olusumunda tek basina
yetersiz kalir.  Kanser olusumunun tamamlanmasi ve homozigot genlerin
olusmasi i¢in, homolog lokuslarda somatik mutasyonlar gerekir. Hangi durumda
olursa olsun, kanser hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul

edilmektedir (Oner, 2003).

Daha nadir tipi ise herediter (kalitsal) kanser sendromunda izlenmekte, kanserin
baslamasima neden olan mutasyonlar germ hiicrelerine aktarilmakta ve bdylece
viicudun tiim hiicrelerinde yer almaktadir. Mekanizmasi ne olursa olsun kanser
bir kez basladiginda, sitogenetik yapinin korunmasindan ve DNA’da olusabilecek
hasart1 tamirden sorumlu hiicresel mekanizmalari kodlayan genlerdeki
mutasyonlar kiimiilatif olarak bir artis gostererek kanseri yayginlagtirir.
Neoplastik hiicrelerin orijinal klonu, her biri birbirinden farkli bir grup mutasyon
tasiyan ancak birbirleri ile st iiste ¢akisan mutasyonlar seklinde malignensinin
cesitli derecelerinin alt gruplart igerisinde gelisebilir. Tiim bu olaylar zinciri, en
1yi sekilde kolon kanserinde gosterilmesine karsin diger kanser tiirlerinin hepsinde
olmasa da bazilarinda yer almakta ve sematik olarak Sekil 2.6’ de gosterilmektedir

(Nussbaum, 2005).
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Sekil 2.6. Kanser, genetik degisikliklerin birikmesinden ortaya ¢ikmasi (internet 5).
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Kansere neden olan genler, iki temel alt gruba ayrilmaktadir: onkogenler ve timor

supressOr genler (Sekil 2.7).

Mutasyon t=g inaktive
ecler

Hicre codalmas

hLtasyon DA tamir genlerini
inaktive eder

Protoonkogenin mutasyonu
onkogeni meydana getiriv

hutasyon birkag tza inaktive
eder

HAMNSER

Sekil 2.7. Kanserin genetik olusumu ve kanserin invaze olmasi (tsg; timdr siipressor gen) (internet 6).

2.4.1 Onkogenler

Onkogenler, ¢ogunlukla proto-onkogen adini verdigimiz normal hiicresel genlerin
mutant (aktif olan) allelleri olmakla birlikte telomerazlar1 kodlayan veya
apopitozisi (programli hiicre 6liimii) bloke eden genler de olabilirler. Onkogenler
genellikle fonksiyon kazandiran mutasyon 6zelligine sahip olup, proliferasyonu
stimiile etme, timoriin kanlanmasini artirma ve apopitozu engelleme gibi

mekanizmalarla malign transformasyonu ger¢eklestirmektedir (Nussbaum, 2005).
Normal hiicre siklusunda, onkogenler artan biiylime hareketini, timor supressor

genlerin biiylimeyi inhibe etmesiyle dengeler (Sekil 2.8). Protoonkogenlerin

genetik aberasyonlari, tiimor hiicrelerinin biiylimesini artiran onkogenlerde
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sonuclanir (Rupnarain et al. 2004) (Sekil 2.9). Onkogenler, intraseliiler yolun bir
kisminda oldugu gibi hiicre biiylimesini inhibe ederler. Boyle yollar eksternal
bliylime sinyallerine yanit verir ve sinyali nukleusa ¢ok basamakli adimlarla

transfer eder (Hendon ve DiPalama et al.2005).

Normal Hiicre Boliinmesi
Protoonkogenlerin normal hiicre biiyiimesine&proliferasyonuna
neden olmasi

Tiimor silipressor genlerle diizenlenmesi

A
Onkogen Aktivasyonu
Protoonkogenler onkogenleri aktive ederler

-Hiicre biiylime&proliferasyonun oraninda artisa neden olmalari

-Malignant transformasyonla sonuglanmasi

v

Mutant tiimor siipressor gen davranisi

Tiimor siipressorlerin mutasyonu veya kaybi
-Protoonkogenlerin hiicre biiyiimesine&proliferasyona neden olmasi

-Malignant transformasyonla sonuglanmasi

Sekil 2.8. Kanserin baglamasi (Rupnarain et al. 2004)
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Sekil 2.9. Asir1 hiicre béliimiine ve kansere yardimei olan onkogenin protoonkogenden doniisiimi
(internet 7).

Onkogenin sadece bir alleli disfonksiyona sebep olmak i¢in mutant olmaya ihtiyag
duyar (Hendon ve Dipalama 2005). Mutasyonlar, supressor genleri
disfonksiyonel (bozuk veya anormal fonksiyon) hale getirir, bu yiizden tiimor
serbestce biiyiir (Rupnarain et al. 2004). Bu durum gerceklestiginde, eksternal
(dista ve ylizeyde kalan olaylar) uyariya yanittan ve diizenlemektense, biiylime

sinyali yapict veya devamlidir (Hendon ve Dipalama et al. 2005).
2.4.2 Tiimor Supressor Genler

Tiimor supressor genler adlarindan da anlagilacagi gibi hiicre biiylimesini
diizenleyerek timor gelisimini engelleyen genlerdir. Timor supressor genler
tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hiicre boliinmesine,
anormal hiicre biiylimesine ve defektif apoptozise neden olmaktadir

(Nussbaum, 2005).

Tiimdr supressor genler (Tablo 2.1), hiicre biliylimesini kontrol eder veya baskilar.
Bu fonksiyonu mutasyon yoluyla kaybettiginde hiicre biiyiimesi kontrol edilemez.

Genin tamamen kaybi1 ya da hasar gormesi ic¢in her iki allelde tiimor
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supressor gene ihtiya¢ duyar, boylece hasar veya

(Rupnarain et al.. 2004).

Tablo 2.1. Tiimér supressor genler (Gao ve Honn 1995).

kayip birkag yolla olusur

Gen Lokusu Hiicresel Hareketi Organ veya doku orjinleri veya
yeri tiimor
RB 13ql4 nukleus Hiicre siklusunu ve gen | Goz, kemik,meme, akciger, Ozafagus,
aktivitesini diizenler prostat, mesane, bobrek,seviks
P53 17p13.1 nukleus Hiicre siklusunu ve gen | Meme, kolon, mesane, yumurtalik,
aktivitesini diizenler beyin, testis, yumusak doku, bobrek,
deri, kani akciger, pankreas, mide,
Osafagus, karaciger, prostat
Hiicre Hiicre adhezyonu ve sinyal | Kolon, mide, agiz, 6safagus, uterin, kan,
DCC 18q21.3 membram | transdiiksiyonu testis, prostat, pankreas
APC 5q21 sitosol Mikrotiibiil toplulugunu | Kolen, akcigermide, 6zafagus, agiz,
yonetir meme, yumurtalik, prostat
MCC 5q21 sitosol bilinmiyor Kolon, akciger, mide, meme,
Ozafagus, yumurtalik, prostat
WT-1 11pl3 nukleus Gen aktivitesini | Bobrek, mesane, g0z, yumusak
diizenler doku, akciger, yumurtalik
NF-1 17q11 CM- P21(ras) sinyal yolunu | Sinir, kemik, deri
iligkili diizenler
NF-2 22ql2 CM- bilinmiyor Sinir, kolon, meme,deri
iligkili
VHL 3p25 CM- bilinmiyor CNS, goz, bobrek, akciger, meme,
iligkili yumurtalik, deri, yumusak doku
MST1 9p21-22 nukleus CDK inhibe eder ve | Deri, ©zafagus, pankreas, burun,
hiicre siklusunu | akciger, mesane, bobrek, beyin, kan,
diizenler yumusak doku
BRCA1 17921 nukleus Transkripsiyon faktéri? | Meme, yumurtalik, prostat
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FAP (familial adenomatous polyposis-ailesel adenomatoz poliposis) da oldugu
gibi, ilk allel mutant formda kalitilabilir veya sporadik kolon kanserinde oldugu
gibi somatik olarak mutant olabilir. Eger ikinci allel, somatik mutasyona ihtiyag
duyarsa, gen fonksiyonunu kaybeder. Ikinci allelin kayb: i¢in yaygin mekanizma
heterozigosite kaybt (LOH-Loss of Heterozygosity) olarak adlandirilir
(Sekil 2.10). Nasil olustugu tam olarak anlagilmamasina ragmen, timor
genlerinin  6nemli bir mekanizmasidir. LOH’la beraber, kromozomal
materyallerin asimetrik yayilmasi, izleyen mitoz esnasinda gozlenir. Bu durum
normal allelin kaybiyla sonuglanabilir, genlerin normal fonksiyonu mutant timor
supressor genlerde ortaya ¢ikar (Rupnarain et al. 2004). p53 gen lokusu
heterozigosite kaybini gosteren en yaygin bolgedir (Hardy et al. 2000).

Somug Sporadik Tiimér Kalxtsal Tiimsr
Gebelik (konsepsiyon) i normal allel Mutant allel igin heterozigot
tiim hiicrelerde

' Y

Birinci spontan mutasyon
Mutant allel icin heterozigot | Heterozigozite kayhy
(hir hiicrede) (hir hiicrede)

. Heterozigozite kayhi

Ikine tan muias

1 SpoTIATL IURSYON | (bir hiicrede)
v v
MMitoz Tiimor Gelisimi

Sekil 2.10. Heterozigosite kaybinin sematik olarak gdsterimi (internet §).

15



Hiicrede heterozigosite kaybr (LOH) hiicre genomunun tek ebeveynin kalitilan
boliimiinde kaybini gosteririr.  Kanserde en yaygin olay, kaybolan bdolgede
siklikla tlimor slipressor genin varligini isaret eder. Timor silipressor genin kalan
kopyasi nokta mutasyonu ile inaktive edilecektir. Kabul edilen bir 6rnek, kalitsal
retinoblastomadir, kalitilan tek ebeveynin timdr siipressér Rbl (retinoblastoma)
kusurludur.  Bir¢cok hiicrede fonksiyonel ikinci kopya olmasina ragmen
cocuklarda bu retinal kanserin gelisimine neden olan degismeyen tek hiicredeki

olaylarda heterozigosite kaybi tesadiifidir (Alfred and Knudson 1971)

Heterozigosite kaybi iki metodla ortaya ¢ikabilir. ilki, kromozom bdlgesinin
delesyonudur, sadece bir kopyanin kalmasiyla sonuglanir. ikincisi, genetik
rekombinasyon hiicrede kromozomal bdlgeden ayrilir, fakat ikiside ayni aileden

gelir (Forslund et al. 2002).

Kanserlerde heterozigosite kaybi, organizmanin germline DNA’sindaki genetik
lokusunda heterozigosite varligi delillerle veya heterozigosite eksikligi
tanimlanabilir. Bu siklikla iki ebeveynde kalitilan farkli alleller igin
mikrosatellitler veya tek niikleotit polimorfizmleri gibi polimorfik markerlar

kullanilarak yapilir (Forslund et al. 2002).
2.4.3 DNA Tamir Genleri (DNA Mismatch Repair Genes)

Son zamanlarda, timor supressor gen kategorisi yeni bir gen sinifin1 kapsamakta
olup bu genler, MMR (Mismatch Repair)-DNA tamir genleri olarak
adlandirilmaktadir. Bu biiyiik gen ailesi, mutajenik kimyasallarin ve 151n gibi
ajanlarin sebep oldugu DNA hasarini tamirden ve hiicredeki genomik yapinin
korunmasindan sorumludur (Wyllie, 1997). DNA tamir genlerinin fonksiyonu,
mutasyonel hasar veya DNA replikasyonun her ikisinde olusan DNA hatalar1 ile
baglantilidir. Hata tamir edilemezse, bu genler apoptosisi indiikler veya DNA
hasarin1 tamir eder. DNA tamir genlerinin disfonksiyonu, kardes hiicrede

mutasyonlarin birikmesine neden olur (Hendon ve DiPalma 2005).
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DNA tamir genlerinin fonksiyonel etkilerinin inaktivasyonu dogrudan degildir, bu
genler tiimor supressor olarak simiflandirilir, ¢linkii fonksiyonlarinin kaybi, kanser
artisinda onemli etki yapmaktadir. DNA tamir fonksiyon kaybina 6rnek, kolon ve
meme kanserlerinin arastirilmasindan elde edilmistir. HNPCC (Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer-Kalitsal Polipsiz Kolorektal Kanser), mismatch
tamir genlerinden birinin, iki allelinden biri DNA’da mutasyonludur

(Warren 1997).

Germline mutasyonlarin (MSH2, MLHI1, PMSI, PMS2, mismatch tamir genleri
veya mutator genleri olarak da bilinir) kesfinden 6nce, HNPCC’nin teshisi sadece
klinik bulgularin dokiimente edilmesi iizerine yapilmistir ve siklikla pedigride

genisletilmistir (Lynch ve Chapelle et al. 2005).

2.5 Kolon Kanseri

Kiigiik bagirsak biiylik bagirsaga, sag alt karin bolgesinden baglanir. Kalin
bagirsagin ilk ve en uzun boliimii kolondur (Sekil 2.11). Kolon yaklasik bes cm
kalinliginda veya capinda kasli tiiptiir. Kolonda, besin maddelerinden su ve

mineral maddeler absorbe edilir (Ward et al. 2005).

¥ atay ] Inen
] ~ kolon

I R A
\ kalon

Sekil 2.11. Kolonun biiyiik bagirsaktan olustugunu géstermektedir (internet 9).
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Kolon dort boliime sahiptir;

a-Ilk boliim ascending (¢cikan) kolon olarak adlandirilir. Kolona kiigiik bagirsagin
eklendigi yerden baslar ve kisinin iist sag karin bolgesine kadar uzanir.

b-ikinci boliim, viicudu sagdan sola dogru gegen bdliime kadar olan yere
transverse (yatay) kolon ad1 verilir.

c-Ugiincii boliim descending (inen) kolon adi verilir, sol tarafin altina kadar
uzanir.

d-Dérdiincii bolim, S biciminden dolayt sigmoid (kivrimli) olarak bilinir (Ward
2005) (Sekil 2.12).

¥ atay kalon

Cidtan
kalon

.ﬂ-.pahdis

Rektum

Sekil 2.12. Kolonun béliimleri (internet 10)

Biiyiik bagirsakta bir kanser formu, kolon veya rektum duvarmin igine ve
astarlanma yoluyla gelismeye baslayabilir. Hiicresel sivi ve atiklari tasiyan
kanallar olan lenf damarlar1 veya kan damarlarinda gelisebilen kanserler duvarlar
istila ederler. Kanser hiicreleri, enfeksiyonlarla miicadeleye yardim eden bean
(bas veya bezelye tanesi gibi) bi¢imli yapilar olan lenf nodlar1 yakinina siiziiliirler.
Kanser hiicreleri metastaz olarak adlandirilan bu siireclele, kan veya lenfatik

damarlar yoluyla viicudun uzak boliimlerine tasinirlar (Ward, 2005).
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Kolon kanseri genellikle uzun yillar boyunca yavas yavas ilerler. Kanser
gelisiminden once, kansere donilisen nonkanserojen polipler gelisir. Polip, kolon

veya rektum hattinda dokunun biiytimesidir (Sekil 2.12) (Ward, 2005).

2.5.1 Polipler

Polip terimi, Yunanca da bir sapla mukozaya bagli, liimene dogru uzantili olan
lezyonu belirtmek icin kullanilmaktadir. Polipler hakkinda yeterli bilgi sahibi
olmak, tip ve Ozelliklerini iyi bilmek, hangilerinin neoplastik olduklarini
anlayabilmek CRC’i (Colorectal cancer-kolorektal kanser) gelismeden tedavi

edebilmek i¢in gereklidir (Fleisher, 1999)

2.5.1.1. Poliplerin Siiflandiriimasi
2.5.1.1.1. Klinik Stmflama: ikiye ayrilirlar;
a) Sporadik: Cevresel faktorlerle gelisirler ve yaslilarda sik goriiliirler.
b) Kalitsal: Ailevidir, erken yaslarda ortaya ¢ikarlar. Bunlarda neoplastik

ve non-neoplastik olarak gruplara ayrilirlar, (Fleisher, 1999).

2.5.1.1.2. Endoskopik Simiflama
a) Liimene uzantih (polipoid ya da eksofitik): Sesil veya sapl olabilirler
(Sekil 2.13).
b) Uzantisiz (noneksofitik, flat) olabilirler: Diiz olanlar mukoza
seviyelerine gore;
a) hafif¢e yiiksek,
b) diiz,
c) hafifce ¢okiik olmak iizere {i¢ gruba ayrilirlar.
Yasusho ve ark. lart 1997 de 115 endoskopik tant konmus kolorektal kanserler
tizerinde calismis ve "flat elevated" tip kolorektal kanser de kenarlardaki
diizensizligin ~ malign  potansiyel isareti  oldugunu  gostermislerdir,
(Tanaka S.et al.2001). Japonya da 1997 de Takeshi deprese tip CRC de kiigiik
deprese alanlarin morfometrilerinin de kanserle iliskili olduklarin1 gostermislerdir,

(Smith G.A.et al 1999).

19



Kalan

ras onkogeninin e
aktivasyonu pS3 timdr stpresssr
o 9 geninin kayki
APCnin karykn DFC tUm?r ilave
(ve difierleri FUpresEor
Kaolon duvar gErinin kaybl 9 mutasyonlar

Mormal kolan Kk benign (polip) En bivyik benign Malignant biyime
epitel hiicreleri bilylmesi hiyimesi (adenoms) [karsinoma)

Sekil 2.13. Kolonda ortaya ¢ikan polipler (a,b) ve polip olusum evreleri (internet 11).

2.5.1.2 Poliplerin Histolojik Siniflandirmasi

a) Sporadik Polipler

a-1. Non neoplastik olanlar

1) Hiperplastik polipler (Metaplastik): Bunlar birer mukozal hiperplazi
odaklaridir. Lieberkithn kriptler1 yaprak seklinde centiklenerek testere disi
goriintiisii alir. Kolumnar hiicrelerin aralarinda biiylik goblet hiicreleri vardir.

Kriptlerin tabani kii¢iik yuvarlak c¢ekirdekli diizenli hiicrelerle siralanmustir,
(Fleisher, 1999).

20



2) Inflamatuar polipler: Devam eden veya diizlemekte olan inflamasyon
odaklaridir, rejenerasyon ya da granulasyon dokusu gosterirler, tek veya multipl
olabilirler.

3) Jiivenil polipler: Hamartomatoz tabiattadirlar, genellikle 14 yasindan
kiicliklerdeki bireylerde goriiliirler. Non familial tiplerde 3 taneye kadar polip
olusabilir, boylar1 3cm’ye kadar cikar ve saplidir. Hafif kirmizi, erode ve frajil
yiizeyleri vardir. Kesit yiizeylerinde mukusla dolu vakoller vardir.

4) Lenfoid polipler: Lenfoid hiperplaziden meydana gelirler.
Submukozada kolayca fark edilen, germinal merkezleri olan lenfatik agregatlar

vardir, polipi kaplayan kolorektal mukoza normaldir (Fleisher, 1999).

a-2. Neoplastik olanlar

Kolorektal neoplastik poliplerde histolojik tami baglica displazi (adenoma) ve
penetrasyon derecesine (karsinoma) baglidir. Poliplerin histolojik yapisal bigimleri
[tiibiiler, villoz ya da serrated] ise malignite riskini belirler. Vill6z yapi, biiyiik
olmasi ve ileri diizeyde displazi varligi malign potansiyeli oldukga arttirir. Kiigiik
poliplerin az bir kism1 yaygin karsinomaya dogru ilerler. Neoplastik polipler ayni
zamanda endokrin hiicrelerin proliferasyonu (karsinoidler) veya baska yerlerdeki

tiimorlerin metastatik implantasyonu sonucunda gelisirler.

b) Kalitsal Polipler ve Polipozisler
Kalitsal non-neoplastik ve neoplastik poliplerin karakterleri, sporadik

poliplerinkiyle benzerdir.

b-1. Non-neoplastik polipler

1) Familial hamartamatoz polipozis (Peutz-Jeghers Sendromu, PJS): STKI11
geniyle ilgili otozomal dominant bir hastaliktir. Polipler sesil ya da sapli, lobulld,
bazen erode, hemorajik ylizeyli, 5-50 mm. boyutlarinda ve yuvarlaktir, sayilar1 3
ve >100 olabilir. Ince bagirsak, nadiren de mide ve kolondasmirhdirlar.

Mikroskopla hamartomalar olarak (displastik olmayan, uzamis kolonik bezleri
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cevreleyen dallanmis muskularis mukoza ile karakterize) goriiliirler. Intestinal ve

extraintestinal kanserlerin gelisim riski artmistir (Fleisher, 1999).

2) Jiivenil polipozis (JP): Tiim gastrointestinal sistemde 5 veya daha fazla jiivenil
polip vardir, malignite riski tasirlar. Otozomal dominant gecislidir. Kromozom 18q
da lokalize SMAD4/DPC4 geninde (tliimor supressor gen) mutasyon ve allel kaybi

s0z konusudur. Nonneoplastik histoloji kanser gelismeyecegini gostermez.

b-2. Kalitsal neoplastik polipler
Kalitsal Nonpolipozis Kolon Kanser (HNPCC): Bu hastalarda normale gore 4
misli adenoma gelisme riski vardir. iki tipe (Lynch I ve Lynch II aile tipi) ve eger
Moir-Torre sendromu da dahil edilirse ii¢ tipe ayrilirlar. Lynch I tipi; erken yasta
baslar, otozomal dominant kalitsaldir, sag kolonda siktir ve multipl kolorektal
kanserler gelisir. Lynch kanseri Tip II de ayrica extraintestinal Ca’lar (kanser) da
vardir. Moir-Torre sendromunda sayilanlara ilaveten (Tip I+Tip II) sebase
adenomalar, izole veya multipl keratoakantomalar ve diger deri lezyonlar1 (benign
keratozlar, squamoz cell Ca lar -kiiciik hiicreli karsinomalar-bazal cell Ca lar—bazal
hiicreli karsinomalar-kist ve fibromlar) vardir. Erken yasta kolorektal kanser
gelisimi s6z konusudur. Multipl primer senkron ve metakron kanserler gelisebilir.
Amsterdam Kriterleriyle kalitsal polipsiz kolorektal kanserin tan1 kriterleri
belirlenmistir;

1- Ailenin 3 bireyinde kolorektal kanser olmasi

2- Bu 3 kisiden birinin diger 2 kisinin 1. derecede akrabasi olmast

3- Ard arda 2 nesilde goriilmiis olmasi

4- En az 1 aile ferdinde <50 yas CRC geligsmesi

5- Patolojik incelemeyle kolorektal kanser tanisinin konmus olmasi
gereklidir. Germline mutasyonlar1 hastaliga yansir. Simdiye kadar HNPCC
ailelerinde 5 farkli DNA mismatch repair geninin mutasyona ugradigi gozlenmistir.
Bunlar; MSH2, MSH6, MLH1, PMS1 ve PMS2 dir. Tiimdr olusumu sirasinda ilgili
mismatch repair geninin yabanil allelinin inaktive edildigi, bu yiizden mutasyonun

artarak tiimor ilerlemesinin hizlandig: ileri siirtilmiistiir. Patogenezde sadece DNA
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mismatch repair genlerinin degil edinsel genetik degisikliklerinde rol oynadigi

diistiniilmektedir.

2.6 Kolon Kanserinin Siniflandirilmasi

Kolon kanseri, Familial Adenomatous Polyposis (FAP-Ailesel Ademoma
Poliposis) (%20) ve Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer (HNPCC-Lynch
Syndrome-Kalitsal Polipsiz Kolorektal Kanser) (%35) gibi genetik, sporadik
(kiside ortaya ¢ikan) (%75) ve familyal (ailesel) sendromlar olarak siniflandirilir

(Sekil 2.14) (Hendon ve Dipalma, 2005).

Sparadik
sendromlar

Genetik
poliposis

HMPCC

Fap

Sekil 2.14. Kolon kanser ¢esitlerinin oranlari (internet 12).

2.6.1 Kalitsal Sendromlar

2.6.1.1 Ailesel Adenoma Poliposis (FAP)

FAP (Familial Adenomatous Poliposis), kalitsal kolorektal i¢in klasik bir ornektir.
Bu hastalik, tip yaymlarinda 100 yildir bilinmektedir. Hastalar, periampullary
(kabarcik ¢evresinde) karsinoma, papilla tiroit karsinoma, gastrik karsinoma,
sarkomalar ve beyin tiimorleri i¢in riski de artmustir. FAP aileleri ¢alisildigt
zaman, sendromun genotipik ve fenotipik heterojenitesinin farkinda olunmalidir.
Bu heterojenite 6rnegi; klasik FAP da olusmasindan kolorektal kanser
baslangicinda ve proksimal kolonik tercihiyle kolonik adenomalarin daha az

sayistyla  karakterize olan attenuated (azaltilmig-zayiflatilmis) familyal
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adenomatoz poliposis (AFAP) varyanti son kesiftir (Tablo 2.2). Spirio et al., 1993
AFAP icin etiyolojik olan APC geninin 5° sonunda mutasyonu belirlemistir.
APC genindeki mutasyonlardan eksik c¢oklu adenomali hastalarin agiklamasi
varken, Coklu adenoma kosullar1 olmadan APC mutasyonlar1 ile sonuclanir

(Lynch ve Chapelle et al.2005).

FAP, otozomal dominant 6zelligi ile kalitsaldir ve 10,000 kiside bir insidansa
sahiptir (Lee et al. 2004). Kolon ve rektum tiizerine birka¢ yiiz veya bin adenom
poliplerin yayilmasi ile karekterizedir (Lee et al. 2004, Miyaki et al. 2003).
Mide, duedonal, jejunoileal ve kolorektal alanlarda adenoma gelisebilir (Hendon

ve Dipalma et.al.2005).

FAP, APC geninin germline mutasyonuyla olugmaktadir (Lee et al. 2004).
APC, wnt sinyal yolu (Sekil 2.15 a ve b), intraseliiler adhesyonu, iskelet
stabilizasyonunda, hiicre siklusu diizenlenmesinde ve apoptosisde 6nemli rolii ile
genis 312 kD proteini kodlayan bir tiimor supressor genidir. 4PC mutasyonlari,
c-myc ve siklin D1 gibi onkogenlerin diizensiz transkripsiyonuna izin verdigi

diisiiniilmektedir (Conlin et al. 2005).

WNT yol ag1 kanser gelisiminde oldukca 6nemli mekanizmalar1 igermektedir.

WNT sinyal eksikliginde, serbest intraseliiler B-catenin seviyesi proteozomda
bozulmasi i¢inen aza indirgenmistir. Adheren baglantilarda B-cateninle
dengelenen serbest sitoplazmik catenin, APC, axin/conductin ve glikojen sentaz
kinaz 3’ (GSK3) igeren yikim kompleksini ¢alistirmaktadir. F-box protein B —
TrCP igeren SCF kompleksiyle taninmasina izin veren GSK3, B-catenini fosforile
eder. Proteasom tarafindan bozulan ve B-cateninin taninmasina izin veren, SCF
kompleksindeki diger proteinler [B-catenin zincirine poliubikunasyon olarak
eklenmesini katalizler. Dolayisiyla, B-catenin nukleusa gelemeyebilir ve TCF-
yanitlayici genlere co-active edemeyebilir. Korepresor olan Groucho, -catenin

yoklugunda TCF-yanitlayici genlerinin aktivasyonunuda gosterir (Sekil 2.15.a).
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WNT’nin varliginda, reseptorii olan LRP6 ile komplekste aktive edilmektedir. Bu
durum, GSK3’iin inhibitérii GBP’yi aktive eden Dishevelled da kademeli olarak
verilen sinyalin kusurlu olmasina yol agar. Dolayisiyla, B-catenin yikim igin
hedeflenemeyebilir ve TCF-yanitlayict genleri igin ko-aktivator olarak hareket

etigi nukleus icine serbest birakilir (Sekil 2.15.b).

Sekil 2.15. WNT sinyal yolu (internet 13).

2.6.1.2 Kalitsal Polipsiz Kolorektal Kanser (HNPCC-Herediter Non-Poliposis
Colorectal Cancer-Lynch Syndrom)

Kalitsal polipsiz kolorektal kanser (HNPCC), orijinal olarak “kanser aile
sendromu” olarak adlandirilmig olup, Lynch sendromu olarak isimlendirilmistir.
Tarihi acidan, patolog Aldred Warthin tarafindan bir ailede yapilan ilk
tanimlamadir. 1895 yilinda ¢alisilmaya baglanmis ve 1913’de yayinlanmistir. Bu
aile G aile olarak bilinmektedir. 1972 yilinda Lynch ve Krush tarafindan yeniden
calisilmistir ve HNPCC ozelliklerine sahip oldugu ortaya konmustur (Lynch ve
Chapelle et al. 2005).
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HNPCC, kolon kanserinin otozomal dominant bi¢imde tanimlandigi zaman
1960’larin ortasinda kalitsal kanser sendromu ilk olarak tasvir edilmistir. Lynch
sendromunun en énemli 6zellikleri;

a- Otozomal ve dominant olarak kalitilir,

b-Kolon kanser i¢in gen penetransi % 85-90,

c-Kolon kanser gelisimi erken yaslarda goriiliir (=45 yas),

d-Kolon kanserin bircogu (%70) dalaga katlanan proksimaldedir (govdeye yakin
olan yapilardir),

e-Coklu kolon kanserleri, sadece es zamanli degil farkli zamanlarda da yaygindir,
f-Prognozu kolorektal kanserden daha iyidir;

g-Kolon kanserin patolojik 6zelligi ayirt edilebilir (patognomik degildir) ve az
farklilasma, icerir, signet (ylziik sekilli) hiicreler, mediiller 6zellikler, peritiimorel
lenfotik siiziilme, Crohn reaksiyon gibi ve timor hiicreleriyle karigan timor
lenfositlerin siizlilmesi (TILs-tumour infiltraring lymphocytes) artar;

h-Birka¢ ekstrakolonik bolgelerde malignansi i¢in risk artist vardir, ozellikle
endometrium, yumurtalik, mide, kiigiikk bagirsak, hepatobiliyer alan, pankreas,
tiretral ve bobrek pelvisi gibi. Bazit HNPCC hastalarinda meme kanseri ortaya
cikabilir. Warthin’nin G ailesinde, 1900’ lardan 6nce gastrikt kanserin fazlasiyla

yaygin oldugu bulunmustur (Lynch ve Chapelle et al. 2005).

HNPCC dominant kalitim gosterir ve kanserler ¢ogunlukla proksimal kolonda
gelisir (Hardy et al. 2000). HNPCC (Lynch Sendromu olarak da bilinir), yaklasik
30 yildir ailelerde goriilen, cogunlukla kolon kanserlerinden otosomal dominant
kalitim bi¢imiyle ayrilmaktadir. Birgok ailede exstra kolonik tiimorlerde goriiliir.
Ozellikle jinekolojik, kii¢iik bagirsak veya iiriner alandaki karsinomlardir ve
bunlar Lynch tip 2 olarak bilinir. Belirlenmis Lynch Tip 1 bolgeye 6zgii kolon
kanserlerden ayrilmaktadir (Cole ve Sleightholme 2000).

Mismatch tamir genlerinin {li¢iindeki mutasyonlar, dominant kalitilan HNPCC’ye
sebep olur. Bunlar, kromozom 2p lizerindeki MSH2, kromozom 3p iizerindeki
MLH1 ve kromozom 2pl6 tlizerindeki MSH6 genleridir (Sekil 2.16). MMR

genlerindeki mutasyonlu kolon kanserli olgularda, mikrosatellit instabilite ve
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replikasyon hata (RER-Repication error) formunu gosterir. HNPCC olgularinda,

MMR genlerindeki mutasyonlar sadece mutasyon oranini artirdigi kabul edilmis

olmasina ragmen, MMR mutasyonlar1 kendi kendilerine baslangi¢ta dogrudan rol

almalar1 da miimkiindiir (Houlston, 2001). HNPCC deki tiimérlerin siklig1r ve

bolgesi sekil 2.17°de gosterilmektedir (Cole ve Sleightholme et al. 2000).
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Sekil 2.16. HNPCC de kusurlu mismatch tamir enzimlerinin kalittmi1 ve olgularda (hastalarda)

yiiksek oranda genetik mutasyonlarin birikimi (internet 14).
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Sekil 2.17. HNPCC de goriilen tiimor siklig1 ve bolgesi (Cole ve Sleightholme et al. 2000).

HNPCC’ye neden olan kolon kanserlerin oran1 halen tartisilmaktadir ve yaklasik
olarak %1-%20 oranlar1 arasinda degiskenlik gosterir. En ¢ok gozlenen oran ise

%?2’dir (Cole ve Sleightholme et al.2000).

HNPCC olgulari, her dort insandan birinde, DNA mismatch tamir genlerinin bir
dizi gen degisimi yliziinden mutasyonlardaki tamir kapasitesindeki eksikligini
gosterirler. Diger bir allelde elde edilen fiziksel bir mutasyonla birlestirilen bir
alleldeki bir dizi gen mutasyonu, bu 6zelligin ortaya ¢ikmasi i¢in gereklidir. Son
bilgiler; mismatch tamir genlerinin, bazi kolon kanser durumlarinda degismekte
oldugunu 6ne stirmektedir. Anormal mismatch tamiri, genom boyunca yayilan
DNA mikrosatellit tekrar dizisinin uzunlugundaki fiziksel degisiklikler iginde
yansitilir. Ama hiicre ¢ogalmasini ve yavaslamasini igeren genlerdeki

mutasyonlarin, timor gelisiminde 6nemli bir rol oynamasi beklenir. Ornegin;
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TGFpIIR, IGFIIR ve bax genleri, HNPCC hastalarinda sik sik degisen kod
alanindaki kisa tekrarlari tagir (Sevignani et al. 1999).

2.6.2 Sporadik Sendromlar

Kolon kanserlerin yaklasik % 75°nde ortaya ¢ikan APC mutasyonlar1 genellikle
APC proteinin azalmasina (truncate) ya da kayip allel formunu alarak ve en erken

adenomlarda gbzlenir (Houlston, 2001).

Kolon kanserlerin % 70°den fazlas1 adenoma poliplerden gelisir ve 6liim sonrasi
calismalar, Bati populasyonlarinda adenom insidansinin %30-40 oldugunu
gostermistir.  Polipler olgularin ¢cogunda asemptomatik ve siklikla multipledir.
Diiz (yass1) adenomlar, endoskopide farkli taninir, poliplerin yaklasik %10’unu
aciklar ve malignantin yliksek degisim oranina sahip olabilir ya da saldirgan

kanser fenotipine yatkin olabilir (Hardy et al. 2000).

2.6.3 Familyal Sendromlar

Bilinen familyal sendromlar kolorektal kanserlerin yaklasik % 5’ini tanimlar. En
yaygin kalitsal sedromlar familyal adenomatoz poliplerdir (FAP) ve polipsiz
kalitsal kolon kanseridir (HNPCC). Attenuate familyal adenomatoz polip,
genclige 0zgii poliposis sendromu ve Peutz-Jeghers sendromu nadirdir ve
kolorektal kanserin mendelyan sebebidir. Familyal adenomatoz poliposisde
kromozom 5’deki APC i¢in timdr supressor gende germline mutasyon vardir

(Hardy et al. 2000).
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Tablo 2.2. FAP’1n klinik ve molekiiler baglantisi ve diger kanser tiirleri ile olan iliskisi.

FAP AFAP/HFAS HNPCC/Lynch UCAN
CRC’in teshisinde yas ort.
32-39 45-55 42-49 40-70
Kanserin yayilimi Rasgele Cogunlukla sag | Cogunlukla sag | Cogunlukla
kolon kolon sol kolon
Poliplerin sayisi >100 1-100 1(ie timor)
Cinsiyet orani(kadin- 1:1 1:1 1,5-1 1:1
erkek)
Polipin endoskopik | Pediinkiillii Cogunlukla yass1 %45 pediinkiilli; | Higbiri
gorinimi %355 yass1
Kanser olusumuna erken 10-20 10 5 7-8
adenomadan
lagtime(years)
Kolonik kanserin 1 0,5 1-5 <0,5
yiizdesi(%)
Siiperfizyal fiziksel | %80  retinal Higbiri Sadece Muir- | Higbiri
stigmata pigmentasyona Torre sendromu
sahip
Poliplerin yayilimi Distal  kolon | Cogunlukla rektalde | Cogunlukla Higbiri
veya yaygin fazlaligiyla proksimalde
proksimalde dalaga | dalaga katlanmasi
katlanmas1
Karsinom histolojisi Daha ¢ok | Eksoptik  olmayan | Musinde Mukozal
eksoptik fakat ¢ok c¢esitli iltihaplanma artis1 | iilseratif ve
biiyiime iltihaplanma
Diger tiimorlerle ilisigi Duedonal Duedonal adenoma Endometrial
adenoma yumurtalik,
serebral ve gastrict  kanser,
tiroid tiimdrler, glioblastoma,
medulloblasto diger birgok
ma ve kanser
desmoidler
Gen(kromozom) APC(5q21)5° APC(5q21)5° MHS2(2p), Coklu
mutasyonu distal proksimal MLHI1(3p21), mutasyonlar,
PMS1(2p31), 17p(p53),
PMS2(7p22) 5q(APC),
9p(p16)

2.7 Epidemiyolojisi

Kolon ve rektumun sporadik karsinomanin gelismis tlilkelerde kanser 6liimlerinin

en yaygin sebebidir.

insidansi

diisiik olup,

erkeklerde ve kadinlarda goriilme orani

Amerika’da her yil erkeklerde 44/100.000 ve kadinlarda
33,1/100.000 yeni olgu teshis edilmektedir. Giliney Amerika’da kolon kanser

sirastyla

16,4/100.000 14,8/100.000°dir. Buna karsin, Arjantinde bu oran Giiney Amerika

tilkelerine gore kadinlar arasinda ikinci ve erkekler arasinda ise {iglincii sirada yer
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alir (Pérez et al. 2006). Yas, kolon kanser gelisimi icin risk faktoriidiir. Kolon
kanserli olgularinin yaklasik 9%90°1 50’li yaslardadir. Bununla birlikte, geng
yaslarda da olusabilir (Rupnarain et al. 2004). Ulkemizde yeterli giivenirlikte
olmayan sayilara gore 1.93/100.000 diizeyindedir. Kolon kanserinde dikkati ¢eken
hususlardan bir tanesi de cinsiyet dagilimdaki farklardir ve erkeklerde daha sik

goriilmektedir (Grafik 2.1, 2.2)
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Grafik 2.1. Ulkemizde 1975-2000 yillar1 arasinda erkeklerde kolon kanserinin diger kanserler
arasindaki egrisi (internet 15)
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Grafik 2.2. Ulkemizde 1975-2000 yillar arasinda kadinlarda kolon kanserinin diger kanserler

arasindaki egrisi (internet 15).
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Kolon kanser insidans orani, farkli cografik alanlarda genis ¢apli olarak degisiklik
gostermektedir; Asya, Afrika ve Latin Amerika iilkelerinde kismen daha az,
Kuzey Avrupa, Avusturalya, Yeni Zelanda ve Amerika’y1r da i¢ine alan Bati

ilkelerinde daha fazladir (Smith et al. 2002, Rupnarain et al. 2004).

Gog¢men populasyonlarindaki calismalarda, diisiikten yiiksek riskli iilkelere
tasinan populasyonlar gostermisti ki, hizli niifus kaymasi, cevresel etkilerin
CRC duyarliigimi etkileyebilecegi goz oniinde tutularak artan bir kanser riskini

gostermektedir (Smith et al. 2002).

Adenoma poliplerine sahip olma veya kronik bagirsak iltihap Oykiisii de riski
artirir.  Kolon kanser riskinin artisiyla iligkili artan faktorler, ilksel dereceye
iligkin ailesel Oykiisii, ileri yasta hamilelik, diizensiz menstural dongiiler ve geg

yasta menopozu igerir (Rupnarain et al. 2004).

Az sayidaki ¢alismada, kolon kanserin sigara kullanimi ve genetik degisimler ile
ilgisini incelenmistir. Yapilan ¢aligmalar daha ¢ok spesifik bir genin degisimleri
analiz etme iizerine odaklamustir. Ilgingtir ki, Freedman et al. 1996, sigara
kullananlar i¢in, p53 mutasyonlarinin gostergesi olarak p53’iin iist degerlerini
kullandiginda sigara kullananlar i¢in kolon tiimérii p53 negatif tist deger (p53"°)
riskinin arttigin1 saptamistir.  Slattery et al. 2000 ve Yang et al. 2000, sigara
kullanma ile siradan miksrosatellit instabiliteli kolon tiimdrleri arasinda pozitif
baglant1 kurmuslardir (Diergaarde et al. 2003). Sigara kullanimi, kolon
karsinomlarin prekiirsor lezyonlari, bir¢ok kolon adenomlarla iliskilendirilmistir.
Calismalarin ¢ogunda, uzun donemde sigara kullanimi, adenom riskini 2-3 kat
artirdigr gosterilmistir (Diergaarde et al. 2003, Miyaki et al. 2002). Sigara igmek
kolon kanser vakalarinda bir risk faktoriidiir (Miyaki et al. 2002).

Epidemiolojik ¢aligmalarin kaniti siirekli bir sekilde alinan yag ve et miktarlarinin
kolon kanser riski ile pozitif bir iligkisi oldugunu gostermektedir. Bu kanit
ekolojik c¢aligmalar; hayvan deneyleri ve durum kontrol ¢aligmalarindan elde

edilmistir (Boyle ve Langman et al. 2000).
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Diyetin ve yasam tarzinin kolon kanseri hastalik sebebinde 6nemli oldugu
diistintildiiginde, bunlarin p53 mutasyonlarinda etken olabilecegi miimkiin
olmakla beraber, mutasyonun lokalizasyonu ve tiiriinii de belirleyebilme ihtimali

bulunmaktadir (Slattery et al. 2002).
2.8 Kolon Kanserinde Gozlenen Sitogenetik Degisimler

Genomik sekanslarin yaklasik %20’sinin ortalamasit CRC de LOH’a ugrar. Bu
durum biiyiik bir alanda tiimér supressor genlerinin inaktivasyonuna eslik eden
kromozomal dizilerinin kaybina neden olur. Allellik kayiplarina ek olarak, timor
hiicre genomunda kromozomal dizilerdeki artiglar, normal hiicre genomu ile ilgili
olarak, kanser hiicresinde sitogenetik olarak gozlenen andploidinin temelini

olusturur (Peinado et al. 1992).

Timor olusumunun son evresinde tipik olarak p53 {in kayb1 meydana gelir ve
boyle tiimorler daima andploididir. Andploidi 2n den farkli sayida kromozom
gosterir ve gogunlukla kromozomlarin yapisal degisikleri ile karakterizedirler. Bu
andploidi, anormal mitoz sirasinda kromozomlarin artisi ve yiliksek kayip

oranindan ileri gelmektedir (Bunz et al. 2002) (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. Kolon kanserinde andploidi (internet 17).
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2.9 Kolon Kanserlerinde Gozlenen Molekiiler Genetik Degisimler

Genel olarak, kolon kanser genetik degisimlerin ¢ok basamakli birikimiyle ortaya
cikt1ig1 kabul edilmektedir (Yamada et al. 2001). Kolon karsinomlar, onkogenler
ve tiimor supressOr genler ya da DNA mismatch tamir gen degismelerindeki

mutasyonlarin sonucu olarak gelistigi diisiiniilmektedir (Uchida et al. 1998).

Adenomadan karsinom evrimi adenoma-karsinoma sekansi olarak adlandirilan
tiimorgenesisin genellikle ¢ok basamakli siire¢ olduguna inanilir. Bu konsept,
1970’lerin ortasinda teklif edilmis ve molekiiler genetik calismalariyla
desteklenmistir. Tlmorgenesisde molekiiler seviyede elde edilen kanitlar, bazi
hiicrelere bliylime avantaji veren progenitorleri (atalar1), bu anormal hiicrelerin
klonal genislemesine sebep olan genetik degisimler serisidir. Bu degisimler, K-
ras gibi onkogen veya APC, p53 ve DCC genleri gibi timdr supressor
genlerindeki mutasyonlar olabilir (Sheikh et al. 2002). Sporadik ve kalitsal
kolorektal neoplazmalardaki molekiiler genetik degisimler anlasilmistir ve
belirgin iki yolu igermektedir;

a- Cogu kolon kanserlerindeki genetik degisimler adenomalarda mevcuttur
ve/veya 5q kromozomu iizerindeki APC geni delesyonu, K-ras proto-
onkogeninin nokta mutasyonu, kolon kanser geninin (DCC) delesyona
ugramis kaybi1 ve 17q kromozom iizerindeki p53 geninin delesyonunu

icerir (Sekil 2.19) (Rashid et al. 1999).

APC K-ras DCC p33 kaybi Ek
mutasyonu mutasyonu delesyonu ve/veya mutasyonu mutasyonlar
l ! l ! !
Normal Erken Geg Displazi Kanser Metastatik
Epitel Adenom Adenom Evresi Kanser

Sekil 2.19. Kolon kanser tiimdrgenesisi
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b-Kolorektal neoplazmanin ikinci yolunda, DNA replikasyon hatalari;
mikrosatellit diizensizligi (mikrosatellit instabilite-MSI), her zaman bulunan
somatik mutasyonlar, hAMSH2, HLHI, PMS1, PMS2 ve GTBP’yi iceren niikleotit
mimatch tamir genlerindeki mutasyonlar vardir. RER; pozitif kolorektal
karsinomlar, genellikle sag taraflidir ve hasarli olarak iki katli bir hiicre
populasyonuyla fark edilmektedir. Bu kanserli hastalar hayatta kalmaktadir
(Rashid et al. 1999).

Neoplastik siirecin baslamasi; sadece iki mutasyona gereksinim duymasina
ragmen, Vogelstein ve arkadaglari, en az bes biiylik genetik hatanin birikiminden
sonra malignant transformasyonun olusabildigini Onermislerdir. Olaylarin
cogunda mutasyonlarin baglamasi, APC timér supressor gen lokusunda
(5921-q22) gergeklesir. Baslangicta, malignant transformasyonda 6nce polip
gosterebilir ve 10-15 yil i¢inde ¢ogalabilir (Sheikh et al. 2002).

Adenomadaki bu sistemli siire¢, diizensizdir. Cogalan bdlme, kript yiizeyine
dogru tasinir ve mitoz devam eder, hiicre 6liimiiniin eksikligi ve farklilagsmasi ve
hiicre olgunlagmas: gecikir. ~ Sonunda c¢ogalan bdlme, kripte girmesi ile
sonuglanir.  Histopatolojik seviyede taninabilen en erken ve en kiiciik dogru

yoldan sapan kript odagi (ACF-aberrant crypt focus) olabilir.

Insanlarda ACF’nin iki tipi incelenmistir. En yaygin olani, normal hiicrelere
sahip hiperseliiler kripttir ve hiperplastik veya non-displastik olarak adlandirilir.
Ciinkli 6nemli lezyonlara yol acar. Az yaygindir, fakat en 6nemlisi adenom ve
karsinomlarin onciisti olduguna inanilan displastik ACF’dir ve unikriptal polipleri
isaret eder. Hiicresel cogalma siirecii onkoproteinler, tiimdr supressdr gen
tirtinleri ve siklinler gibi diizenleyici proteinlerle diizenlenmektedir. Epidermal
bliylime faktorleri gibi diger biiyiime faktorleri, bliylime faktorii-a, gastrin ve
enteroglukagona transforme olurken, gastrointestinal epitelyumun ¢ogalan
aktivitesine de etki edebilir ve kolorektal karsinogenesisde rol oynar (Sheikh et al.

2002).
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Malignant hiicre formlar1, genetik olarak biiylime faktorlerinin degisimindeki
olaylar serisinin sonucudur ve onlarin reseptorlerini igerir. Kolon neoplazisinin
ilerlemesini iki gen etkiler;

-hiicre dogumunu ve 6liimiinii diizenleyen bekgi genler (gate-keeper) ve

-gen mutasyonlarint dogrudan degerlendiren yonetici genler (carekeeper)
(Rupnarain et al. 2004). Malignant tiimdr, bekci genler oldugu zaman olusur,
ornegin APC mutant1 hiicre Oliimii {izerine hiicre olusumunun asiriligr ile
sonuclanir.  APC genindeki mutasyonlar, kiigiik, benign tiimor olusumuyla

sonuclanir (Rupnarain et al. 2004).

K-ras, kolon kanser patogenezinde gorevli bir onkogendir (Hendon ve DiPalma
2005). K-ras, yiksek derecede homolog onkogenlerin 3 grubundan biridir ve
plazma membranlarinin i¢inden efektor molekiillere eksternal uyari
transdiiksiyonunda gerekli olan kiigiik bir 21 kD proteini kodlar. Bu protein
normal hiicresel ¢evrede, sinyal transdiiksiyonu izleyen inaktivasyona izin veren
intrinsik (esas) GTPase aktivitesine sahiptir.  Aktiflesen K-ras mutasyonu,
kolorektal tiimorgenesisinde en erken olusurken, hiicresel proliferasyonu ve
malignant transformasyonu diizensizlestiren ve artisina yol agan GTPase

aktivitesini kaldirdig: diisiiniilmektedir (Conlin et al. 2005).

Normal mukozadan adenomaya degisim, mukozal hiperproliferasyonu ve DNA
hipometilasyonu kapsar. Onkogen mutasyonlar1 adenoma degisimi i¢indedir. Bu
basamaklardan sonra allelik delesyonlar, displazi (bozuk, hatali gelisim) kansere

ilerlemede yardimcidir (Hendon ve DIPalma 2005).

Kolorektal karsinoma gelisiminden sorumlu genler arasinda, p53 geninin
inaktivasyonu, benign tiimdrden malign tiimore gecis roliinii Ustlendigi
distiniilmektedir, ¢linkii p53 geninin degisimi, kolorektal karsinomanin
% 49-70’inde olugsmakta ve adenomada yogun olarak bulunmamaktadir. Buna
karsilik, bu fikir, intermukozal (mukoza i¢i) ve aym karsinomanin yaygin
boliimleri arasinda p53 geninin inaktivasyon sikliginin karsilastirilmasindan

ortaya cikmustir (Kuwabara et al. 1998). p353 timor supressor genindeki
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mutasyonlar, aktivitesinin kaybi1 neticesinde olusur (Sekil 2.20) (Rupnarain et al.

2004).

~—— Mormal kolon hicresi

l APC geninin delesyonu

* Fas mutasyonu

Kromozom 158 Uzerindeki
tamar sipresar gen delesyonu

e, Malignant hilcrelere
. 4— biylk poliplerin
; yerlegmesi

pS3 On delesyon veleya
mutasyonu

- Kolon kanser

Sekil 2.20. Kolon kanserin polipli modeli (internet 18).

2.10 Tiimor Gelisimi

Kolon tiimérleri, farkli sathanin tiimoérlerinin gelisimini yanina alabildigi gibi, en
yaygin neoplazmalarin gelisimine neden olan genetik degisimlerin caligilmasi i¢in
cok iyi bir arastirma materyalidir (Fearon ve Vogelstein, 1990). Oncelikle,
hiperplastik epitelyum normal goriiniir, yaygin olmayan, displazinin farklh
sathasinda adenomatoz poliplere dogru ilerlemekte ve sonunda karsinoma sathasi
ile sonlanmaktadir (Weinberg, 1991). Kolorektal adenomlar, 6nemli genetik ve
fenotipik Ozelliklere gereksinim duyan, mukozal neoplazmalarin grubudur.
Histolojik olarak adenomlar, tiibiiler, villus ve tiibiilo-villus olarak siniflandirilir.
Adenomlarda, diisiik veya yliksek derece dagilim gosteren hiicreler, displastik
hiicrelere sahip olabilir.  Diislik dereceli displastik adenomlar, iyi huylu
diizensizlik gosterirler. Diger taraftan yiiksek derece displastik adenomlar,
glandular 6rneklerde ve/veya extrem sitolojik diizensizliklerde degisim gosterir

(Rupnarain et al. 2004).
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Kansere onkogenlerin overekspresyonu (bir genin asir1 derecede eksprese olmasi)
ve timOr supressOr genlerin inaktivasyonu sebep olur. Onkogenin
overekspresyonu, diizenleyici genlerde ve/veya gen amplifikasyonunda ortaya
¢ikan mutasyonun sonucudur (Kovvali et al., 2003). Sadece kalitilan degil ayni1
zamanda somatik genetik degisimlerin incelenmesi saglanir, ¢evresel ve kalitsal
faktorlerin her ikisi de, kolorektal tiimdrlerin gelisimine katkida bulunur (Fearon

ve Vogelstein, 1990).

Kolonda biiylik adenomlarin %60’mnin mutant, K-ras onkogeninin aktif oldugu
saptanmistir. Poliplerin karsinoma olusumuna dogru gelisimi, kromozom 18 ile
iligkili mutasyonun inaktivasyonu, kolorektal kanser tiimor supressor genindeki
delesyonu ile baglantilidir ve bunu kromozom 17 deki tiimoér supressor p53
geninin mutasyonu ve/veya inaktivasyonu izler. Bu diizen, her zaman takip
edilmez. Fakat olaylarin sekansin1 destekler. Hiicrenin adenomdan karsinomaya
ilerlemesinde yaklagik olarak yedi farkli genetik degisim olusmaktadir
(Sekil 2.21). Dolayisiyla, tanimlanabilen genetik degisimlerin sekansi, malignant
hiicre gelisiminin genomda ardarda birikimi olarak kabul edilebilir
(Vogelstein et al. 1989). Kolon kanser gelisimi ve korektal kanser genindeki
(fonksiyonun bozulmasi) delesyon ile heterozigosite kaybi arasindaki iliski aciktir
ve ayni zamanda karsinogenesisindeki bu degisimlerin kronolojisi ile ilgili
tutarsizlik vardir (Kataoka et al. 2000). Gastrik ve kolon kanserleri muhtemelen

karsinogenesis i¢in ayn1 genetik temeli paylasir (Uchino et al. 1993).

Kolon karsinomlari, yassi veya bastirilmis poliploid olarak tanimlanabilen
adenomalardan gelisir (Morson 1984; Muto et al. 1985; Kudo 1993). Yassi veya
bastirilmig tiimorler, malignant potansiyele sahip daha biiyiik poliploid tiimérler
olarak tanimlanmistir (Wolber ve Owen 1991). APC-Ras-p53 yol ag1 kolon
kanseriyle sonuglanan indiiksiyon yol agidir. Bu yolun iki bileseni oldugu ileri
siriilmiistiir: kromozomal instabilite (CI) ve mikrosatellit instabilite (MSI).
Kromozomal instabilite yolu, mikrosatellit instabiliteyle ve heterozigosite

kaybiyla karakterize edilmistir (Lengauer et al. 1998).
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Mikrosatelit instabilite yolu, klonal secimle sonuglanan DNA tamir genlerinin
genis (kapsamli) birikimine neden olur. Mikrosatellit instabilite” fenotipi
genomda tekrarlayan bolgelerin allelik degisimiyle karakterize edilmistir
(Aaltonen et al. 1993). Insan tiimérlerinde somatik olusan mikrosatellit
instabilite, uzun niikleoitit tekrar sekanslarinin degisimlerinden olusur. Bu
mekanizma HNPCC de bulunan germline defektlerden de sorumludur.
Mikrosatellit instabilite insidans1 kolorektal kanser icin yaklasik % 25 ve
adenomlar i¢in %15 olarak rapor edilmistir (Hardy et al. 2000). Genler tekrarli
domainleri (islevsel bolge-bir proteinde 06zgiil bir islev gosteren amino asit
dizilerinin oldugu bolge) icerirken mikrosatellit instabilite genellikle hedef
olmaktadir, mesela, bax geni, kolon tiimdrgenesisde fonksiyon kaybina

yardimcidir (Rampino et al. 1997).
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Sekil 2.21. Hiicrenin adenomadan karsinomaya ilerleyisi (internet 19).
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2.11 Tiimor Hiicre Heterojenitesi

Kanser genetik degisimleri iceren ¢ok basamakli siirecin degerlendirilmesi ile
ortaya cikar. Bu degisimler, normal hiicrenin degisiminde klinik olarak
tanimlanabilen malignant hiicre olusumu ile sonuglanir. Kanserin ¢ok asamali
gelisim modeli, onkogenlerin normal hiicrelere dogrudan girisini igeren
karsinogenesis deneylerinin ve ¢ok asamali premalignantin malignant tiimdre
transisyonu morfolojik incelemelerle desteklenmistir. Son sdylenen en 6nemli
ornek, Hahn et.al, 1999’da tarafindan yapilmis deneylerdir, Biyotip aragtirmasi
icin Whitehead Enstitiisii, insan tiimoriiniin olusmasinin birka¢ bagimsiz asama
ithtiyact oldugunu gostermistir. Bu deneyler, normal hiicrelerde {i¢ genin ortaya
ciktig1 zaman, immiinolojik olarak hatali farede, normal insan hiicreleri tiimor
biiyiime egilimli kanser hiicrelerine transforme olabildigini gostermistir. Yapay
olarak ortaya cikan genler, telomerazi kisaltarak {istesinden gelen (overcome)
telomerazdir; ras onkogeni, ve SV40 genis T-hiicre antijeni timor supressor
genler p53 ve RB’yi inaktive ederler. Bu genlerin es zamanli varligr hiicre

transformasyonu i¢in gereklidir (Ambs et al. 1997)

Boylece, mutasyonla iliskili tek kanserli hiicre monoklonal olarak genislemenin
baslamasina ragmen, sonradan mutasyonlar kanserin ¢ok asamali gelisimine
gereksinim duyar. Bu siirecin dogal sonucu, yeni klonal gelisimi verir. Bu siirecin
farkli subklonal evrimi, bashi basina subklonlarda yeni isaret (new marker)
kromozomlarinin ve andploidi artiginin belirmesiyle iligkilidir (Indulski and Lutz

1997).

Tiimor hiicre heterojenitenin bu gelisimi, klinik olarak 6nem tasir, ¢linkii klinik
olarak, biiyime orani, metastastik potansiyel ve kemoterapiye hassasiyeti gibi
biyolojik davranisinda farkli olan hiicrelerde biyolojik c¢esitlilik ortaya ¢ikarir. Bu
nedenle, kemoterapi kombinasyonu, genellikle sadece ilagla tedaviden daha
yararli oldugu bulunmustur. Benzer olarak, tiimor hiicre heterojenitesi, terapide
incelenen spesifik B-hiicre lenfomalarini 6ldiiren monoklonal antiidiyotipik

antikoru kullanilarak ac¢iklanmasi beklenebilir, onlar idiyotipik (Antikor ya da T
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hiicre reseptorlerinin degisken bdlgesinde anti-idiyotipik serumla reaksiyon veren
idiyotoplarin tiimii) degistiginde ve antikor tedavisiyle oldiiriilmekten kagan
malignant lenfositlerin alt populasyonlarinin sonradan belirmesini gosterir

(Tsongalis and Coleman 1998)

2.12 Kolon Kanserinde Derecelendirme sistemi

2.12.1 TNM Derecelendirme Sistemi

TNM derecelendirme sistemi, kanserin ne kadar uzaga yayilabildiginin doktorlar
tarafindan tanimlanmasi i¢in standardize edilmis bir yoldur. Her bir kanser tipi
icin yapilan ¢alisma sonuglari American Joint Committee on Cancer (AJCC),
uzmanlarinca degerlendirilir. Bu uzmanlar, muhtemelen tedaviden sorumlu ve
her bir kanser tipi i¢in en iyi tahmini fikri ve tip arastirmalarindan elde edilen
bilgileri yeniden gozden gecirirler. Kanserin tiim cesitleri i¢in derecelendirme
sisteminin ayrintilar1 arasinda farklar1 azdir, asil konsepti aynidir. Bazilar harig
tutulursa ( 16semi ve beyin tiimorleri gibi) kanserin her tipi i¢in derecelendirme

sistemi i¢in kurulmustur:

T kategorisi: Kanserin, organda ne kadar bir alana yayilmaya basladig1 ve diger
yakin organ ve dokulara ilerleyip ilerlemedigi.
N kategorisi: Kanserin lenf bezleri yakinlarina yayilip yayilmadig: (kiigiik bean-
6l¢iilil immiin sistem hiicrelerinin toplanmast).
M kategorisi: Kanserin, viicudun uzak alanlarina metastaz (yayilma) yapip

yapmadigi.
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Kolorektal kanserin T kategorisi, kolon ve rektum tabakalarina dogru yayilma

genisliginin tantmlanmasidir.

Tyx: Tamamlanamayan bilgi yiiziinden tiimor genisliginin belirlenmesi miimkiin
degildir.

Tis: Kanserin en erken derecesidir. Kolon veya rektumun mukozasinin (i¢ tabaka)
disinda biiyiimez.

T1: Kanser mukoza boyunca ilerler ve submukozaya yayilir.

T2: Kanser submukoza boyunca ilerler ve muskularis propria igine yayilir.

T3: Kanser muskularis propria boyunca subserosa icine ilerlemesini
tamamlamistir, fakat yakin doku ve organlara ilerlememistir.

T4: Kanser kolon veya rektum duvari boyunca yakin doku ve organlara yayilimini

tamamlamistir.

N kategorisi, kanserin lenf bezleri yakinlarina yayilip yayilmadigini isaret eder,

eger Oyleyse, lenf bezlerinin ne kadarin1 kapsamaktadir.

Ny: Tamamlanamayan bilgi yiiziinden lenf bezlerine yayilimi belirlenememistir.
NO: Lenf bezlerinde bulunamamustir.
N1: Kanser hiicreleri ii¢ bolgesel lenf bezlerinde bulunmustur.

N2: Kanser hiicreleri 4 veya daha fazla bolgesel lenf bezlerinde bulunmustur.

M Kkategorisi uzak organlara yayilip yayilmadig: isaret eder, 6rnegin, karaciger,

akciger veya lenf bezleri uzagina.
My: Tamamlanamayan bilgi yiiziinden uzak alanlara yayildig1 belirlenememistir.

MO: Kanser uzak alanlara yayilim gostermemistir.

M1: Uzak alanlara yayilim gosterir. (American Cancer Society, 2005)
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2.12.2 Evre Gruplamasi

Bir hastanin T, N, M kategorileri, genellikle cerrahiden sonra belirlenmektedir, bu
bilgi evre 0’dan evre IV’e roman rakamlariyla ifade edilir (Sekil 2.22, Sekil 2.23,
Sekil 2.24), belirlenen evre gruplamasi olarak adlandirilan bir siiregle
birlestirilmektedir. TNM kategorilerini nasil takip edildigi kilavuz, evrelerinin

birbirleriyle gruplagtirmistir.

Evre 0 (Tis, NO, M0): Kanserde en erken evredir. Kolon ve rektumun ig tabakasi
(mukoza) disinda ilerlemez. Bu stage, intramukozal karsinoma veya karsinoma in

situ olarak da bilinir.

Evre I (T1, NO, MO veya T2, NO, MO0): Kanser submukoza i¢inde mukozaya dogru
ilerler veya muskularis propria i¢ine de ilerleyebilir. Fakat lenf bezlerine veya

uzak alanlara yayilmaz.

Evre ITA (T3, NO, M0O): Kanser en distaki tabaka icine kolon veya rektum

duvarina dogru ilerler. Heniiz lenf bezlerine veya uzak alanlara yayilmaz.

Evre 1IB (T4, NO, MO0): Kanser yakinlardaki doku veya organlara kolon veya

rektum duvarina dogru ilerler. Heniiz lenf bezlerine veya uzak alanlara yayilmaz.

Evre IITA (T1-2, N1, MO0): Kanser submukoza i¢ine mukozaya dogru ilerler veya
muskularis propria i¢ine dogru da ilerleyebilir ve ii¢ lenf bezinden birine yayilir

fakat uzak alanlara yayilmaz.
Evre IIIB (T3-4, N1, MO0): Kanser kolon veya rektum duvarina dogru veya diger
yakin doku veya organlara ilerler ve yakinlardaki ii¢ lenf bezinden birine yayilir

fakat uzak alanlara yayilmaz.

Evre IIIC (Any T, N2, MO0): Kanser T kategorisinde olmayabilir fakat dort veya

daha fazla lenf bezine yayilabilir fakat uzak alanlara yayilmaz.
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Evre IV (Any T, Any N, M1): Kanser N, T olmayabilir fakat uzak alanlara yayilir,
Ornegin karaciger, akciger, periton (membrana uzanan abdominal ¢ukur)
(American Cancer Society, 2005)
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Sekil 2.22. Kolon kanserinde belirlenen evreler; a- evre 0, b-evre I (internet 20).
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Sekil 2.23. Kolon kanserinde belirlenen evreler; c- evre Ila ve b, d-evre IIIb (internet 20).
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Sekil 2.24. Kolon kanserinde belirlenen evreler; e-evre IV. (internet 20).

2.13 p53 Geni

1979 yilinda, simian viriis (SV40) ile transforme edilmis hiicrelerde yapilan
arastirmalar sirasinda viral bir antijenle birlikte ¢oken bir protein kesfedilmistir
(Linzer et al. 1979). Sonradan p53 olarak adlandirilan bu proteinin, ilk
caligmalarda tipki onkogenlerin kodladig1 onkoproteinler gibi hiicre kiiltiirlerinde
hiicreleri transforme edebilmesi Onceleri onun da bir onkogen {iriinii sanilmasina
yol agmistir. Daha sonraki ¢alismalarda, proteinin yalnizca mutant seklinin bu
ozelligi gosterdigi anlagilmistir. Kanser dokusunda p53 mutasyonlart ilk kez
1989 yilinda kolon tiimoérlerinde saptanmistir (Baker et al. 1989). Bu tiimorlerde,
hem p53 geninin bulundugu kromozom 17p13°deki allelik delesyon ve nokta
mutasyonlariin Knudson’in iki vurus modeli ile uyumlu olmasi, hem de proteinin
normal seklinin hiicre kiiltiirlerinde transformasyonu baskilamast  p353’iin
baslangigta sanildiginin aksine tiimor supressor aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Sonraki bir ¢cok ¢alismada p53’iin insan tiimorlerinin en az yarisinda
(kolon, karaciger, kemik, beyin, oOzefagus kanserleri) mutasyona ugradigi

anlasilmistir (Malkin1998, Hainaut 2002).
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pS53 geni, viriis transforme hiicrelerinde, SV40 genis T antijeni ile komplex bir
proteini kodlama yetenegiyle kesfedildi (Gao ve Honn 1995). Ik
acikladiklarinda, bu genin arastirllmis en Onemli timoér supressor gen
olabilecegini hayal edememislerdi (Crawforda ve Linzer, 1979). Ilk basta
diistintildiigli tizere, p53 geninin bir onkogen degilde, bir timor supressor gen
oldugunun fark edilmesi zaman almistir. Wild-tip p53 lin timor supressor gen
oldugunu, iilserle iliskili kolon kanseri ve sporadik kolon kanserini i¢eren gesitli
tiimorlerde, kalict allelin mutasyonuyla beraber 17p13.1 bélgesinin delesyonu

gostermistir (Mattar et al. 1999).

p33 geni genomun yapisini korumada 6nemli rol oynayan bir tiimor supressor
gendir.  p53 mutanttir veya hiicre siklusunu regiile eden kisim, hemen hemen
biitlin kanserlerde tiimor olusumunu engellemedeki gbze c¢arpan Onemi,

fonksiyonel olarak inaktive edilmistir (Jin ve Levine 2001).

p33 geni kromozom 17p13.1°de lokalizedir (Sekil 2.25) (Yasumoto et al. 2003,
Gao ve Honn 1995) ve 11 ekson igerir. En az olusum ve splicing (kesim) mRNA

2,2-2,5 kb uzunlugunda ve her zaman ekspresedir (Gao ve Honn 1995).

p53 molekiilleri DNA tamirine, bliylimenin durmasina ve apoptosise neden olan
transkripsiyonel hedef genlerinin, sekansa spesifik transkripsiyon faktor gibi
aktiviteyi kapsayan multifonksiyonel aktivitelere sahiptir (Yasumoto et al. 2003).
p33’1n bir transkripsiyon faktorii oldugu distiniiliir. Ciinkii diger genleri aktive
eder ve onlarin ekspresyonunu yiikseltir (Sheikh et al. 2002).
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Sekil 2.25. Insan TP53 yapis1 ve lokalize gen bolgesi (internet 21)

2.14 p53 Gen Uriinii (proteini)

p53 geni, DNA’ya baglanan ve transkripsiyon faktorii olarak hareket edebilen 53
kDa’luk bir fosfoproteni kodlar (Conlin et al. 2005, Buyru et al. 2003, Krajewska
et al. 2003, Hainaut et al. 1998, Hollstein et al. 1996). Hedef genlerin
transaktifligi i¢in p53 tetramer, dimerlerin dimeri formdaki spesifik DNA
sekansina baglanir. 393 aminoasitlik p537in 3 kismu fonksiyonel domain
bolgesine ayrilmistir;

I-transaktivasyonu igeren (1-42 residii) N-terminal kismi1 (1-93 residii)

II- DNA’ya baglanan ¢ekirdek kismi1(102-292 residii)

III- C-terminal kismi1 (323-356)

dogrudan DNA sekansina baglanan ve en fazla p53 mutasyonun yerlestigi ve de
tetramerizasyonu igeren C-terminal domaini (323-356) ve negatif regiilator

bolgesi (363-393) (Kantarci et al. 2006) (Sekil 2.26).
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Sekil 2.26. p53 protein bolgeleri (internet 22).

N-terminal  transaktivasyon domaini, transaktivasyon bdlgesini  (1-40
aminoasitleri) ve PXXP sekansinin 5 kopyasiyla prolince zengin bolgeyi kusatir
(Brazdova et al. 2002). Transaktivasyon domaini bazal transkripsiyonel
mekanizma ile baglantili olan residiieleri igerir.  Prolince zengin bolge,
apoptosisin uyarilmast ve biiylimenin baskilanmasina katkida bulunmak igin

gereklidir (Harms ve Chen 2005).

DNA’ya spesifik baglanma aktivitesini igeren c¢ekirdek domaininde, 3°—5’
exoniikleaz aktivitesi goOzlenir ve insersiyon/delesyon mismatch erken
rekombinasyonu taklit eden 3 iplikli DNA sustratlar tek iplikli DNA’nin internal
bolgeleri etkilesim halindedir (Brazdova et al. 2002).

Proteinin C terminal bolgesi esnek baglantilari, tetramerizasyon domaini ve temel
DNA’ya baglanan C-terminal domaini igerir. C terminusun gorevi, in vitro olarak
gama 1s1nlt DNA, c¢ift iplikli DNA’daki tek iplikli gaplara baglanmadir ve ¢ift
iplikli DNA sonlar1 ve DNA iplik¢igi transferini katalizlemek icin DNA tamiri ve
DNA’nin rekombinasyonundaki p53°tin rolii i¢in onemlidir (Brézdova et al.

2002).
2.15 p5S3 Gen Fonksiyonu
Yabanil p53’iin DNA tamirinde rol oynadigl Onerilmistir ve p53’iin mutant

formlarinin ekspresyonu, gama 1silarinin sebep oldugu DNA hasarini, hiicresel

direnci degistirebilir (Sekil 2.27). Ayrica 1sindan sonra, hiicre siklusu kontrol
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noktasi olarak fonksiyonu oldugu diisiiniilmiistiir, mutant p53, radyasyona artan

hiicresel cevabi da degistirebilir (Lee ve Bernstein1993).

Wyild tip p53 é Aeigini
DA hasan — Tp53 — Hilcre siklusu
durur
Y DA, tarmir
Mutant pS3 -l
DA b — P53 *
aeat eksiklidi

Hicre hasarh DMNA ile
replike olabilir

}

Birgok mutasyonun
birikimi

Kangerli hicre

Sekil 2.27. Mutant p53’ iin ve yabanil p53’ iin x-151nina verdigi cevap (internet 23).

Yabanil p53 , devamli genetik degisime sahip hiicre proliferasyonunu engelleyen,
genomun gardiyani olarak gorev yaptigi spekiilatiftir. Bu durum varsa, mutant
p53 dominant negatif hareketinin sonucu olarak, yabanil p53 proteini eksik olan
hiicreler, hiicre 6liimiinii indiikleyen radyasyona maruz kalmayabilir, bu yiizden
radyasyona diren¢ artar. p53 spesifik sekanstan aktif transkripsiyona aracilik
eder, timdr supressor olarak p353’iin biyolojik rolii genlerin indiiklenmesini isaret

eder (Lee ve Bernstein1993).

p33’in siipresyon fonksiyonun tamamen anlagilmamis olmasmma ragmen,
mekanizmasi, bolgeye sipesifik DNA’ya baglanma dogrudan transkripsiyon
faktorii ile olur. Muhtemelen p53, WAF (Cipl) geni gibi hiicresel proliferasyonu
inhibe eden genleri aktive eder (Wang et al. 1994).
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P21 proteini (CDKNI, WAF1 veya SDI1 olarak da bilinir), hiicre proliferasyonu
icin gerekli siklin bagimli protein kinazlarin inhibitdriidiir, muhtemelen sitotoksik
stresi  sitiimiilesinde koruyucu fonksiyona sahip oldugu distliniilmektedir.
Genotoksinler, oksidantlar, metabolik eksiklikler ve 1smlar p21 ekspresyon

artisina neden olur (ROtterud et al. 2001).

WAF1 geni yabanil p53 ile iliskilidir fakat insan beyin tiimor hiicre dizilerinde
mutant p53 ekspresyonu ger¢geklesmez (El-Deiry et.al 1993). WAFI (CDKNIA),
CIP] olarak tanimlanmistir (Harper et.al.1993). WAFI Gen irlinii siklin
komplekslerine baglanir ve siklin bagimli kinazlarin fonksiyonunu inhibe eder.
Normal gelisimde, p53’e ihtiyag duyulmaz, fakat hiicresel ¢evrelerde ( DNA
hasar1, hiicresel stres), p353 ekspresyonu uyarilir.  p53, WAFI regiilator
elementlerine baglanir ve ekspresyonu transkripsiyonel olarak aktive eder.
Sonrasinda, siklin bagimli kinaz substratlarinin fosforilasyonunu koruyan WAFI
proteini, siklin bagimli kinaz aktivitesini inhibe etmek i¢in baglanir ve hiicre
siklusunu bloke eder (Sekil 2.28). Tiumor hiicrelerinde p53 inaktiftir, kontrolsiiz
biliylimeye izin veren bu yol kusurludur (El-Deiry et.al. 1993). p353 genindeki
1stya duyarli mutasyonlarin ekspresyonu, oOliimsiiz somatotropic progenitor
hiicrelerin gelisiyle p53 fonksiyonu aragtirilmis olur. Bu hiicrelerde, DNA
hasartyla apoptosisin indiiksiyonu, p53’iin fonksiyonuna baglhdir. p53’iin
fonksiyonel oldugu periyota apoptotic DNA yariginin 6l¢iisiiniin orantili oldugunu
degisken 1silt deneyler goéstermistir. DNA hasarmi izleyen apoptosis 1s1
degisimini tetikler. ~Fakat bu durum yeni RNA veya protein sentezinden
bagimsizdir. Dolaysisiyla, apoptosis aracili genlerin aktivatorii degildir, aksine
p53 DNA tamiri veya apoptotik siire¢ i¢in enzimatik mekanizanin bilesenidir ya

da hiicre yagaminda gerekli genleri baskilar (Caelles et.al. 1994).
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Sekil 2.28. p53 ve p21 genlerinin etkilesimi (internet 24).

DNA hasar1 gibi ¢esitli stres sinyalleri p53’i aktive ve stabilize edebilir.
Aktivasyon gerceklestigi zaman, downstream hedef genlerin enhancer/promoter
elementlerine baglanir ve onlarin transkripsiyonunu timor  supressor
fonksiyonlarmin sorumlu oldugu hiicresel programlarini baslatma yoluyla

diizenler (Jin ve Levine et al. 2001).
Cekirdek regilatér dongiisii, p53, Mdm2, pl14**, ve E2F-1 igerir. Bunlar, 2

interaktif feedback loplarinda organize olmustur. p53 ve Mdm2, Mdm?2

transkripsiyonun aktive edilmesiyle, pozitif olarak Mdm2’yi diizenler ve p53
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ubiquitination promoting ile Mdm?2, p53 negatif olarak regiile eder (Sekil 2.29).
E2F-1 ve p14** benzer feedback loplaridir, E2F-1, ARF transkripsiyonunu aktive

448 E2F-I’in proteolitik degradasyonunu kolaylastirir.  Bu iki

eder ve pl
feedback lobu 2 yolla baglantihdir. ilki p/4*" Mdm2 ile iliskilidir, p53’i
stabilize ederek, aract Mdm2 p53 ubiquitinationu inhibe eder. PI4**nin
biyolojik aktiviteleri tam degilse bile, fonksiyonel p52 sinyal eksenine (kutbuna)
gereksinimi onerilir.  Ayrica, P14*®ve p53 hareketi sinyal yollarmin sirali
olmasindan cok f{ist iiste olmasim tercih ettigi son veride gosterilmistir. Hiicre

siklusunun G2/M fazinda hiicrenin birikiminden 6nce gerceklesen, P/ 4ARE

nin p53
ve bax bagimsiz apoptosisi indiikledigi ayn1 damarda gosterilmistir (Normand et
al. 2004). Ikincisi, ARF geninin transkripsiyonunu onler. Bu kompleks dongii
p33’in intraseliiler seviyesi ve aktivitelerini diizenlerken ve devam ettirmesi i¢in
gereklidir. Bu dongii biitlin  kanserlerde kusurludur.  p53’lin  missense
mutasyonlart MDM2’nin amplifikasyonu, ARF’nin delesyonu veya sessizligi
ve/veya E2F-1’in kaybi, RB mutasyon yoluyla diizenlenmesi, tiimor hiicrelerinde

dongiiniin degismesi en yaygin mekanizmadir (Jin ve Levine 2001).
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Sekil 2.29. p53’iin Mdm?2 bagimli bozulmasi (internet 25).
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Hiicresel stres p53’e dogrudan veya dolayli olarak p53 c¢ekirdek regiilator
dongiisiiniin bozulmasi ile p53°e sinyal verir. DNA hasari, onkogen aktivasyonu,
hipoksiya, hiicresel riboniikleotit azalmasi, mitotik iplik¢ik hasar1 ve nitrik oksit
iretimini iceren birka¢ stres p53°ii aktive eder. Protein kinazlar, histon
asetiltransferaz aktivitesi ile transkripsiyonel koaktivatdr kompleksleri ve diger
pS53’i aktive eden, mesela Sumo-1 ligazlar, PML kompleksi, Werner’s sendrom
proteini (WRN) ve HMG-1 protein modiilatorlerini igeren p53 upstream
arabulucular1 yoluyla DNA hasar1 p53°ii aktive ederler. Bu upstream aracilarinin
bircogu, post-translasyonel modifikasyonu icin hedeftir. Ornegin, DNA hasari,
p53 velveya MDM?2 fosforilasyonunda protein kinazlar ATM, ATR, CHKI1 ve
CHK2’yi aktive eder. p53 ve/veya MDM2’nin fosforilasyonu, lic mekanizma ile
aktive eder:

- p53-MDM? etkilesiminin bozulmasiyla p53 stabilizasyonu;

- p53 transaktivasyon aktivitenin diizenlenmesi;

- p53 niikleer lokalizasyonunun yonetilmesi.

Aktive edilen p53, transkripsiyonlarini baskilayan veya kolaylastiran, downstream
hedef genlerinin enhancer/promoter bolgesine transkripsiyonel koaktivator veya
represor kompleksleri katilir. Bu transkripsiyon kofaktdr kompleksleri DNA
baglanma afinitesi ve p53 stabilite artis1 veya azalmasinda p53°ilin kendi kendine
ya asetilasyonu ya da deasetilasyonu gerceklesir. p53°tn bir diger post-
translasyonel modifikasyonuna ek olarak, p53 seviyesi ve aktivitesinin modiile
edilmesi (ayarlanmasi) ortaya ¢ikar. Buna karsin, onkogenler genellikle ARF
geninin aktivitesi ve/veya transkripsiyon degisimiyle p53’ii diizenler. Ornegin;
E2F-1, Ras, DMP1 ve Myc onkogenleri ARF transkripsiyonunu artirir, halbuki,
Twist, Bmi-1 ve TBX2, p53 i downregiile eder. Diger streslerle aktive edilen p353

mekanizmalar1 tam olarak anlagilmamistir (Jin ve Levine et.al. 2001).

Aktivasyon gerceklestiginde, p53, hiicre siklusunun durmasi, apoptosis,
anjiyogenesis/metastazin inhibisyonu ve DNA tamirini kapsayan, birkac hiicresel
programi tetiklenmesiyle, downstream efektér genlerin transkripsiyonunu

baskilar. CDC?2 inhibisyonuna neden olan, 14-3-3, GADD45, Reprimo ve b99’un
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tesvik etmesiyle G2-M fazinin durmasin tetikleyebilir ya da CDK2 inhibitort,
p21’in aktivasyonuyla G1-S fazinin durmasina neden olabilir. Birkag yolla aktif
Apaf-2 ve kaspas 9 gibi birgok pro-apoptosis genlerinin aktiflesmesi ile p53
apoptosise neden olur. p53, TSPI, BAI-1, MASPIN, GD-AiF gibi anti-
anjiyogenesis genleri ve KA/ gibi metastas genlerini aktive edebilir. p53, niikleotit
kesip ¢ikarma (NER) yolunda ve NON-S-fazi riboniikleotit rediiktaz (R2) da p48
iceren, DNA tamirindeki genleri de aktive edebilir. Sonucta, tanimlanmamis
fonksiyonlara sahip genleri baskilayabilir veya aktive edebilir. Bunlarin arasinda
siklin G, EF-lo, Wipl ve Map4 kodlar. Farkli dokularin hiicrelerinde farkli
hiicresel stres tiplerinin, bu genlerin ve iriinlerinin aktive edilmesiyle farkli
transkripsiyonel programlarin diizenlenmesi ortaya cikar (Jin ve Levine et al.

2001).

Genotoksik DNA hasari, dokudaki O, eksikligi, biiylime faktorlerinin mahrum
edilmesi, hiicre tutunmalarinin kaybi1 ya da hiicreden hiicreye temas, hipoksiya
gibi stresli durumlar, fonksiyonel p53’i tetikleyebilir (Liang ve Clarke 2001)
(Sekil 2.30). Protein kinazlar, histon asetiltransferaz aktivitesi ile transkripsiyonel
ko-represor kompleksleri ve diger p53°ii aktive eden modiilatorleri igeren,
p53 upstream arabulucular1 yoluyla DNA hasari, p53°ti aktive eder
(Jin ve Levine 2001).

DNA hasart ve O, eksikligi gibi hiicresel strese cevapta, p53, hiicre
dongiisliniin durmasina ya da programlanmis hiicre 6liimiine neden olur. Bu
durum, p53’iin biyolojik fonksiyonlarinin bircogu hedef genlerin transkripsiyonel
aktivasyonundan ileri gelir. p53 baglantili 2 gen, p73 ve p51 tanimlanmistir. Bu
p53 baglantili genleri, DNA baglayici, transaktivasyon ve oligomerizasyon
alanlar1 dahil p53 bolgelerini koruyan 6nemli yapisal homolojiye sahiptir. Ayrica,

p75 ve p5l, p53’°e yanit veren promotorlari aktive edebilir (Ishida et al. 2000).
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Sekil 2.30. Normal hiicrede hipoksiya durumunda p53’iin aktiflesmesi ve p53’in mutasyona
ugrayan hiicrede DNA hasar1 (internet 26).

2.16 p53 Protein Fonksiyonu
Tiimor supressor p53 proteini, birkag hiicresel siireci regiile eden homotetramerik

bir transkripsiyon faktoriidiir (Fernandez et al. 2005). Normal p53 proteini kisa

yarilanma siiresine sahiptir ve degisime ugramamis hiicrelerde diisiik
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konsantrasyonda bulunurken, mutasyona ugramis formlarin yarilanma Omrii

uzamistir ve boylece degisime ugramis hiicrelerde birikir (Buyru et al. 2003).

P53’1n aktivasyonu, ¢cevredeki degisimlere 3 seviyede uyarlanabilir; bunlar,
a) Hem yarilanma siiresinin uzatilmasi hem de translasyonun artmasiyla, p53
protein konsantrasyonun artmasi,
b) p33 proteinin inaktivasyondan, aktif yapiya dontistiiriilmesi,
¢) p53 proteinin c¢ekirdek disindaki hiicre kiitlesinden, hiicrenin merkezine
yerlesmesidir.
P53 proteinin ilk iki seviyede diizenlenmesi i¢in ¢esitli arastirmalar yapilmasina
ragmen, nadir olarak p53°lin hiicresel alani diizenlenebilmistir (Liang ve Clarke

2001).

P53  proteini, hiicre siklusu ilerleyisinin  kontrolinde kompleks ve
multifonksiyonel bir transkripsiyon faktoriidiir, DNA yapisini ve hiicre yasamini
DNA bozucu ajanlara karst korur. DNA’nin hasar gérmesi sonucunda, gegici
niikleer birikime ve p53 proteinin aktivasyonuna ve siklin bagimli kinaz
p21 waf-1 (hiicre siklusunun negatif diizenleyicisi) ve apoptosis bax-1 (bcl-2’nin
dominant, negatif inhibitoriidiir) gibi hedef genlerin aktivasyonuna neden olur

(Hainaut et al. 1997).

Memeli hiicrelerinde, DNA hasarindan sonra, biiylimenin durmasi veya programli
hiicre o6liimii (apoptosis) gergeklesir. Bu yanitlarin her ikiside tiimor supressor
araciligiyla ortaya ¢ikar. P53 proteini eksik olan hiicreler, iyonlagan radrasyonu
izleyen G1 safhasini durdurmada basarisizdir ve aopoptosise neden olan DNA
hasarinda direnglidir. Normal hiicrelerde, DNA hasar1 p53°lin hizli indiiksiyonu
ile stimiile edilir, hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonu izler. p53 aracili

JTAFICIPY kapsayan cesitli hedef genlerin

hiicre siklusu kontrolii, p2
transkripsiyonel regiilasyonu ile iligkilidir (Sekil 2. 31). Bu gen, G1 ve S fazinin
gelisimi i¢in gerekli enzimatik aktivitelerin diizenlenmesini igeren protein

tiriiniinii kodlar (Pietenpol et al. 1996).
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ekspresyonunun artistyla durdurur (internet 27).

p53 proteini  hiicre siklusunu Gl safhasinda durdurup, p21 proteinin
ekspresyonuna neden olurken ve proliferasyon gosteren hiicre antijenini (PCNA)
engellemektedir. P21’in amino terminal bdlgesi, siklin bagimli kinazi
engellemistir ve hiicre siklusunun ilerlemesi ve DNA replikasyonu i¢in 2 farkli
hedef gereklidir, karboksi-terminal bolge PCNA’y1 inhibe eder. Bdylece tamir
sisteminin harekete ge¢mesi i¢in zaman tanirken, hasarli DNA replikasyona

ugramaz (Mattar et al. 1999).

pS53 telafisi imkansiz hiicresel hasarin oldugu durumlarda apoptosis meydana
getirir. Apoptosise neden olan, DNA hasar1 farkli hiicrelerin ¢esitli duyarliliklari,
hiicre siklusu regiilasyonunda hiicreye spesifik farkliliklar1 gosterir.  Yabanil
eksik mirin eritrolokemiya hiicrelerinde 1siya duyarli ekspresyonuve
transfeksiyonu, yabanil p53 proteinin ekspresyonunu izleyen apoptosise neden

olur. Hiicre tiplerinde, p53 aracili apoptosis, bax geninin transkripsiyonel
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aktivasyonuyla iligkilidir. Bax geni, bcl2’le heterodimer formuyla ileri siiriiliir ve
bcl2 fonksiyonlarinin inhibe edilmesi ile bax geni apoptosisi hizlandirir.
Sabbatini ve arkadaslari apoptosisde p53 aracili transkripsiyonel aktivasyonun
gereksinimini gostermistir. Ayrica diger bir ¢alisma, bu aktivitenin p53 aracili
apoptosis i¢in gerekli olmadigin1 gostermistir. DNA hasari, hiicre siklusunun
durmasina veya apoptosise neden oluyorsa belirlenen mekanizmalar tam olarak
tanimlanamamistir. Fakat muhtemelen intraseliiler ve ekstraseliiler sinyallerin her
ikisinin biitiinlesmesini kapsar. Ornegin; Canman ve arkadaslari, DNA hasarini
izleyen apoptosis veya G1 sathasinin durmasinin her ikiside intérlokinin 3 bagimli
hematopotik hiicre dizilerinde gergeklestirme kapasitesine sahip oldugunu

gostermistir (Pietenpol et al.1996).

p53 genindeki mutasyonlar konformasyonda degisikliklere sebep olabilir ve
bdylece proteinin fonksiyonu degisir. p53 fonksiyon kaybi1 DNA replikasyonunda
defektlere ve hiicrenin malign hal almasiyla iliskilidir (Buyru et al. 2003).

2.17. Wild-tip ve Mutant p53’iin Biyokimyasal Ozellikleri

Normal p53 proteini kisa yarilanma siiresine sahiptir (30 dakikadan az) ve
degisime ugramamis hiicrelerde diisiik konsantrasyonlarda bulunur (Buyru et al.

2003, Zambetti ve Levine 1993).

Yabanil p53, overekspresyonu, G1-S fazinda hiicre siklusunu durdurur (Shaw et
al. 1992).  Kiiltiirdeki tiimor hiicrelerinin biliylimesinin inhibe eder ve
onkogenlerle birlikte birincil fibroblastlarin transformasyonunu inhibe eder.
Yabanil p53 proteinin transkripsiyonel aktivasyon i¢in, ithtiya¢ duydugu spesifik
ve nonspesifik DNA baglanma aktivitesini gosterir. Yabanil p353 proteini diger
DNA viriis onkogen iiriinleri gibi SV40 genis T antijeniyle kompleksler olusturur
(Zambetti ve Levine 1993).

Son zamanlarda, Bargonetti, replikasyon orjinine yakin SV40 DNA bolgesine

baglanan yabanil p53’iin mutant p53 olmadigini gostermistir. Bunun yaninda, p53
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pozitif transkripsiyon faktorii olarak hareket edebildigini ileri siirerken, yabanil
p53 fiizyon protein gal4 DNA’ya baglandigi domainde transkripsiyonu
ilerletebildigi rapoe edilmistir. Boylece p53, G1°den S fazina geciste rol oynayan
genleri regiile ettigi miikiin kilinmustir (Shaw et al. 1992).

Bunun aksine mutant p53 proteini, birka¢ saate uzayan yar1 Omre sahiptir
(Zambetti ve Levine 1993, Buyru et al. 2003), tiimor hiicrelerinin biiylimesinin
baskilamada basarisizdir ve onkogenlerle birlikte birincil fibroblastlarin
transformasyonunu inhibe edemez. Hassas nokta (hot spot) insan mutant p53
allelleri, degisen derecelerde transformasyonda aktive plan ras’la isbirligi
yapabilir ve bu insan mutant p53 proteinleri SV40 genis T antijeniyle kompleks

olusturmaz (Zambetti ve Levine 1993).

Tiimdr supressdr p353, hiicrede 6nemli rol oynar: iyonlasan radyasyon, hiicre
Olimiine ve/veya hiicre siklusunun durmasina neden olabilen p53 proteinin
regiilasyonuna neden olur. p353 proteinin fonksiyonu ve seviyesi (TP53’iin
riinii), birka¢c bolgede fosforilasyon ve asetilasyon ve diger proteinlerin

baglanmasiyla post transkripsiyonel olarak diizenlenir (Retterud et al. 2001).

2.18 p53 Mutasyonu

Mutasyonlar pozisyonlarinda ve dogada ¢esitlidir, yaklasik 200 kodonu etkileyen,
genin merkezine bagstan basa yayilmistir. Yayimlanmis biitiin mutasyonlarin veri
tabanlari, kanser arastirmasi i¢in uluslar arasi1 acentada korunmaktadir. p53
mutasyon Orneklerinin analizinin faydasi 2 ana alanda gosterilmistir.  Ilki,
mutasyonlarin pozisyonu, p53 proteinin ¢esitli alanlardaki foksiyonlarinin daha
1yi anlagilmasina ve kanserde supresif fonksiyonlarin inaktive etmede yardimcidir.
Ikincisi, insan kanserlerinde mutajenler olarak siiphenilen mutasyon ornekleri
ajanlarin dogasina gore degisebildigi, biyomarker olarak kullanilmasina, izin
verilen 7p53 mutasyonlar1 kanserojenlerin rolii i¢in gosterilmistir (Szymanska ve

Hainaut 2003).
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Kanser arastirmalarinda ilk siray1 p53 tiimor supressor alir (Okazaki et al. 1997),
clinkii mutasyonlar1 insan malignansilerinde en yaygin genetik degisimlerdir (Li
et al. 2003, Kaeser et al. 2004, Yeatman 2003, Liang ve Clake 2001) (Grafik 2.3)
ve insan kanserlerinin tiim tiplerinin % 50°den fazlasinda geni mutantli olarak

bulunur (Liu ve Bodmer 2005).
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Grafik 2.3. Tiim kanserler arasindaki p53 mutasyonunun sikligi ve kolon kanserin bu kanserler

arasindaki yeri (internet 28).

Simdiye kadar yapilan biitiin ¢aligmalar mutasyonlarda, molekiillerin esit bir
bigimde dagilmadigini agik¢a gostermektedir. Proteinin biyolojik fonksiyondan
geriye kalmis bir anahtar kodonu sifreleyen, mutasyonlara olduk¢a duyarli bir
DNA bolgesindeki CpG diniikleotidi ya da her ikisine de karsilik gelen hassas
nokta bolgeler mevcuttur (Béround et al. 1996).

p33 geninin 8.000°1 askin mutasyonu tanimlanmistir (Krajewska et al. 2003)
(Sekil 2.32). p53 mutasyonlarinin spektrumu, farkli tiimor ¢esitleri ve etiyolojileri
arasinda oldukea cesitlilik gostermektedir (Okazaki et al. 1997, Krajewska et al.
2003). p53 gen kaybi ve/veya somatik mutasyonlar hem ailesel hem de sporadik
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tiimorlerin c¢esitli tlirlerinde kanserin ilerlemesi sirasinda sikg¢a goriilen olaylardir

(Pearson ve Luijt 1998).
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Sekil 2.32. p53 gen bolgesindeki mutasyonlar (internet 29).

Insanlarda in vivo olarak gdzlenen p53 mutasyonlari, kanserin ortaya cikabilecegi
hedef doku ve hiicre tiplerinde tek merkezde, birden fazla farklt mutasyonlari
kapsayan ilk set olusturma o6zelligini bulundururlar (Hollstein et al. 1994).
p33’deki gen degisikligi benignden malignanta transisyonu gerceklestirir (Mattar
et al. 1999).

Nokta mutasyonu, tiimorlerde bu yabanilfonksiyon kaybina neden olan en yaygin
yoldur. Vogelstein ve arkadaslar1 tarafindan tiimor spesifitesinin kesfinden bert,
kolorektal kanserli iki olguda p53 genindeki missense mutasyonlar insan
timorlerinde belirlenen p53 mutasyonlarin sayisinda iissel artis meydana
getirmektedir ve tahminlere gore 1995’in sonlarinda 5000’1 gececektir. Frekans
analizi gibi bu datanin denetlenmesi, p53 gen mutasyonlarinin yayilmasi ve ¢esidi,

insanda 6nemli mutasyon kaynaklarinin potansiyeli hakkinda sonug¢ ¢ikarmada
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kullanilabilir (Hollstein et al. 1996). p53 genindeki nokta mutasyonlar1 insan ve
kopek kanserlerinde ¢ok yaygindir. Bu nokta mutasyonlari, ac¢ik okuma
cercevesinde bastan basa olustugu bulunmustur. Ustelik MDM2 proteinin
ekspresyonu, ayrismasini artirir ve p53’e baglanir, p53 fonksiyon kaybiyla da
sonuclanir (Kaneko et al. 2005).

Vogelstein ve Kinzler 1992, p53 genindeki fonksiyon ve disfonksiyonunu
yeniden goz den gecirmislerdir. Onlar, p53 inaktivasyonu i¢in bes mekanizma
taslagin1  ¢ikardilar. p53’in  bliyimeyi inhibe ettigi, bitisik genlerin
ekspresyonunu aktive ettigi ve baglanma bolgesine tetramer olarak baglandig
varsayllmaktadir. p53 allellerinin her ikisi veya birinin delesyonu, biiylime
regiilator  genlerinin  ekspresyonun artisiyla sonuglanirken, tetramerlerin
ekspresyonunda bir azalma meydana gelmektedir. Bu mekanizma, nadiren de
olsa tiimdrlerin birkag c¢esidinde bulunmustur. Nonsense veya splice bolge
mutasyonlari, sonugta proteinin u¢ kisminda oligomerizasyona izin vermez,
boylece p53 tetramerlerinin azalmasiyla sonuglanir. Bu tip mutasyonlar, akciger,
ozafagus ve diger kanserlerde yaygindir. Ugiincii mekanizma, dominant negatif
etkilerinde, fonksiyonel olarak aktif tetramerlerin azalmasiyla sonuglanan
missense mutasyonlar1 icerir. Ornegin missense mutasyonlar, kolon, beyin,
akciger, meme, deri, mesane ve diger kanserlerde yaygindir. p53’lii dordiincii
mekanizma, onkogenlerde gecerlidir, ayrilma ve baglanma yoluyla p53’iin
fonksiyonel inaktivasyonunda, insan papillomaviriisii E6 geninin ekspresyonu ile
sonuglandig1 rahim kanserlerinde yaygindir. p53 yolu, hiicresel gen MDM2’nin
degisimiyle de bozulabilir. Bu gen, amplifikasyon iistlinliigii ile spontan olarak

transforme fare hiicre dizilerinde tanimlanmistir (Fakharzadeh et.al. 1991).

MDM?2 geninin, en yaygin insan sarkomalarindaki en 6nemli ve yaygin pargasi
amplifiye edildi ve dolayisiyla, MDM2 nin overekspresyonu, muhtemelen p53
aktivitesine zarar verdigi ortaya konmustur (Oliner et.al. 1992). DNA hasari
oldugu zaman, p53 serl5 de fosforile edilir ve bu kanit negatif regiilator
onkoprotein MDM?2 ile etkilesiminin azalmasma yol ac¢tigi Shieh et.al. 1997

tarafindan gosterilmistir. Bunun yaninda, bu incelemeler MDM?2’nin yetenegi ile
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p53 bagimh transaktivasyonun inhibe eksikligi DNA bagimli protein kinazin
arindirilmasiyla, serl5 ve ser 37, p53in fosforilasyonunu gostermistir. Bu
arastiricilar, bu etkileri p53’iin fosforilasyonunun muhtemelen konformasyonel
degisime yol ag¢tiginin kaniti gibi sunmuslardir. p53°ln ilgisi i¢in potansiyel
mekanizmay1 izledigini ileri siiriilmiistiir. Normal stressiz sartlar altinda, p53
inhibitdriiyle iligkili ve p53 bagiml transaktivasyon gosterir. DNA hasar1 oldugu
zaman, p53, konformasyonel degisime neden olan serl5 de fosforilasyon
gergeklesir, p53 lizerine MDM?2‘in inhibitér etkisinin sonucunda ve p353’lin

baglanmasint MDM?2 yapar (Shieh et.al. 1997).

p53°tin hiicresel protein MDM?2 ile dogrudan ilisigi, p53°tn ayrimi ve
ubikitinasyon da sonuglanir. p53 ile iliskili JNK i¢in temel kanittir. p53 stabilite
reglilasyonunda aktif olmayan JNK2’nin roliinii arastirdi. p53-JNK kompleks
miktari, p53 seviyesiyle iligkili olarak terstir. JNK baglanma bolgesi eksik p53,
yabanil p53 den daha uzun yar1 6miir sergiler. p53-JNK isbirligi p53 seviyesini
artirir, halbuki JNK’nin mutant formunun fosforilasyonun over ekspresyonu, p53
birikimini inhibe eder. JNK- p53 ve MDM?2-p53 kompleksleri hiicre siklusunun
G0/G1 ve S/G2/M fazinda bulunmustur. Bu bilgiler, JNK, stressiz hiicrelerde p53
stabilitesi MDM?2 bagimsiz regiilatoriidiir (Fuchs et al. 1998).

2.19 Kolon Kanserinde pS3 Mutasyonlar:

p53 mutasyonlar1 adenomadan maligne giden ilerlemenin 6nemli bir faktorii
olarak diisiinlilen apoptosisin, p53 - aracili yollarinin kaybi ile beraber kolorektal
timorlerin gelisiminde kismen geciken olaylar olarak agiklanmaktadir (Smith et

al. 2002).

Nokta mutasyonu, tiimdrlerde yabanil fonksiyonun bu kaybina giden ortak bir
yoldur. 1989 yilinda Vogelstein ve arkadaslar1 tarafindan kolorektalli iki hastada
p33 genindeki mutasyon ile DNA tamir genlerindeki mutasyonlar1 kesfetmisler ve
insan tlimoriindeki tanimlanan p53 mutasyonlarinin sayisinda tiissel bir artis

oldugunu gostermislerdir (Hollstein et al. 1996).
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Kolorektal karsinomda p53 mutasyona ugramis durumda iken, ilk yapilan
caligmalar bunun homojen oldugunu gostermisti. Buna karsilik, benign tiimorde
karsinom iizerine verilen bir rapor bunun tersini gdstermistir. Ilk raporda, p53
mutasyonel durumun komponentte heterojen ve yaygin kisimda ise homojen
oldugunu agiga ¢ikartilmistir. Tiimdr, mukoza ile sinirlandirildiginda kolorektal
karsinomun subklonlarin  ¢esitli populasyonlarla birlestirilebilecegi ileri
siriilmiistii. Daha sonra, bu subklonlardan biri, monoklonal yaygin karsinom
olusturarak klonal se¢imden sonra alt mukozay1 sarmaya baslar (Sekil 2.33). Bu,
pS53 gen mutasyonu i¢ mukozal heterojenliginin sonra mi yoksa karsinomanin
altmukozaya yayillmanin oncemi olusturulup olusturulmadigi hakkinda belirsiz

kalir (Yamada et al. 2001).

invasiv kanser et
e =

Zenetidi dedizen hicre in situ kanser i
Hiperplazi Dizplazi p T :
| I :
: : . I.f'"_e"‘*-.."'
BLODD VESSEL

Sekil 2.33. Alt mukozayi saran yaygin kanser (Blood Vessel: Kan Damari) (internet 30).

p33 timoOr supressor gen mutasyonlari, kolon tiimor olusumunda gergeklesen
kolon kanserinde yaygin olarak bulunmaktadir (Rupnarain et al. 2004). Kolon
tiimorlerinde tespit edilen p53 gen doniigiimii oranlar1 farklilik gostermektedir,
onceki verilere gore kolon kanserinin % 75’inde degisim gozlenmistir, yeni
tahminlerde kolon tiimoérlerinin % 40-50 arasinda degisim gergeklestigini
gostermektedir. Kolon tiimorlerinde gergeklesen bircok mutasyon missense
mutasyonlar olarak rapor edilmistir ve bu mutasyonlarin kapsamli olarak
incelenen gen raporlari, kolon tiimodrlerinde meydana gelen p53 mutasyonlarinin
% 87’si, ekson 5-8 de gerceklestigini gostermistir (Slattery et al. 2002). Ekson
bolgeleri Sekil 2.34’de gosterilmistir.
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Sekil 2.34. P53 genine ait ekson bolgeleri (internet 31).

Kolorektal kanserde p53 geninin nokta mutasyonu, durumun yaklasik olarak
% 50-60’1nda olusurken ve kotii olgu prognozu ve tiimdr gelisimi ile birlesirken,
p33 genindeki allellik kayip tiimoriin % 70’inde olusabilecegini gdstermektedir
(Krajewska et al. 2003).

Kolon kanserindeki p53 gen mutasyonlarimin analizleri; tanimlanmis genetik
hatalarinin cogunun, 5-metil sitozin deaminasyonuna yol acan endojen bir siiregle
olustugunu 6ne siiriilen dintikleotid CpG’deki degisiklik sikliginin ¢ok yiiksek
oldugunu gostermektedir (Krajewska et al. 2003). Bu mutasyonlarin yarisindan
cogu, 3 hassas nokta kodonunda gozlenir (Krajewska et al. 2003, Slattery et al.
2002, Mattar et al. 1999) (Grafik 2.5); p53 geninin koruyucu bolgelere yerlesen
175, 248, 273 kodonlaridir (Grafik 2.4) ve ¢ogunlugunda G:C’e A:T’e degisim
olmustur (Krajewska et al. 2003, Slattery et al. 1999). p53 koruyucu bolgelerdeki
mutasyonlar, bu bolgelerin disinda bulunanlardan daha girisken bir fenotiple

birleserek bulunurlar (Krajewska et al. 2003).
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Mutasyonlann sikhif (%)

Kolorektal kanser

CpG TRANSITION 2539 Mutasyon

Sikhd (%)

GC->AT AT-»GC GC-»CG GC-»TA AT->CG AT->TA Fr.
Mutasyonel alaylar

Grafik 2.4. Kolorektal kanserindeki p53 gen mutasyonlarinin siklig (internet 32).

kolorektal kansar

2529 Mutasyon

1 100 200 300 193

Grafik 2.5. p53 deki mutasyonlarin hassas nokta (hot spot) bolgelerdeki sikligi (internet 32).
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Mutasyonun oldugu kodonda ya da bolgede ve tiimdr doku tipine egilim vardir.
Ornegin; aminoasit 175. aminoasitteki mutasyon kolon karsinomada yaygindir,

fakat akciger kanserinde nadiren rastlanir (Zambetti ve Levine 19993).

Sporadik kolon kanserinin siirecinin genetik modele gore, karsinom, kiigiik ve
biiyiilk adenomlar, prekanserojen lezyonlar: takip eden p53 geninin mutasyon ya
da delesyonuyla kaybi, adenomun karsinomaya doniistiigi  noktay1

simgelemektedir (Mattar et al. 1999).

2.20 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kary Mullis’in bulusu olan ve kendisine Nobel 6diilii kazandiran Polimeraz
Zincirleme Reaksiyonu (PCR), niikleik asitlerin invitro olarak g¢ogaltilmasini

saglayan bir yontemdir (Agachan 2003).

PCR yontemi ile DNA’nin ¢ogaltilmasi i¢in reaksiyon karisiminda asagidaki

maddeler yer almalidir:

-Cogaltilacak olan kalip DNA,

-Kalip DNA’dan ¢ogaltilmas1 planlanan iki ucundaki DNA dizisini 6zgiil olarak
tantyip baglayacak olan DNA primerleri,

-Primerlere baglanip bunlara 3’ ucundan niikleotitleri ekleyerek sentez yapacak
olan DNA polimeraz,

-Sentezde kullanilacak olan deoksiniikleotit trifosfatlar (ANTP),

-Polimerazin calismasi i¢in gerekli tampon gorevi yapacak maddeler ve tuzlar
(genellikle tris ve KCI),

-Enzimin ¢aligsmasi i¢in gerekli bir kofaktdr olan magnezyum iyonlart.

PCR ii¢ cesit sicaklikta calisan basamaklarin bir dongli halinde tekrarlanmasi
sonucu gergeklesir (Sekil 2.35) . Ilk basamak denatiirasyon kademesidir. 95 °C’de
30 saniyeye kadar 1sitilan DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilir. Ikinci basamak

ise baglanmadir (annealing). Sicakligin diisiiriilmesi ile primerler ¢ogaltilacak
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bolgenin uglarinda yer alan kendilerine 6zgiil dizileri taniyarak hidrojen baglari
kurarlar ve bu sekilde baglanirlar. Primerlerin 6zgiil olarak baglanmasi i¢in
kullanilan sicaklik 50-70 °C arasinda degismektedir. Uciincii basamak ise
primerlerin uzamasidir. Karistm DNA polimerazin c¢alistigi optimum sicakliga
getirildiginde primerlere baglanmis olan enzim molekiilleri bunlarin 3’ ucuna
kalip DNA’ya wuygun niikleotit DNA’lar1 ekleyerek DNA sentezini
gergeklestirirler. Bu ii¢ basamak bir dongii olusturur ve her tekrarlanista iki

primer arasinda kalan 6zgiil DNA sentezini ger¢eklestirirler (Agachan 2003).

B8 C Siklus dnzesi [

S
N
—

1) 80495 C DRLA Derglirasyon | 3
|
| 3
\ 5
5

f 5TeTdGATGCTGAATGTG-
SN [ FACGACTTACAC.S
2150455 © Annealing 3

{3
| e o e -
oy -
3172 C paolirienzason |I _N\_f

Sekil 2.35. PCR’1in sematik gosterimi (internet 33).
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2.21 Restriksiyon Parc¢as1 Uzunluk Polimorfizmi

(Restriction Fragment Length Polimorphism-RFLP)

Genetik polimorfizm ayn1 bolgesi veya lokusu, ayni tiiriin farkli bireylerinde veya
kromozomlarinda iki (veya daha fazla) farkli DNA dizilisine sahiptir ve bunlar
polimorflar olarak tanimlanir ve genetik polimorfizmi gosterdigi sdylenebilir.

Mutasyonlar, genetik polimorfizme neden olur (Konuk 2004)

En basit DNA polimorfizmi tek baz degisikligidir. Restriksiyon parcasi uzunluk
polimorfizmi (RFLP), DNA’y1 restriksiyon enzimi ile pargalara ayirarak
incelenmesine olanak tantyan bir yontemdir. DNA polimorfizmlerinin ¢ogu tek
baz cifti degisimleri olusturur. Bunlar restriksiyon enziminin tanima bdlgesi
olusturan degisimlerdir. Enzimin iki tanima bdlgesi arasindaki delesyon veya
insersiyon enzim kesimiyle olusan fragmentlerin boylarindaki farkliliklar
restriksiyon fragmentlerinin uzunluk polimorfizmi (RFLP) olarak isimlendirilir
(Sekil 2.34). RFLP’ler diallelik olduklarindan heterozigositeleri genellikle % 50
civarindadir (Agachan 2003).

RFLP’ler tek niikleotid degisimlerinden ¢ok delesyon veya insersiyondan dolay1
da olabilir. Eger iki restriksiyon boélgesinde DNA fragmenti delesyon veya
insersiyona ugramigsa restriksiyon fragmentlerinin boylar1 farkli olacaktir

(Nussbaum 2005) (Sekil2.35).

Eger genetik varyant restriksiyon endoniikleazin kirma bolgesinde degisiklik
yapmis ise normal kirma bolgesi kaybolur ve yeni bir kirma bolgesi ortaya ¢ikmis
olabilir ve restriksiyon parcalarinin uzunlugu normalden farkli olabilir. RFLP
insanlarda genetik bozukluklarin saptanmasinda kullanilir. RFLP insan
genomunda her 1 kb’da bir tek gen polimorfizmi gostermek amaciyla kullanilir

(Agaghan 2003).
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Allel 1 a b

Allel 2
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i

-
i

(1) Amplifiye

{2) Restriksiyon enzimi ile kesilen PCR friini

= 4= XX

Restriksiyon
nikleaz bélgesi

H {3}- Jel elektroferezinde fragmentlerin &lgisi

at+b g+hb
a =1
b b
Alleller 1,1 2,2 1,2

Sekil 2.36. Restriksiyon pargasi uzunluk polimorfizmi (RFLP)’nin sematik gosterimi
(internet 34).

- Intron-- | --Exon--- Sy P/ SEF U ——

Genomik OMNA 5 -~ GTGAIGTATT --- 8

PCR primeri B A
PER dring § --GTGAGTACT---¥ & --—---GTGTACT--- ¥
BstFN |
BstF | ile kesilen PCR rini
N H N M
Genomik DA
PR primeri
PCR arind

Sekil 2.37. Restriksiyon pargasi uzunluk polimorfizminin jelde goriintiisii (internet 34).
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3. MATERYAL ve METOD

Calismamizda kolon kanseri tanili olgulara ait parafine gomiili doku 6rnekleri
0zel patoloji laboratuarinin arsivlerinden elde edilmistir. Parafine gdmiilii doku
orneklerinden mikrotomda 5 um kalinliginda 10-15 adet kesitler alindi. Dokudan
oncelikle ksilol, %99,5’luk etanol, %70’lik etanol ve dH,O kullanilarak parafin
uzaklastirildi ve daha sonra EZNA Doku DNA hazir kiti ile DNA izolasyonu
gerceklestirildi. izole edilen bu DNA &rneklerinin varlign PCR teknigi ile tespit
edildi ve agaroz jel elektroferezde goriintiilendi. Segilen primerlerin ¢alisilacak
olan izole edilmis DNA uyumlu olup olmadigini belirlemek amaciyla; Gradientli
Thermal Cycler cihazinda, MgCl, konsantrasyonu i¢in denenen araliklar 0.22mM,
0.27mM ve 0.33mM, annealing sicaklig1 i¢in denenen sicaklik araliklar1 57°C,
58.2°C, 59.2°C, 61.1°C ve 64.2°C ve primer optimizasyonu yapildi. MgCl,
konsantrasyonu (0.27mM), annealing sicaklig1 (59.2°C) ve primerlerin uygunlugu
ile optimizasyonu sartlar1 kesinlestikten sonra amplifikasyon gercgeklestirildi ve
elde edilen amplikonlar %2’lik agaroz jel elektroferezinde goriintiilendi. p53
mutasyonu i¢in Arg72Pro polimorfizmini ve G13964C intron 6 polimorfizmini
saptamak amaciyla PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon iiriinlerine sirasiyla
BstFNI ve BstHHI restriksiyon enzimi ile enzimatik kesim uygulandi. Enzim
kesim isleminden sonra Arg72Pro ve G13964C polimorfizm veren genotipler
%2’lik agaroz jel elektroferezinde goriintiilendi. Arg72Pro polimorfizm ve
G13964C polimorfizm sonuglarinin istatistiki degerlendirmesi i¢in ise #-testi ile

yapildi.

3.1 MATERYAL

3.1.1. Parafine Gomiilii Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

Bu aragtirmada, 6zel patoloji laboratuarinin arsivlerinden bulunan, kolon kanseri
tanis1 konmus olgulara ait 35 adet parafine gomiilii kolon tiimdr doku ornekleri

kullanilmistir. Bu doku 6rneklerine ait olgu numaralari, yas, cinsiyet, evre ve tani

bilgileri Tablo 3.1°de sunulmustur.
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Tablo 3.1. Olgulara ait laboratuar ¢alisma numaralari, olgu yasi, cinsiyeti, timdr evre bilgileri ve

tanisi

Olgu | 9/3 | Yas Evre Tam

No

1 K 75 pTINI Iyi diferansiye Adenokarsinom

2 K 72 pT4N, Orta derecede differansiye Adenokarsinom
3 K 57 pT4 Derece II1 Bagirsakta Karsinomat6z Tutulum

4 K 72 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
5 K 56 pT4N, Orta derecede differansiye Adenokarsinom
6 K 56 pT4N, Orta derecede differansiye Adenokarsinom
7 K 90 pT4N1 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
8 K 56 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
9 K 78 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
10 K 70 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
11 K 58 lyi differansiye Iyi derecede differansiye

12 K 65 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
13 K 40 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
14 K 56 pT4N, Orta derecede differansiye Adenokarsinom
15 K 73 lyi differansiye Iyi derecede differansiye Adenokarsinom
16 K 62 Iyi differansiye Iyi derecede differansiye Adenokarsinom
17 K 64 Orta derecede Grade I1 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
18 K 57 Iyi differansiye Derece I Iyi derecede differansiye Adenokarsinom
19 K 65 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
20 K 72 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
21 E 53 Iyi derecede Derece I Iyi derecede differansiye Adenokarsinom
22 E 40 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
23 E 70 pT2N, Orta derecede differansiye Adenokarsinom
24 E 57 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
25 E 59 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
26 E 76 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
27 E 51 pT4 Ny Orta derecede differansiye Adenokarsinom
28 E 60 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
29 E 79 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
30 E 63 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
31 E 45 Derece 111 Tagsl yiiziik hiicreli

32 E 74 Iyi derecede Derece I Iyi derecede differansiye Adenokarsinom
33 E 60 Iyi derecede Derece I Iyi derecede differansiye Adenokarsinom
34 E 73 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom
35 E 50 Orta derecede Derece 11 Orta derecede differansiye Adenokarsinom

Q;K: Kadin - J;E:Erkek
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3.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Agaroz
TAE (Tris —Asetik Asit-EDTA)

Primer

1- Arg72Pro Primeri

2- G13964C Primeri

Loading Dye 6X

EtBr Stock Solution
EZNA Tissue DNA Kits
MgCl, (25mM)

dH,O

PCR Grade Su

Hot Start Taqg DNA Polimeraz
2X Universal Miks
Etanol

Xylene

DNA Marker

(Serva, ALMANYA)
(Dr.Zeydanl, TURKIYE)

(MWG-BIOTECH, ALMANYA)

F: 5’TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA3’
R: 5 TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC’
F: 5’CTCCCCTGCTTGCCACAGGT?’
R: 5’CAGTGTGCAGGGTGGCAAGT?’

(Dr.Zeydanli, TURKIYE)
(Dr.Zeydanli, TURKIYE)
(Omega, ALMANYA)
(Fisher)

(Dr.Zeydanlh, TURKIYE)
(Bioron, ALMANYA)
(Dr.Zeydanl, TURKIYE)
(Merck, ALMANYA)
(Merck, ALMANYA)
(SEENEGE, USA)

BstFNI enzim 5’CG|CG3’ 1500 units 3000 U/ml  (Sibenzyme)

3’GC1GCS’

BstHHI enzim 5°’GCG|C3’ 2000 units 10000 U/ml (Sibenzyme)

3’C1GCGS’
%99.5’11k Etanol
%70’1ik Etanol
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3.1.3 Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlamsi

%70’lik Etanol
70 ml Etanol
30 ml distile su

%99,5’luk Etanol
96ml Etanol

4ml distile su

0,5 X TAE
10X TAE 50 ml
dH20 450 ml

% 1’lik Agaroz Jel
Agaroz 1,15 gr
0,5X TAE 115 ml

% 2’lik Agaroz Jel

Agaroz 2,3 gr

0,5X TAE 115 ml
PCR Mix 35 test icin
Complete buffer 175pl
dNTPmix 25mM Tul
Primer 10pmol 35ul

Taq DNA Polimeraz 17.5pl
Distile su 134pl
Primerler

Son konsantrasyon 10 pmol olabilmesi i¢in liyofilize igerige 400ul H,O eklendi.
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EZNA tissue DNA Kit

DNA izolasyonu i¢in Kit protokolu tamamen uygulandi, soliisyon

degistirilmedi.

Enzimler

1-BstFNI (3000 U/ml)

1xSE Buffer: 33mM Tris acelate (pH:7.9)

10mM Magnezyum asetat
66mM Potasyum asetat; ImM DDT

2-BstHHI (10.000 U/ml)

1xSE Buffer: 33mM Tris acelate (pH:7.9)

10mM Magnezyum asetat
66mM Potasyum asetat; ImM DDT

3.1.4 Kullanilan Cihazlar

Laminair Flow

Su banyosu

Vortex

Sogutmali Santrifiij
Otomatik pipet
Elektroforez Sistemi
Gli¢ Kaynagi
Gorlintlileme Sistemi
Thermal Cycler Gradient
Thermal Cycler
ALMANYA)

pH metre

Hassas Terazi
Manyetik Karistirici
Buzdolab1

Dondurucu

igerikleri
5°...CGYCG...3’
3'...GCTGC...5’
5°...GCGIC...3’
3°...CTGCG...5
(Biolab, USA)
(Niive, TURKIYE)
(Boeco, ALMANYA)
(Boeco, ALMANYA)
(Boeco, ALMANYA)
(CSL, INGILTERE)
(CSL, INGILTERE)
(Syngene, INGILTERE)
(Quanta, INGILTERE)
(Primus 96 Advanced, Peqlab,
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Mikrotom (Leica RM 2155, USA)
3.2 METOD

Yapilan calismada, kolon kanseri tanis1 konmus 35 olgunun parafine gomiilii
timor doku Orneklerinden EZNA doku DNA Kiti kullanilarak genomik DNA
izole edildi. DNA’nin incelenebilecek diizeyde olmasi i¢in PCR optimizasyonu
yapildi. Elde edilen DNA’larin p53 genine ait Arg72Pro (ekson 4) ve G13964C
(intron 6) bolgeleri PCR yontemi ile amplifiye edilerek secilen primerlerin
uygunlugu kontrol edildi. Amplikonlar %]1’lik agaroz jelde kontrol edildi.
Arg72Pro bolgesi polimorfizmi i¢in BstFNI enzimi, G13964C bolgesi
polimorfizmi i¢in BstHNI enzimleri kullanilarak, enzimatik kesim yapildi.
Enzimatik kesimin sonuclar1 %2’lik agaroz jel elektroforezinde ylriitiilerek

transiilliminatorde goriintiilendi.

3.2.1 Parafine Gomiilii Dokudan DNA izolasyonu Protokolii

Parafine gomiilii doku orneklerinden kesit alabilmek icin mikrotomun temiz
olmasmna dikkat edildi. Kesit alinirken mikrotom bigagr her kullanimda
degistirilip, alkolle temizlendi. 5 pm kalinliginda alinan 10-15 adet kesit steril
ependorf tiiplere konuldu. Parafine gomiilii doku 6rneklerinden DNA izolasyonu
icin EZNA doku DNA hazir kit kullanildi. Izolasyon isleminde su basamaklar
kullanildi:

1- Kesitlerin bulundugu 1,5ml’lik tiiplerin i¢ine 1000ul ksilol (parafini
¢ozmek ve uzaklastirmak icin) eklendi. Tiip hafifce 2-3 dk alt iist edilerek
parafinin ¢6ziilmesi saglandi. Mikrosantrifiijle 1 dk 20°C 8000 rpm’de
santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi.

2- Parafinin tamamen uzaklagmasi i¢in bu islem 3 kez tekrarlandi
(son basamakta ksilol 500ul eklendi).

3- Yikama basamagi i¢in tiiplerin her birine, 1000ul %99.5°lik etanol (ksilolii
uzaklastirmak i¢in) eklendi. Tiip 2-3 dk alt iist edilerek karistirildi. 1 dk
20°C 8000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi.
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4

Tiiplere 1000ul %70’lik etanol eklendi. Tiip 2-3 dk alt st edilerek
karigtirildi. 1 dk 20°C 8000rpm’de santrifiij edildi. Stipernatan
uzaklastirildi.

5- Yikama basamaginda son olarak 750ul dH,O (etanolu uzaklastirmak igin)
eklendi. Tip 2-3 dk alt st edilerek karistirldi. 1 dk 20°C 8000 rpm’de
santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi.

6

220ul Tissue Lysis Buffer (TL-doku lizisi; dokuyu parcalamak ve
hiicrelerin aciga ¢ikmasini saglamak i¢in) ve 30ul proteaz (proteinlerin
parcalanmasi ve protein artiklarini elimine etmek igin) eklendi. Tiip 2-3
dk alt st edilerek karigtirildi. Bir gece 55°C inkiibasyona birakildi.

7

220ul Blood Lysis Buffer (BL-kan lizisi) (hiicreleri parg¢alamak igin)
eklendi. 10 dk 70°C inkiibasyona birakildi.

220ul %99.5’1lik etil alkol (agiga ¢ikan DNA'nin toplanmasi i¢in) eklendi
ve spinlere dokiildi. 1 dk 20°C 8000 rpm’ de santrifiij edildi.

8

Kolonlardaki siipernatan dokiildi.
9

650ul Wash Buffer (Etanol;DNA'nin yikanarak temizlenmesi igin)

eklendi. Tiip 2-3 dk alt Ust edilerek karigtirildi. 2 dk 20°C 10.000 rpm’de

santrifiij edildi. Kolonlardaki siipernatan dokiildii.

10-500ul Wash Buffer eklendi. Tiip 2-3 dk alt iist edilerek karistirildi.
Kolonlardaki siipernatan dokiildii. 2 dk 20°C 10.000 rpm’de santrifiij
edildi. Kolonlardaki siipernatan dokiildi

11-200pul Elution Buffer (spine tutunan DNA'nin spinden diisiiriilmesi ve

sulandirilmasi i¢in) eklendi. Tiip 2-3 dk alt iist edilerek karistirildi. 2 dk

20°C 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Spinler atilarak kolonlar ayrild.

3.2.2. PCR Optimizasyonu ve PCR Amplifikasyonu
Mg iyonlar1 dNTP’ler ile c¢oziinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz
aktivitesini artirirlar ve ¢ift iplikli DNA’nin Tm degerini (¢ift iplikli niikleik asit

molekiilerlideki baz c¢iftlerinin yarisinin ortadan kalkmasina yol agan sicaklik

derecesi) artirirlar, ayrica primer/kalip etkilesimini saglarlar.  Bu nedenle
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MgCl,’iin PCR’nin 6zgiilliigii ve {iriin verimi ilizerinde ¢cok 6nemli etkisi vardir
(Temizkan ve Arda, 2004).

Bu bilgilere dayanarak MgCl, konsantrasyonu, annealing sicakligi ve primer
optimizasyonu yapildi. Arg72Pro ve G13964C primerinin optimizasyonunda
MgCl; konsantrasyonlart i¢in denenen PCR karisim miktarlar1 Tablo 3.2.a.b.c.’de

verilmistir.

Tablo 3.2.a 0.22mM MgCl, i¢in kullanilan PCR karigimu.

Kimyasallar Miktar

10x Buffer 25ul

MgCl, 25mM 4ulx10=40ul
dNTP mix 25mM 0.2ulx10=2ul
Primer 10pmol Iulx10=10ul
Taq polimeraz 0.5ulx10=5pl
dH,0O 343ul

Toplam 450ul

Tablo 3.2.b 0.27mM MgCl, igin kullanilan PCR karisimu.

Kimyasallar Miktar

10x Buffer 25ul

MgCl, 25mM Sulx10=50ul
dNTP mix 25mM 0.2ulx10=2pl
Primer 10pmol 1plx10=10pl
Taq polimeraz 0.5plx10=5pul
dH,O 333ul

Toplam 450ul

Tablo 3.2.c 0.33mM MgCl, i¢in kullanilan PCR karigimu.

10x Buffer 25ul

MgCl, 25mM 6ulx10=60ul
dNTP mix 25mM 0.2ulx10=2ul
Primer 10pmol 1plx10=10pl
Taq polimeraz 0.5ulx10=5pul
Taq polimeraz 0.5plx10=5ul
dH,O 323ul

Toplam 450ul

Arg72Pro ve G13964C bolgelerine ait primer optimizasyonu, annealing
sicakliklart ve MgCl2 konsantrasyonlarini belirlemek iizere Gradientli Termal

Cycler’da (G PCR) kurulan deney diizenegi Sekil 3.1°de gosterildigi gibi
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0.2ml’lik ependrof tiiplerine PCR master mix ve DNA’lar konularak cihaza

yerlestirilmistir.
Arg72Pro primer
57°C  58.2°C 59.2°C 604°C 61.1°C
4 MgCl, O O O O O
5MgCl, O O O O O
6 MgCl, O O O O O
G13964C primer
57°C  58.2°C 59.2°C 60.4°C 61.1°C
4 MgCl, O O O O O
5MgClL, O O O O O
6 MgCl, O O O O O

Sekil 3.1. Arg72Pro ve G13964C bolgelerine ait primer optimizasyonu, annealing sicakliklar: ve
MgCl, konsantrasyonlarini belirlemek tizere Gradientli Termal Cycler’da (G PCR) kurulan deney

diizenegi

Gradientli PCR cihazinda belirlenen Arg72Pro ve G13964C bdlgelerine ait primer
optimizasyonu, annealing sicakliklar1 ve MgCI2 konsantrasyonlar1 ¢alisildi ve bu
oranlarin son kez optimizasyonu yapildi. Arg72Pro i¢in ve G13964C i¢in yapilan
son optimizasyon PCR misklerinin miktarlar1 Tablo 3.3 ve 3.4’de ve PCR sartlar
Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.3. Arg72Pro i¢in son optimizasyon PCR miski.

Kimyasallar Miktar
10x Buffer Sul
MgCl, 0.27mM
dNTP mix 0,2ul
Primer 1ul

Taq polimeraz 0,5ul
dH,0O 33,3ul
DNA Sul
Toplam 450ul
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Tablo 3.4. G13964C i¢in son optimizasyon PCR miski.

Kimyasallar Miktar
10x Buffer Sul
MgCl, 0.27mM
dNTP mix 0,2ul
Primer 0,5ul
Taq polimeraz 0,5ul
dH,0 33,8ul
DNA Sul
Toplam 450ul

Tablo 3.5. Arg72Pro ve G13964C i¢in son optimizasyonun PCR sartlar1.

Basamak Sicaklik Siire Asama
1 95 °C 5dk Ik denatiirasyon (Initial denaturation)
2 95 °C 30 sn Ayrilma (Denatiirasyon)
3 59 °C 30 sn Tutunma (Annealing)
4 72 °C 35sn Uzama (Extension)
5 72 °C 10 dk Son Uzama (Last Extension)

Izolasyonlar1 PCR’da kontrol edilen DNA’larin Arg72Pro (ekson 4) ve G13964C
(intron  6)  bolgelerine ait  primerler ile amplifikasyonlar1  i¢in
optimizasyon denemeleri gradientli PCR cihazinda yapildi. Arg72Pro
(ekson 4) ve G13964C (intron 6) bolgelerine ait spesifik primer ¢itleri

Arg72Pro bolgesine ait;

F:5>TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA3’,
R:5>’TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC’

ve G13964C bolgesine ait ;

F:5’CTCCCCTGCTTGCCACAGGT3’,

R: 5’CAGTGTGCAGGGTGGCAAGT3’)

Primerler kullanilarak amplifikasyonlar1 gerceklestirildi. Amplifiye edilecek
ornek sayist kadar PCR karigimi hazirlandi. Kontaminasyon riskini en aza
indirmek i¢in hazir PCR mixleri kullanildi. 1.5ml’lik ependorf tiipte hazirlanarak
her bir 6rnek i¢in 0.2ml’lik steril ependorf tiiplerine 45ul olacak sekilde dagitildi.
5ul kalip DNA ilave edildi. DNA’lar sartlar1 ayarlanmig gradientli PCR cihazinda
amplifiye edildi. Amplifiye edilmek istenen Arg72Pro bdlgesi icin PCR’da
kullanilan en son kimyasallar ve miktarlar1 Tablo 3.6 ve 3.7°de, PCR calisma

sartlar1 ise Tablo 3.8’da verimli
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Tablo 3.6 Arg72Pro i¢cin PCR’da kullanilan kimyasallar ve miktarlar.

Kimyasallar Miktar (35 Test i¢in)
10x Buffer 175ul (5x35ul)
dNTP mix 7ul (0.2x35pl)
Primer 35ul (1x35ul)

Taq polimeraz 17,5ul (0.5x35ul)
dH,O 1341l (0.5x35)
Toplam 1575.5ul

Tablo 3.7 G13964C i¢in PCR’da kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

Kimyasallar Miktar (35 test icin)
10x Buffer 175ul (5x35ul)
dNTP mix 7ul (0.2x35ul)
Primer 17,5ul (0.5x35ul)
Taq polimeraz 17,5ul (0.5x35ul)
dH,O 1358ul

Toplam 1575ul

Tablo 3.8 Arg72Pro ve G13964C igin uygulanan PCR sartlar1.

Basamak Sicakhik Siire Asama
1 95 °C 5 dk Ik denatiirasyon
2 95 °C 30 sn Denatiirasyon
3 59 °C 30 sn Tutunma
4 72 °C 35sn Uzama
5 72 °C 10 dk Son Uzama

PCR sonunda amplifikasyon liriinlerinin kontrol edilmesi i¢in % 1’lik agaroz jel
hazirlanip, etidyum bromiir iceren agaroz jelde 0,5xTAE tampon soliisyonu iginde

100 voltta 30 dk yiiriitiilerek transiilliminatdrde goriintiilendi.

Agaroz jelin hazirlamsi;

100 mI’lik erlende, 115ml 0.5xTAE i¢ine 1.15g agaroz eklendi ve mikrodalga
firnda kaynatildi. Beher i¢ine EtBr eklendi ve jel setine dokiilerek tarak
yerlestirildi. Jelin donmasindan sonra iginde 0.5xTAE bulunan elektroforez
tankina koyuldu. Tarak c¢ikarildiktan sonra kuyulara sirasiyla amplifikasyon
tiriiniiyle birlikte brom fenol blue yiiklendi. Ayrica degerlendirilmenin glivenilir

olmast i¢in ilk ve son kuyucuklara Molecular Weight Marker DNA 100bp
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Ladder (1200-1100-1000-900-800-700-600-500-400-300-200100) o6zelligindeki marker
yiklendi. %1’lik agaroz jelde 130 voltta 25 dk yiritildi. Sonuglar UV

transillimiinatdrde degerlendirildi.

3.2.3. Enzimatik Kesim

PCR fiiriinleri agaroz jelde kontrol edildikten sonra p53 mutasyonu Arg72Pro
polimorfizmi ve G13964C intronik varyant polimorfizimini saptamak i¢in
amplifikasyon {riinlerine Arg72Pro i¢in BSTFNI enzimi ile G13964C icin

BstHHI enzimi ile enzimatik kesim yapildi.

1-BstFNI (3000 U/ml) 5°...CGYCG...3’
3'...GCTGC...5
2-BstHHI (10.000 U/ml) 5°...GCGIC...3’
3°...CTGCG...5

Calismamizda Arg72Pro amplifikasyon {riinleri BstFNI ile G13964C
amplifikasyon iirtinleri BstHHI enzimleri ile kesimi i¢in, 1ul enzim, 1ul 10x
Buffer, 8.5ul PCR amplifikasyon iiriinii 0.2ml’lik ependorf tiiplerine koyuldu ve
16 saat 55°C inkiibasyona birakildi. P53 mutasyonu Arg72Pro ve G13964C
polimorfizmini saptamak icin enzimatik kesim uygulamasinda kullanilan

kimyasallar Tablo 3.9 ve 3.10°da verilmistir.

16 saat inkiibasyondan sonra Ornekler, %?2’lik agaroz jele yiiklenerek, iginde
0,5xTAE buffer bulunan agaroz jel elektroforez tankina konuldu. Yiikleme iglemi
sirasinda, kuyulara 13ul enzim kesim triiniiyle birlikte bromfenol blue eklenerek
yiikleme yapildi. Son kuyucuga Molecular Weight Marker DNA 100bp
Ladder (1200-1100-1000-900-800-700-600-500-400-300-200100) o6zelligindeki marker
yiiklendi. Arg72Pro i¢in 120voltta 30 dakika, G13964C i¢in 140 voltta 20 dakika

yiiriitiildii. Sonuglar UV transiilliminatdrde degerlendirildi.
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Tablo 3.9. Arg72Pro polimorfizmi i¢in enzimatik kesimde kullanilan kimyasallarin miktarlari.

BstFNI enzimi Iplx3=3ul
10xBuffer 1plx3=3ul
PCR iiriinii 8.5ulx3=31.5ul

Tablo 3.10.G13964C polimorfizmi igin enzimatik kesimde kullanilan kimyasallarin miktarlari.

BstHHI enzimi 1plx3=3ul
10xBuffer 1plx3=3ul
PCR iiriinii 8.5ulx3=31.5ul

3.2.4. Kullamilan istatistik Metodu

t-testi; degiskenin toplumda normal dagildigi, 6rnek hacminin n<30 oldugu, 6rnek
hacimleri n; <30 ya da n; <30 oldugu iki 6rnekte, 6rnek hacminin n>30 oldugu
fakat toplum standart sapmasiin bilinmedigi durumlarda toplum ortalama ve
oranlarina iligskin hipotezlerin test edilmesinde yararlanilan bir 6nemlilik testidir.

Bu teste Student ¢ festi de denilmektedir.

t-testi ayrica, bir grup tlizerinden iki veri seti elde edildiginde eslestirilmis

denemelere iligkin hipotezleri test etmekte de yararlanilmaktadir.

t dagilimmin kritik degerleri serbestlik derecesi (sd) adint verdigimiz bir degere

bagl olarak degisiklikler gostermektedir.

t-testi az sayida birimli deneme sonuglarina uygulanan yaygin kullanimi olan bir

testtir (Ozdamar, 1997).
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4.BULGULAR

4.1 DNA Izolasyonu Sonuclari

Parafine gomiilii kolon tiimor doku drneklerinden dncelikle parafin uzaklagtirildi.
DNA izolasyonu icin EZNA Tissue DNA hazir kiti kullanildi. Izole edilen
DNA’nin varligt PCR ve agaroz jel elektroferez ile tespit edildi. DNA
izolasyonuna iliskin sonuglar, amplifikasyon ve enzim kesim sonuglariyla beraber

Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. DNA izolasyonu, amplifikasyon ve enzim kesimi sonuglari.

Olgu DNA Arg72Pro G13964C Arg72Pro G13964C
No Izolasyon Amplifikasyonu | Amplifikasyonu | genotipleri genotipleri
Son.

1 + + + Arg/Arg GC
2 + + + - G/G
3 + + + - G/G
4 + + + Arg/Pro GC
5 + + + Arg/Arg G/G
6 + + + Arg/Pro GC
7 + + + Arg/Pro GC
8 + + + Arg/Pro GC
9 + + + Arg/Arg GC
10 + + + Arg/Arg GC
11 + + + Arg/Pro GC
12 + + + Arg/Arg GC
13 + + + Arg/Arg GC
14 + + + Arg/Pro GC
15 + + + Arg/Arg GC
16 + + + Arg/Arg GC
17 + + + - -
18 + + + Arg/Arg GC
19 + + + - G/G
20 + + + Arg/Arg GC
21 + + + Arg/Pro GC
22 + + + Arg/Pro C/C
23 + + + Arg/Arg GC
24 + + + Pro/Pro G/G
25 + + + Arg/Arg -
26 + + + Arg/Arg G/G
27 + + + Arg/Pro GC
28 + + + Arg/Pro GC
29 + + + - G/G
30 + + + Arg/Pro C/C
31 + + + Pro/Pro GC
32 + + + - -
33 + + + Arg/Arg GC
34 + + + - -
35 + + + - -
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Dokulardan; parafinden uzaklastirma (deparafinizasyon) ve DNA izolasyonu i¢in
oncelikle 2, 10, 12, 15, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 30,32, 33, 35 nolu
ornekler calisilmistir. ilk 6nce bu olgularin calisiimasimin nedeni; dokulardan
DNA izole edilememe ihtimaline karsi, tiim dokular1 harcamamak i¢in, deneme
amagh olarak dokularin yaris1 izolasyon i¢in kullanilmistir. Daha sonra 1, 3, 5, 6,
7, 8,9, 11, 13, 14, 16, 17, 19, 29, 31, 34 no’lu 6rneklerde DNA izolasyonunu
dogrulamak igin ikinci bir izolasyon daha yapildi. Ikinci grup DNA izolasyonu da
net sonuglar verdigi i¢in, izole edilen DNA ornekleri ile ¢alismaya devam edildi.
2, 12, 15, 20, 21, 24, 32 nolu 6rneklerde DNA ¢ok yogun goriindii. Bir gece
inkiibasyondan sonra, 10 nolu oOrnegin bulundugu tiipiin kapagir acilmis
olduguicin,bufferin uctugu farkedilip yeniden lizis buffer eklendi, fakat sonucta
DNA izolasyonu gerceklesti. DNA izolasyon kontroli i¢in glukoz-6-
fosfatdehidrojenaz kullanilmustir. Izole edilen DNA’ larmn jel elektroferez

goriintlileri Resim 4.1 ve Resim 4.2’de verilmistir.

GAPDHG

Resim 4.1. ik denenen drneklerde izolasyon sonuglari. GG6PDHG: Glukoz-6-fosfatdehidrojenaz

kontrol.
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Resim 4.2. Ikinci grup DNA izolasyonu sonuglari.

4.2 PCR Optimizasyonu ve Sonucu

p53 mutasyonunu Arg72Pro ve G13964C polimorfizmlerini tespit etmek icin;
primer optimizasyonu, MgCl, konsantrasyonu ve annealing sicakliklarinin ayni
anda belirlenebildigi Gradientli PCR cihazi kullanildi. Buna gore; MgCl,
konsantrasyonlarinin deneme amagcli 0.22mM, 0.27mM, 0.33mM olacak sekilde
miktarlart belirlendi. Daha sonraki calismalar i¢cin uygun annealing sicakliginm
belirlemek iizere, denenen annealing sicaklik araliklar1 57°C, 58.2°C, 59.2°C,
60.4°C, 61.1°C’dir. Optimizasyonda denenen primer miktarlari, annealing
sicakliklart ve MgCl, konsantrasyonlarinin sonuglari, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de

verilmistir.

Resim 4.3’lin sol tarafinda Arg72Pro i¢in denenen annealing sicakliklari, MgCl,
konsantrasyonlari ve primer optimizasyonu, sag tarafinda ise G13964C i¢in
denenen annealing sicakliklari, MgCl, konsantrasyonlar1 ve primer optimizasyonu
PCR sonras1 jelde goriintiillenmistir. Her iki gen bdlgesine ait primer dizileri

materyal ve metotda verilmistir.
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Annealing S1cakhklan
Arg72Pro Primer G13964C Primer
58.2 59.2 60.4 61.1 57 58.2 39.2 60.4 61.1

0.22mM MgCl2

0.27mM MgCI2

0.33mM MgCl2

Resim 4.3. Optimizasyon sonuglarinin elektroferezdeki band goriintiisii.

Tablo 4.3. Arg72Pro primeri igin birinci 6rnek optimizasyon deneme sonuglari.

Annealing Sicakhg 0.22mM MgCl, | 0.27mM MgCl, 0.33mM MgCl,
57°C + + - ¥
58.2°C + + +
59.2°C + + +
60.4°C + + +
61.1°C + + +

(*) Primer non-spesifik olarak baglandig1 i¢in olumlu sonug vermedi.

Tablo 4.4. G13964C primeri i¢in birinci drnek optimizasyon deneme sonuglari.

Annealing °C 0.22mM MgCl, 0.27mM MgCl, 0.33mM MgCl,

57°C + + +
58.2°C + + +
59.2°C + Cift band nonspesifik* +
60.4°C Cift band nonspesifik* + +
61.1°C + Cift band nonspesifik* +

(*)Sonucun ¢ift band nonspesifik olmasi; deneme amacgh kullanilan 10 pmol primerin fazla
gelmesinden kaynaklanmaktadir. G13964C intronik varyant optimizasyonunda primer miktar1 bu

nedenle 5 pmol olarak belirlendi.
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Gradientli PCR’da yapilan optimizasyon denemesinde; Arg72Pro ve G13964C
bolgelerindeki polimorfizmleri giivenilir bir sekilde saptayabilmek i¢in en verimli
optimizasyon kosulunun; MgCl, konsantrasyonu 0.27mM olarak c¢alisilmasi,
annealing sicakliginin 59.2°C olmasi ve G13964C intronik varyant igin primer
miktar1 nonspesifik ¢ift bandlar verdigi i¢in;1 pl’den 0.5 pl’ye disiiriilmesine

karar verildi.

4.3 PCR Amplifikasyonu ve Enzimatik Kesim Sonug¢lar:

Izolasyondan sonra elde edilen DNA’larin p53 mutasyonunu belirlemek iizere
Arg72Pro ve G13964C polimorfizm bolgeleri icin secilen primer ciftleri ile
belirlenen uygun PCR sartlarinda amplifikasyonlar1 gergeklestirildi. Primerlerin

calisip calismadigi kontrol edildi.

p53 mutasyonu i¢in Arg72Pro polimorfizmini saptamak amaciyla PCR sonucunda
elde edilen amplikonlara ilk dnce restriksiyon enzimi ile enzim kesimi uygulandi.

Enzim kesim sonuglar1 Tablo 3.2° de verilmistir.

p53 mutasyonu i¢in Arg72Pro amplifikasyon iirtinleri 4. ekson iizerinde yer alan
72. kodonda 5°...CGYCG...3’, 3°...GCTGC...5’ tanima sekansi bulunan BstFNI
restriksiyon enzimi ile muamele edildi (Langered et al. 2002). Ikinci islem olarak
G13964C intronik varyantini belirlemek iizere; intron 6’ da yer alan 13964.
niikleotitdeki GC polimorfizmi i¢in 5’...GCGYC...3’, 3°...CTGCG...5" tamima
sekans1 bulunan BstHHI restriksiyon enzimi ile enzimatik kesimi yapildi (Buyru

et al. 2005).

Calismamizda p53 mutasyonu i¢in Arg72Pro polimorfizmini saptamak amaciyla
PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon iiriinlerine BstFNI restriksiyon enzimi
ile enzim kesimi uygulandi. Calismamizda Arg72Pro bdlgesi i¢in uygulanan
enzim kesimi sonucunda 2, 3, 17, 19, 29, 32, 34 ve 35 nolu olgulara ait 6rneklerde
DNA izole edilmesine ragmen enzim kesimi ger¢ceklesmemistir. Enzim kesimi

gerceklesmis olan bolgelerde ise; Pro homozigotu 199 bp uzunlugunda tek DNA
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band1 gosterirken, Arg homozigotu 113 bp ve 86 bp uzunlugunda ¢ift DNA band1
gosterdi ve Arg/Pro heterezigotu da her iki allelin kombinasyonu olan ii¢ bant

(119, 113 ve 86 bp) halinde kesim gosterdi.

Enzim kesim goriintiileri literatiirle uyumludur (Zhu et al. 2005). P53 mutasyonu

icin Arg72Pro polimorfizmini belirlemek amaciyla, PCR iiriinlerine enzimi

kullanilarak uygulanan enzim kesimi goriintiileri Resim 4.4’de verilmistir.

Resim 4.4. Arg72Pro bolgesinin enzim kesim sonuglarinin jel elektroferezde goriintiileri.
Molecular Weight Marker DNA 100bp Ladder (1200-1100-1000-900-800-700-600-500-400-300-
200100) AA:Arg/Arghomozigot, AP:Arg/ProHeterozigot, PP:Pro/Pro Homozigot.

Calismamizda p53 mutasyonu icin G13964C intron 6 polimorfizmini saptamak
amacityla PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon {iriinlerine BstHHI
restriksiyon enzimi ile enzim kesimi uygulandi. Enzim kesim sonuglar1 bolgesi

icin uygulanan enzim kesimi sonucunda 17, 25, 32, 34, 35 nolu olgulara ait
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orneklerde  DNA  izole edilmis olmasmma ragmen enzim kesimi

gerceklestirilememistir. Enzim kesim sonuglar1 Tablo 3.2°de verilmistir.

P53 mutasyonu i¢in G13964C intronik bolge genotipleri i¢cin; CC homozigotu 175
bp tek DNA bandi gosterirken, GG homozigotu 175 ve 32 bp uzunlugunda g¢ift
DNA band1 gosterdi ve GC heterozigotu da her iki allelin kombinasyonu olan ti¢
bant (207, 175 ve 32 bp) halinde kesim gosterdi. Enzim kesim goriintiileri
literatiirle uyumludur (Fiszer-Maliszewska 2003). P53 mutasyonu i¢in G13964C
intronik varyant polimorfizmini belirlemek amaciyla, PCR iiriinlerine BstHHI

enzimi kullanilarak uygulanan enzim kesimi goriintiileri Resim 4.5’de verilmistir.

GC GG GG GC GG GC GC GC GC GC GC

GC CC CC GC GG -

Resim 4.5. G13964C bolgesinin enzim kesim sonuglarinin jel elektroferezde goriintiileri
Molecular Weight Marker DNA 100bp Ladder (1200-1100-1000-900-800-700-600-500-400-300-
200100) GG:G/G homozigot, GC:GC Heterozigot, CC: C/C Homozigot.
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4.3.1. Yas ve Cinsiyet Karsilastirmasi

Calismada kolon kanseri tanis1 konmus 20 kadin ve 15 erkek olguya ait toplam 35
doku kullanilmistir. Bu c¢alismaya katilan olgularin cinsiyetlere gore yas
ortalamast ve standart hatast kadinlar i¢in (65.95+£2.76), erkekler icin
(61.67+3.07) olarak ve olgularin genel yas ortalamas1 (64.1142.06) bulunmustur.
Yapilan #-testinin sonucunda cinsiyetler arasinda yas bakimindan fark olmadigi
tespit edilmistir (p=0.307>0.05). Bu istatistiksel sonuca gore farkli cinsiyetlerde
ayni yas grubunda c¢aligilmstir.

4.3.2. Cinsiyetlerin Arg72Pro ve G13964C Mutasyon Bulgular:

P53 mutasyonu Arg72Pro polimorfizm bdlgesinin enzim kesimi sonucu Arg/Arg,
Arg/Pro, Pro/Pro genotiplerinde olmak iizere ii¢ fakli sonuca gore kadinlar
arasinda gozlenen olgu sayis1 7 Arg/Arg homozigot, 8 Arg/Pro heterozigot, 1
Pro/Pro homoizigot ve erkekler arasinda ise 7 Arg/Arg homozigot, 3 Arg/Pro
heterozigot, 1 Pro/Pro homozigot oraninda tespit edilmistir. Ar72Pro polimorfizmi
icin enzim kesimi uygulamasinda 8 Ornekte enzim kesimi gergeklesmemistir.
Buna gore Arg72Pro genotip oranlari ise kadinlar i¢in Arg/Arg homozigot %43.8,
Arg/Pro heterozigot 9%350.0, Pro/Pro homozigot %6.3 ve erkekler icin Arg/Arg
homozigot %63.6, Arg/Pro heterozigot %27.3, Pro/Pro homozigot %9.1 olarak
bulunmustur. Her iki cinsiyete ait oranlar ise Arg/Arg homozigot %51.9, Arg/Pro
heterozigot %40.7 ve Pro/Pro homozigot %7.4 olarak tespit edilmistir. P53 genine
ait Arg72Pro polimorfizminin genotiplerine ait istatistiki degerlendirmede t-testi
kullanilmistir ve sonuglar Tablo 4.5’de verilmistir. Yapilan t-testinin sonucunda

cinsiyetler —arasinda  Ar72Pro  polimorfizmi  bakimindan fark  yoktur

(p=0.498>0.05).
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Tablo 4.5. Arg72Pro i¢in cinsiyetlerin Arg/Arg homozigot, Arg/Pro heterozigot ve Pro/Pro
homozigot genotip yiizdeleri

Arg72Pro

A AP PP Toplam

CINSIYET Kadin Sayi 7 8 1 16
Cinsiyet igindeki % 43,8% 50,0% 6,3% 100,0%

Ara72Pro icindeki % 50,0% 72,7% 50,0% 59,3%

Toplam %’ si 25,9% 29,6% 3,7% 59,3%

Erkek Say! 7 3 1 11

Cinsiyet igindeki % 63,6% 27,3% 9,1% 100,0%

Arg72Pro icindeki % 50,0% 27,3% 50,0% 40,7%

Toplam %’si 25,9% 11,1% 3,7% 40,7%

Toplam Say! 14 11 2 27
Cinsiyet icindeki % 51,9% 40,7% 7,4% 100,0%

Arg72Pro igindeki % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Toplam %’si % 51,9% 40,7% 7,4% 100,0%

P53 genine ait G13964C intronik varyant bolgenin enzim kesim sonucunda GG
homozigot, GC heterozigot, CC homozigot genotipleri olmak {izere 3 farkli sonug
elde edilmistir. Buna gore kadinlar arasinda gozlenen olgu sayist 4 GG
homozigot, 12 GC heterozigot ve 1 CC homozigot, erkekler arasinda gozlenen
olgu sayist 3 GG homozigot, 9 GC heterozigot ve 1 CC homozigot tespit
edilmistir. G13964C polimorfizmi i¢in enzim kesimi uygulamasinda 5 Ornekte
enzim kesimi gerceklesmemistir. Bu sonuclara gore, cinsiyetlere gére G13964C
intronik varyantinda yapilan T-testi istatistiki sonuglar1 kadinlar i¢in %23.5 GG
homozigot, %70.6 GC heterozigot, %5.9 CC homozigot ve erkekler icin bu
genotip oranlart %23.1 GG homozigot, %69.2 GC heterozigot, %7.7 CC
homozigot olarak tespit edilmistir. Cinsiyetlere ait toplam oranlar ise %23.1 GG,
%70.0 GC, %6.7 CC olarak tespit edilmistir. Cinsiyetlerin p53 mutasyonu i¢in
G13964C intronik varyant polimorfizmi iizerine hesaplanan yiizdeler Tablo 4.6’de
verilmistir. Yapilan ¢-festinin sonucunda cinsiyetler arasinda G13964C intronik

varyant polimorfizmi bakimindan fark yoktur (p=0.981>0.05).
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Tablo 4.6. G13964C i¢in cinsiyetler arasinda GG, GC ve CC genotip yiizdeleri.

G13964C
GG GC CcC Toplam
CINSIYET Kadin Sayi 4 12 1 17
Cinsiyet igindeki % 23,5% 70,6% 5,9% 100,0%
G13964C icindeki % 57,1% 57,1% 50,0% 56,7%
Toplam %'si 13,3% 40,0% 3,3% 56,7%
Erkek Say! 3 9 1 13
Cinsiyet icindeki % 23,1% 69,2% 7,7% 100,0%
G13964C icindeki % 42,9% 42,9% 50,0% 43,3%
Toplam %’si 10,0% 30,0% 3,3% 43,3%
Toplam Say 7 21 2 30
Cinsiyet icindeki % 23,3% 70,0% 6,7% 100,0%
G13964C icindeki % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Toplam %’si 23,3% 70,0% 6,7% 100,0%

4.3.3.Cinsiyet ve Tan1 Bulgular

Kolon kanserli olgularda iyi differansiye adenokarsinom, orta derecede
differansiye adenokarsinom ve bagirsakta karsinomatdz tutulum, tagh yiiziik
hiicreli olmak iizere ii¢ farkli tam1 grubu bulunmaktadir. lyi differansiye
adenokarsinom tanisi i¢in iyi, orta differansiye adenokarsinom tanisi i¢in orta ve
bagirsakta karsinomatdz tutulum, tasl yiiziik hiicreli tanilari i¢in k6% olmak iizere
3 farkli tan1 grubu olusturulmustur. Bu siniflandirmaya gore; kadinlarda iyi, orta,
kotii tanilarina ait doku 6rnekleri bulunurken erkeklerde ise 1yi ve orta tanilarina
ait doku ornekleri bulunmaktadir. Kadinlarda 6 1y1, 12 orta ve 2 kotii tanili
bulunurken erkeklerde 2 iyi ve 13 orta tanili olgu bulunmaktadir. Erkeklerde kotii
tanili doku Ornegi elimizde bulunmamaktadir. Cinsiyete gore gdzlenen tani
degerlerinin kadinlardaki ytizdeleri %30.0 1yi, %60.0 orta, %10.0 kotii ve erkekler
de gozlenen tanilarin yiizdeleri %13.3 iyi, %86.7 orta olarak hesaplanmistir. Her
iki cinsiyetin toplamini alarak hesaplanan tanmi yiizdeleri %22.9 iyi, %71.4 orta,
%S35.7 kotii olarak tespit edilmistir. t-testi ile hesaplanan, cinsiyetin kolon kanserli
tic farkli tan1 grubundaki olgular iizerine ylizdeleri Tablo 4.7°de verilmistir.
Yapilan t-testinin sonucunda cinsiyetler arasinda tani1 bakimindan fark olmadig:

tespit edilmistir (p=0.183>0.05).
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Tablo 4.7. Cinsiyetler arasinda konulan tanilarin yiizdeleri.

TANI
iyi Orta Koti Toplam

CINSIYET Kadin Sayi 6 12 2 20
Cinsiyet igindeki % 30,0% 60,0% 10,0% 100,0%

Tanidaki % 75,0% 48,0% 100,0% 57,1%

Toplam %’si 17,1% 34,3% 5,7% 57,1%

Erkek Say! 2 13 15

Cinsiyet igindeki % 13,3% 86,7% 100,0%

Tanidaki % 25,0% 52,0% 42,9%

Toplam %’si 5,7% 37.1% 42,9%

Toplam Say 8 25 2 35
Cinsiyet igindeki % 22,9% 71,4% 5,7% 100,0%

Tanidaki % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Toplam %’si 22,9% 71,4% 5,7% 100,0%

4.3.4.Yas Gruplarinin Arg72Pro ve G13964C Mutasyon Bulgular:

Calisilan  Arg72Pro ve G13964C bdlgelerinin  kadinlarda yas ortalamasi
(65.95%2.76) erkeklerde yas ortalamasi (61.67+3.07) oldugundan, yas gruplamasi
60 ve alt1 ile 61 ve iizeri seklinde 2 farkli yas araligi belirlenmistir. Calisilan
Arg72Pro bolgesinin genotip sonuglarina gore, 60 ve altindaki yas araliginda 7
Arg/Arg homozigot, 5 Arg/Pro heterozigot, 1 Pro/Pro homozigot, 61 ve
tizerindeki yas aralifinda 7 Arg/Arg homozigot, 6 Arg/Pro heterozigot ve 1
Pro/Pro homozigot olgu vardir. Ar72Pro polimorfizmi i¢in enzim kesimi
uygulamasinda 8 drnekte enzim kesimi gergeklesmemistir. Bu sonuglara gore, 60
ve alti yas grubunda %53.8 oraninda Arg/Arg homozigot, %38.5 oraninda
Arg/Pro heterozigot, %7.7 oraninda Pro/Pro homozigot genotip oranlar t-testine
gore hesaplanmistir. 61 ve iizeri yas grubunda %50.0 oraninda Arg/Arg
homozigot genotip, %42.9 oraninda Arg/Pro heterozigot genotip, %7.1 oraninda
Pro/Pro homozigot genotip elde edilmistir. Cinsiyet ayrimi1 yapmadan genotip
oranlar1 ise %51.9 Arg/Arg homozigot, %40.7 Arg/Pro heterozigot, %7.4 Pro/Pro
homozigot seklindedir. Belirlenen yas gruplar1 arasinda Arg72Pro polimorfizm

yiizdeleri Tablo 4.8’da verilmistir. Yapilan t-tfestinin sonucunda yas gruplari
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arasinda  Arg72Pro polimorfizm bakimindan fark olmadigi tespit edilmistir

(p=0.973>0.05).

G13964C bolgesinin genotip sonuglarina gore, 60 ve altindaki yas araliginda 3
GG homozigot, 11 GC heterozigot ve 1 CC homozigot, 61 ve lizerindeki yas
araliginda 4 GG homozigot, 10 GC heterozigot ve 1 CC homozigot olgu
bulunmaktadir. G13964C polimorfizmi i¢in enzim kesimi uygulamasinda 5
ornekte enzim kesimi gerceklesmemistir. Bu sonuglara gore, 60 ve alt1 yas
grubunda %20.0 oraninda GG homozigot genotip, %73.3 oraninda GC heterozigot
genotip, %6.7 oraninda CC homozigot genotip, 61 ve lizeri yas grubunda %6.7
oraninda GG homozigot genotip, %66.7 oraninda GC heterozigot genotip, %6.7
oraninda CC homozigot genotip elde edilmistir. Cinsiyet ayrimi yapmadan
genotip oranlart ise %?23.3 GG homozigot, %70.0 GC heterozigot, %6.7 CC
homozigot seklindedir. Belirlenen yas gruplari arasinda p53 mutasyonu saptamak
icin G13964C intronik varyant polimorfizm ylizdeleri Tablo 4.9’da verilmistir.
Yapilan ¢-festinin sonucunda yas gruplar1 arasinda G13964C intronik varyant

polimorfizm bakimindan fark olmadigi tespit edilmistir (p=0.909>0.05).

Tablo 4.8. Yas gruplari arasinda Arg72Pro bolgesi iizerine yiizdeleri.

Arg72Pro
AA AP PP Toplam

YAS_GRUB 60 ve alti Sayi 7 5 1 13
Yas grup. igindeki % 53,8% 38,5% 7,7% 100,0%

Arg72Pro igindeki % 50,0% 45,5% 50,0% 48,1%

Toplam %’si 25,9% 18,5% 3,7% 48,1%

61ve Uzeri  Say 7 6 1 14
Arg72Pro igindeki % 50,0% 42,9% 7,1% 100,0%

50,0% 54,5% 50,0% 51,9%

Toplam %'si 25,9% 22,2% 3,7% 51,9%

Toplam Say! 14 11 2 27
Yas grup. igindeki % 51,9% 40,7% 7.4% 100,0%
Arg72Pro igindeki % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Toplam %’si 51,9% 40,7% 7,4% 100,0%
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Tablo 4.9. G13964C bolgesinin yas agisindan degerlendirilen yiizdeleri.

G13964C

GG GC CcC Toplam

YAS_GRUB 60 ve alti Sayi 3 11 1 15
Yas grup. Iginderki 20,0% 73,3% 6,7% 100,0%

G13964C igindeki % 42,9% 52,4% 50,0% 50,0%

Toplam %’si 10,0% 36,7% 3,3% 50,0%

61 ve lzeri Sayi 4 10 1 15
Yas grup. igindeki %0 26,7% 66,7% 6,7% | 100,0%

G13964C icindeki % 57,1% 47,6% 50,0% 50,0%

Toplam %’si 13,3% 33,3% 3,3% 50,0%

Toplam Sayi 7 21 2 30
Yas grup. Igindeki % 23,3% 70,0% 6,7% 100,0%
G13964C icindeki % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Toolam % 23,3% 70,0% 6,7% 100,0%

4.3.5.Yas Gruplari ve Tam

Tanilarin degerlendirmesinde iyi differansiye adenokarsinom tanisini iyi, orta
differansiye adenokarsinom tanisini orta ve bagirsakta karsinomatdz tutulum, tash
yiiziik hiicreli tanilarin1 kotii olmak tizere 3 farkli tan1 olarak ayrilmistir. Calisilan
kolon kanserli olgularin 60 ve altindaki yas araliginda 4 iy1, 11 orta, 1 kétii ve 61
ve lizeri yas araliginda 4 iyi, 14 orta, 1 kotii tanili olgu bulunmaktadir. 60 ve alti
yas araligindaki tanilarin yiizdeleri %25.0 iyi, %68.8 orta, %6.3 koéti, 61 ve tizeri
yas aralifindaki tanilarin yiizdeleri ise %21.1 iyi, %73.7 orta, %5.3 kotii olarak
belirlenmistir. Her iki yas grubunun taniya gore hesaplanan istatistiki sonuglari ise
%22.9 iyi, %71.4 orta, %5.7 kotii tanilt olgular bulunmaktadir. Yapilan ¢-testinin
sonucunda yas gruplar1 arasinda tan1 bakimindan fark olmadig: tespit edilmistir
(p=0.950>0.05). Belirlenen yas gruplart ile ii¢ farkli tani grubundaki kolon
kanserli olgularin ¢-testine gore yapilan istatistiki degerlendirme sonuglar1 Tablo

4.10°de verilmistir.
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Tablo 4.10. Yas araliklarinin ¢alisilan olgularda tani yiizdeleri.

TAN
iyi Orta Kota | roelam
YAS_GRUB 60 ve alti Sayi 4 11 1 16
Yas grup. igindeki % 25,0% 68,8% 6,3% 100,0%
Tani igindeki % 50,0% 44,0% 50,0% 45,7%
Toplam %’si 11,4% 31,4% 2,9% 457%
61 ve Uzeri Savi 4 14 1 19
Yas grup. igindeki 21,1% 73,7% 5,3% 100,0%
Tant igindeki % 50,0% 56,0% 50,0% 54,3%
Toplam %’si 11,4% 40,0% 2,9% 54,3%
Toplam Sayi 8 25 2 35
Yas grup icindeki % 22,9% 71,4% 5,7% 100,0%
Tani igindeki % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Toplam %’si 22,9% 71,4% 5,7% 100,0%

4.3.6. Tanmiya Gore Arg72Pro ve G13964C Mutasyon Bulgular:

Iyi tanili olgularda 3 Arg/Arg homozigot, 4 Arg/Pro heterozigot, orta tamili
olgularda 10 Arg/Arg homozigot, 6 Arg/Pro heterozigot, 2 Pro/Pro homozigot,
kotii tanili olgularda 1 Arg/Arg homozigot, 1 Arg/Pro heterozigot olgu sayist
bulunmaktadir. Ar72Pro polimorfizmi i¢in enzim kesimi uygulamasinda 8 6rnekte
enzim kesimi gerceklesmemistir. Buna sonuglara gore, iyi tamili olgularda
Arg72Pro genotiplerinin ylizdeleri, %42.9 Arg/Arg homozigot, %57.1 Arg/Pro
heterozigot, orta tanili olgularda %55.6 Arg/Arg homozigot, %33.3 Arg/Pro
heterozigot, %11.1 Pro/Pro homozigot, kotii tanili olgularda %50.0 Arg/Arg
homozigot, %350.0 Arg/Pro heterozigot olarak tespit edilmistir. Tim kolon
kanserli olgularda Arg72Pro polimorfizm sonuclart %51.9 Arg/Arg homozigot,
%40.7 Arg/Pro heterozigot, %7.4 Pro/Pro homozigot genotipleri bulunmustur.
P53 mutasyonu saptamak i¢in Arg72Pro polimorfizmde iyi tanili olgularda
Pro/Pro homozigotu ve kotii tanili olgularda Pro/Pro homozigotu saptanmamustir.
Yapilan t-festinin tanilar arasinda Arg72Pro polimorfizmi bakimindan fark
olmadigi tespit edilmistir (p=0.753>0.05). Taniya gore, Arg72Pro polimorfizmini
veren Arg/Arg homozigot, Arg/Pro heterozigot, Pro/Pro homozigot genotip
yiizdeleri Tablo 4.11°de verilmistir.
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Iyi tanili olgularda 1 GG homozigot, 6 GC heterozigot, 1 CC homozigot, orta
tanil1 olgularda 6 GG homozigot, 13 GC heterozigot, 1 GG homozigot, kotii tanili
olgularda 2 GC heterozigot olgu sayis1 bulunmaktadir. G13964C polimorfizmi
icin enzim kesimi uygulamasinda 5 Ornekte enzim kesimi gerceklesmemistir.
Buna sonuglara gore, iyi tanili olgularda G13964C genotiplerinin ylizdeleri,
%12.5 GG homozigot, %75.0 GC heterozigot, %12.5 CC homozigot, orta tanili
olgularda %30.0 GG homozigot, %65.0 GC heterozigot, %5.0 CC homozigot,
kotii tanili olgularda 9%100.0 GC heterozigot olarak tespit edilmistir. Tiim kolon
kanserli olgularda G13964C polimorfizm sonuglart %23.3 GG homozigot, %70.0
GC heterozigot, %6.7 CC homozigot genotipleri bulunmustur. P53 mutasyonu
saptamak i¢in G13964C polimorfizmde kétii tanili olgularda GG homozigotu ve
CC homozigotu saptanmamustir. Yapilan t-festinin tanilar arasinda G13964C
polimorfizmi bakimindan fark olmadig tespit edilmistir (p=0.693>0.05). Taniya
gore, G13964C polimorfizmini veren GG homozigot, GC heterozigot, CC
homozigot genotip ylizdeleri Tablo 4.12’de verilmistir.

Tablo 4.11. Taniya gore Arg72Pro polimorfizmini veren Arg/Arg homozigot, Arg/Pro heterozigot,
Pro/Pro homozigot genotip yiizdeleri.

Arg72Pro
AA AP PP Toplam
TANI  yi Say! 3 4 7
Tani igindeki % 42.9% 57,1% 100,0%
Arg72Pro igindeki % 21,4% 36,4% 25,9%
Toplam %'si 11,1% 14,8% 25,9%
Orta Sayi 10 6 2 18
Tani igindeki % 55,6% 33,3% 11,1% 100,0%
Arg72Pro igindeki 9 71,4% 54,5% 100,0% 66,7%
Toplam %'si 37,0% 22,2% 7.4% 66,7%
Kéti Say 1 1 2
Tani igindeki 50,0% 50,0% 100,0%
Arg72Pro igindeki % 7.1% 9,1% 7,4%
Toplam %’si 3,7% 3,7% 7,4%
Toplam Say! 14 11 2 27
Tani icindeki % 51,9% 40,7% 7,4% 100,0%
Ara72Pro icindeki % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Tanlam 51,9% 40,7% 7.4% 100,0%
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Tablo 4.12. Tanilarin G13964C polimorfizm GG homozigot, GC heterozigot ve CC homozigot
yiizdeleri.

G13964C
Toplam
GG GC cC

TANI  lyi Sayi 1 6 1 8
Tani igindeki % 12,5% 75,0% 12,5% 100,0%

G13964C igindeki % 14,3% 28,6% 50,0% 26,7%

Toolam %’si 3,3% 20,0% 3,3% 26,7%

Orta Sayi 6 13 1 20
« Tani igindeki % 30,0% 65,0% 5,0% 100,0%

G13964C icindeki % 85,7% 61,9% 50,0% 66,7%

Tonlam %’si 20,0% 43,3% 3,3% 66,7%

Kot Say 2 2

Tani igindeki % 100,0% 100,0%

G13964C icindeki % 9,5% 6,7%

Toplam %’si 6,7% 6,7%

Toplam Sayi 7 21 2 30
Tani igindeki % 23,3% 70,0% 6,7% 100,0%

G13964C icindeki 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Toplam %’si 23,3% 70,0% 6,7% 100,0%

4.3.7. Arg72Pro ve G13964C Polimorfizm icin Frekans Degerlendirmesi

pS3 mutasyonunu saptamak icin, Arg72Pro bolgesinin enzim kesiminde 8
(%22.9) 6rnekte enzim kesimi gerceklesmediginde bulunan oranlar 14 (%40.0)
Arg/Arg homozigot, 11 (%31.4) Arg/Pro heterozigot, 2 (%5.7) Pro/Pro homozigot
sonuglart tespit edilmistir. Enzim kesimi gerceklesmeyen ornekleri hesaplamaya
almadigimizda ki yilizdeler 9%51.9 Arg/Arg homozigot, %40.7 Arg/Pro
heterozigot, %7.4 Pro/Pro homozigot olarak tespit edilmistir. 27 olgudan 11’1
(%40.7) Arg/Pro heterozigot olup, 11 heterozigot olgudan 8’1 (%72.72)
heterozigosite kaybina ugramistir. (Tablo 4.13 ve Tablo4.15)

P53 mutasyonunu saptamak icin G13964C intronik varyant polimorfizminin
enzim kesim sonuglari 5(%14,3) ornekte enzim kesimi gerceklesmediginden
bulunan oranlar 7 (%20.0) GG homozigot, 21(%60.0) GC heterozigot, 2(%5.7)

CC homozigot olarak tespit edilmistir. Enzim kesimi ger¢ceklesmeyen ornekleri
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hesaplamaya almadigimizda ki yiizdeler %23.3 GG homozigot, %70.0 GC
heterozigot, %6.7 CC homozigot olarak tespit edilmistir. 30 olgudan 21 (%70.0)
GC heterozigot olup, 21 olgudan heterozigot 7 (%70.0 ) olgu da heterozigosite
gostermistir (Tablo 4.14 ve Tablo 4.15)

P53 mutasyonu i¢in Ar72Pro polimorfizmde 60 ve alt1 yas grubunda Arg/Arg
homozigot genotipi predominant (baskin) olmaya egilimli, 61 ve iizerinde
Arg/Arg homozigot baskin bulunmustur, yas gruplart ve Arg72Pro arasinda
istatiksel olarak anlamli bir korelasyon yoktur. (Tablo 4.16). Cinsiyetler arasinda
Ar72Pro polimorfizmde kadinlarda Arg/Pro heterozigot oran1 daha yiiksek iken,
erkekler arasinda Arg/Arg orani daha yiiksektir. Cinsiyetler agisindan p53
mutasyonu i¢in Arg72Pro polimorfizmi arasinda istatiksel olarak anlamli bir
korelasyon yoktur (Tablo 4.16). Iyi tamli olgularda Arg/Pro frekans1 daha yiiksek,
orta tanili olgularda Arg/Arg frekans: yiiksektir, oysa kotii tanili olgularda
Arg/Arg ve Arg/Pro frekanslari esit olarak hesaplanmistir. Tanilar agisindan p53
mutasyonu i¢in Arg72Pro polimorfizmde istatiksel olarak anlamli bir korelasyon
yoktur (Tablo 4.16). Arg72Pro polimorfizm frekans1 hesaplandiginda Arg/Arg
homozigot frekansi yliksektir (Tablo 4.16).

Tablo 4.13 . Arg72Pro polimorfizmi i¢in frekans degerleri

Gegerli .
Frekans Yiizde orani ytizde orani Artan ylizde

Gegerli AA 14 40,0 51,9 51,9
AP 11 31,4 40,7 92,6
PP 2 57 7.4 100,0
Toplam 27 77,1 100,0

Kayip Sistem 8 22,9

Toplam 35 100,0
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T'ablo 4.14.G13964G polimorfizmi i¢in frekans degerleri

Gegerli
Frekans Yiizde orani ylizde orani Artan ytizde
Gegerli GG 7 20,0 23,3 23,3
GC 21 60,0 70,0 93,3
CC 2 5,7 6,7 100,0
Toplam 30 85,7 100,0
Kayip Sistem 5 14,3
Toplam 35 100,0

Tablo 4.15. Arg72Pro ve G13964C polimorfizmleri i¢in LOH analizi sonuglar.

(Caligilan Bolgeler Informative Sonucu LOH
Arg72Pro 11/27(Arg/Pro) % 40.7 | 8/11 %72.72
G13964C 21/30 (GC) % 70.0 | 7/21 %70.0

Tablo 4.16. Kolon kanserli olgularin Arg72Pro bolgesi icin klinopatolojik veri ve genetik iligkisi.

Arg/Arg(%) Arg/Pro(%) Pro/Pro(%) p
Yas
60 ve alt1 53.8 38.5 7.7 0,983
61 ve lizeri 50.0 42.9 7.1
Cinsiyet
Kadin 43.8 50.0 6.3 0,498
Erkek 63.6 27.3 9.1
Tam
Iyi 42.9 57.1 - 0,753
Orta 55.6 33.3 11.1
Koti 50.0 50,0 -
Frekans 51,9 40,7 7,4

P53 mutasyonu i¢cin G13964C intronik varyant polimorfizmde 60 ve alt1 yas ile 61

ve lizerinde ki yas grubunda GC heterozigot genotip predominant olmaya

egilimlidir. yas gruplart1 ve G13964C arasinda istatiksel olarak anlamli bir

korelasyon yoktur. (Tablo 4.17). Cinsiyetler arasinda Ar72Pro polimorfizmde

kadinlarda GC heterozigot oran1 daha yliksektir, erkeklerde de GC heterozigot

orani yiiksektir. Cinsiyetler agisindan p53 mutasyonu i¢in G13964C intronik

varyant polimorfizmi arasinda istatiksel olarak anlamli bir korelasyon yoktur

(Tablo 4.17). Iyi tanil1 olgularda GC heterozigot frekansi daha yiiksek, orta tanili
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olgularda GC heterozigot frekansi yliksektir ve bu oran koétii tanili olgularda ise
cok daha ytiksektir. Tanilar agisindan p53 mutasyonu i¢in G13964C intronik
varyant polimorfizmde istatiksel olarak anlamli bir korelasyon yoktur (Tablo

4.17).

Tablo 4.17. Kolon kanserli olgularin G13964C polimorfizm i¢in klinopatolojik veri ve genetik

iliskisi
GG (%) GC (%) CC (%) p
Yas
20.0 73.3 6.7 0,909
60 veal 26.7 66.7 6.7
61 ve lizeri
Cinsiyet
Kadin 23.5 70.6 5.9 0,981
Erkek 23.1 69.2 7,7
Tam
iyi 12.5 75.0 12.5 0,693
30.0 65.0 5.0
Orta i 100.0 ;
Koti ’
Frekans 51,9 40,7 7,4
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5. TARTISMA ve SONUC

Molekiiler ve hiicre biyolojisindeki son ilerlemeler, normal hiicrelerin
malignansiye dogru transformasyonuna sebep olabilen kompleks degisimleri
aciklamaktadir. Biiyliyen kati tiimorlere doniisebilen malignant hiicre klonlarinin
degistirilemeyen gelisimleri icin, kritik basamaklar1 anlatan bir¢ok genis
konseptler anlatilmaktadir (Forslund et al. 2002). Mutasyonlu hiicreye genisleme
kapasitesini saglayan belirli genlerin ekspresyonu veya biyokimyasal fonksiyonu
etkileyen DNA’daki degisimler kanserlere sebep olur. Genellikle birka¢ gendeki
mutasyonlara ihtiya¢ duyan multistep bir prosesdir ve mutasyonlu hiicrelerde
ortaya ¢ikan kontrolsiiz klon biiylimesi ile sonuclanir. Kanser aragtirmasinin asil
amaci, karsinogenezise yol acan genlerin ve mutasyonlarin tanimlanmasidir. Bu
bilgi daha sonra teshis ve tedavi icin yeni hedeflere doniistiiriilebilir. Kansere
sebep olan genler ii¢ farkli grupta siniflandirilmaktadir: proto-onkogenler, timdr

stipressOr genler ve stabil genler (Furney et al., 2006).

Tiimdr silipresdr gen olarak rolii nedeniyle p53 geni, en kapsamli ¢alisilan insan
genlerinden biridir. p53 geninin ¢esitli fonksiyonlarr; DNA’ya baglanma, hiicre
siklusu kontrolii, DNA tamiri, farklilasma, genomik diizensizlik ve apoptosisi
kapsar. BoOylece p53’iin tim fonksiyonlari, tiimoérgenesise karsi koruyuculugu
saglayan, tamamen genomik giivenirliligi korumaktadir (Zhu et al., 2005). p53
mutasyonlarinin rolii, hastalik olusumu iizerine ardisik etkisiyle, hiicre siklusunun
p53 kontroliinde anormal fonksiyonel etkileri kadar, malignant adenoma geligimi

ile karsinoma olusumunun her ikisini de agiklayabilir (Forslund et al., 2002).

En 6nemli p53 polimorfizmi prolin (72Pro:CCC) veya arjinini (72Arg:CGC)
kodlayan ekson 4 kodon 72°de restriksiyon parca uzunluk polimorfizmidir
(Schneider-Stock et al., 2004). Kolorektal ve meme karsinomlarini i¢eren birgok
kanser hastaliginda sonuclar siipheli kalmasina ragmen, kodon 72 polimorfizmi ve
kanser riski arasindaki anlamli iligki rapor edilmistir (Langered et al.2002). Ekson

4 kodon 72’deki polimorfizm allelleri nonpolar alifatik yan zincirli prolin residiisii
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(CCC, Pro72) ve pozitif yiiklii temel yan zincirli arjinin aminoasidini (CGC,
Arg72) kodlar (Kalemi et al. 2004, Langered et al. 2002).

p33 timor suppressor geni apoptoziste, hiicre siklusu kontroliinde ve DNA
tamirinde 6nemli rol oynamaktadir. Arg-Pro siibstitiisyonunun, Afrikali American
toplumlarinda ve Kafkaslarda p353 geni kodon 72 polimorfizmine yol agarak diger
kanser tiirleri kadar akciger kanserine sebebiyet verdigi bildirilmistir (Hu et

al.2005).

Wild tip p53°tn 72Arg formu, wild tip 72Pro’dan insan papillomaviriisiin E6
proteiniyle proteoliz araciliginda daha hassas oldugu bulunmustur. Ustelik, p53
iliskili tiimoriin kodon 72 durumu, onlarin p73 ile heterodimer olup olmadigina

karar belirlemektedir (Schneider-Stock et al., 2004).

Arg/Pro polimorfizmi, SH3’ e baglanan domaine benzeyen bes PXXP
motiflerinden biri Pro72 aminoasidini olusturdugu TP53 proteinin prolince zengin
bolgede (64-92 residiileri) lokalizedir. Bu bolgeye TP53 araciligiyla apoptosis ve
hiicre siklusunun baskilanmasi i¢in ihtiya¢ duyulur, fakat hiicre siklusunun
durmast icin gerekli degildir. Wild tip p53’iin iki farkli polimorfik degisimi,
transkripsiyon mekanizmasinin farkli bilesenlerine baglanma ve transkripsiyonun
farkl1 aktivasyonu gibi birkac farkli biyokimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahiptir,
fakat onlarin DNA’ya baglanma yetenekleri farkli degildir (Langered et al. 2002).

Intronik varyantlar, DNA-protein énemli etkilesiminin bozulmasi yoluyla veya
tipik olmayan eklemeler yoluyla gen diizenlemesini tetikleyebilirler (Marsh et al.
2001). Son zamanlarda, Buyru ve arkadaslarinin ¢aligmalarina gore, Buller et al.
p53° in 13964 niikleotitdeki intronik C’nin G’ye baz degisimini rapor etmistir.
p33 G13964C vyerine, tekrar ekleme bolgesi yoktur ve dolayisiyla p53
ekspresyonunu etkiledigine dair dogrudan bir kanit yoktur (Buyru et al. 2005).

Calismamizda kolon kanseri tanisi konmus 35 olguya ait tiimdr doku 6rnekleri

kullanilmigtir. Referans alman literatiirlerde p53 mutasyonu Arg72Pro
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polimorfizmi ve G13964C intronik variant polimorfizm analizini ger¢eklestirmek
icin PCR-RFLP yontemi kullanildig1 i¢in, bu bdlgelerdeki gen polimorfizmini
saptamak amaciyla bizde PCR-RFLP yontemini tercih ettik. Calismamiz icin p53
genine ait Arg72Pro (ekson 4) ve G13964C (intron 6) bolgeleri i¢in
dimer olusturmayacak primer sekansi belirlendi ve steril laboratuvar sartlarinda
calisildi. Polimorfizm olusumlarini saptayabilmek i¢in sec¢tigimiz primerler
literatlirle uyumludur (Hu et al.2005, Zhu et al.2005, Fiszer-Maliszewska et
al.2003).

5.1. Ornekler, DNA Izolasyonu ve PCR Sonuclar1 Tartismasi

Pérez ve ark.(2006), p53 kodon 72 polimorfizimi ile ilgili arastirmalarinda 53
kolon kanserli olguya ait parafine gomiilii doku, Langered ve arkadaslari, 2002,
162 kolon kanserli olguya ait parafine gdmiilii tiimdr dokusunda, Schneider-Stock
ve ark.(2004) ile Buyru ve ark.(2005) ise calismalarinda sirasiyla 76, 55 kolon
kanserli olguya ait kan 6rnegi kullanmiglardir. Kolon kanseri metastaz yapmadigi
siirece kanda calisilmasi informatif olmayacagindan, calismamizda literatiir
bilgileri dogrulusunda giivenilir bir mutasyon c¢aligsmasi i¢in kolon kanseri tanisi

konulmus parafine gdmiilii timér doku 6rnekleri kullanilmgtir.

5.2.Enzimatik Kesim Sonuglari

Caligmamizda elde ettigimiz amplikonlar1 BstFNI ve BstHHI restriksiyon
enzimleri ile kestik. BstFNI Arg/Arg homozigotu icin 113bp ve 86 bp
uzunlugunda iki band, Arg/Pro heterozigotu icin 119bp,113bp ve 86 bp olmak
tizere li¢ band ve Pro/Pro homozigotu 199bp’lik tek band gosterdi. Arg72Pro
genotiplerinin belirlenmesi i¢in segilen BstFNI restriksiyon enzimi ve kesim

sonuglart literatiirle uyumludur (Zhu et al.2005).
BstHHI GG homozigotu icin 175bp ve 32 bp uzunlugunda iki band, GC

heterozigotu i¢in 207 bp, 175 bp ve 32bp olmak {izere ii¢ band ve CC homozigotu
207 bp’lik tek band gosterdi. G13964C genotiplerinin belirlenmesi i¢in segilen
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BstHHI restriksiyon enzimi ve kesim sonuglari literatiirle uyumludur (Fiszer-
Maliszewska et al.2003, Buyru et al 2005).
5.2.1. Yas ve Cinsiyet Degerlendirmesi

Calismamizda incelemeye alinan kadin olgularin ortalama yas1 (65,95+2,76) iken
erkek olgularin ortalama yas1 (61,67+3,07) ve her iki cinsiyette toplam kolon
kanserli olgularin yas ortalamasi (64,11+2,06) olarak hesaplanmistir. Istatistiki
degerlendirmede kullanilan #-festi sonucunda cinsiyetler arasinda yas bakimindan
anlaml bir fark yoktur (p=0.307>0.05). Caligmamiz i¢in kullandigimiz olgularin
yas grubu literatiirle uyumludur (Schneider-Stock et al., 2004).

Ilerleyen yasla birlikte kolorektal kanser riskinin arttig1 bilinmektedir (Konishi ve
Morson 1981). Daha onceki calismalarda istatistiksel olarak fark olmamasina
ragmen (p<0.001) yas ile ¢esitli displaziler arasinda bir iligki oldugu bildirilmistir.
70 yasin iizerinde cesitli displazilere egilimin artig gosterdigi, bununda kanser

riskini artirdigi bildirilmistir (Eide 1978, Silverberg 1970 ve Kozuka 1975).

5.2.2. Cinsiyetlere gore Arg72Pro ve G13964C Mutasyon Sonuglari

Son zamanda yapilan g¢alismalar, p5S3 geninin 72. kodonundaki polimorfizmin
yaygin oldugunu gostermistir, biyolojik ve biyokimyasal olarak farklilik iki
allelde arjinin (72Arg) ve prolin (72Pro) izoformlarinda sonuglanmaktadir (Pérez

et al. 2006).

Calismamizda Arg72Pro bolgesinin enzim kesimi sonucu Arg/Arg, Arg/Pro ve
Pro/Pro olmak iizere li¢ fakli sonu¢ elde edilmistir. Kadin olgularin genotip
oranlar1 Arg/Arg %43.8, Arg/Pro orant %50.0, Pro/Pro orani %6.3, bulunurken
erkek olgularin genotip oranlart Arg/Arg orani %63.6 Arg/Pro orani, %27.3
Pro/Pro oran1 %9.1 olarak bulundu. Cinsiyetlerin herikisi birden degerlendirmeye
alindiginda toplam genotip oranlar1 Arg/Arg %51.9, Arg/Pro%40.7, Pro/Pro%?7.4
olarak bulunmustur. Yapilan t-testi sonucunda cinsiyetler arasinda yas

bakimindan istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0.498>0.05).
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Schneider-Stock ve ark.(2004), kolon kanserli olgularda yapmis olduklart
calismada kadinlar arasinda Arg/Arg oranini %57.4, Arg/Pro oranini %32.1ve
Pro/Pro oranini %7.1 olarak bulurken, erkekler arasinda Arg/Arg oranini %54.5,
Arg/Pro oranint %33.3 ve Pro/Pro oramini %12.1 olarak yayinlamislardir.
Cinsiyetler arasinda Arg72Pro polimorfizmi bakimindan istatiksel olarak anlaml
bir fark olmadigini bildirmislerdir (p=0.783>0.05). Genotip oranlar1 ve cinsiyetler

acisindan ¢alismamaiz literatiirle uyumludur.

De Lima ve ark.(2006), kolon kanserli olgularda yapmis olduklar1 ¢aligmada
kadinlar arasinda Arg/Arg oranimi %358.5, Arg/Pro oramint %45.3ve Pro/Pro
oranint %1.9 bulurken, erkekler arasinda Arg/Arg oranini %53.2, Arg/Pro oranini
%29.8 ve Pro/Pro oranin1 %10.6 olarak yaymlamiglardir. Cinsiyetler arasinda
Arg72Pro polimorfizmi bakimindan istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
bildirmislerdir (p=0.100>0.05). Genotip oranlar1 ve cinsiyetler acisindan

calismamuz literatiirle uyumludur.

Hu ve ark.(2005), p53 geni kodon 72 genotipini ¢esitli klinik ve patolojik
degerlendirmeler agisindan Arg72Pro polimorfizmini akciger kanserli olgularda
calismiglar ve cinsiyetle bu bodlge mutasyonu arasinda fark olmadigini
bildirmislerdir (p=0.960>0.05) . Calisma sonuglarimiz literatiirle uyum

gostermektedir.

Calismamizda p53 mutasyonu G13964C intronik varyant polimorfizmini veren
genotipler; incelenen kadin olgularda GG homozigot oram1  %23.5, GC
heterozigot orant % 70.6 ve CC homozigot oran1 % 5.9 bulunmustur. Erkek
olgularda ise GG homozigot oran1 %?23.1, GC heterozigot orant % 69.2 ve CC
homozigot oranit ise %7.7 olarak hesaplanmistir. Yapilan t-testi sonucunda
cinsiyetler arasinda G13964C polimorfizmi bakimindan istatiksel olarak anlamli

bir fark yoktur (p=0.981>0.05).

5.2.3.Cinsiyet ve Tan1 Sonuclari
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Yaptigimiz ¢aligmada iyi, orta, kotii olmak tizere 3 farkli tanili kolon kanserine ait
olgularin doku 6rneklerini kullandik. Buna gore, kadinlar arasinda iyi, orta ve
kotii tanilariin oranlari sirasiyla %30.0, %60.0, %10.0 ve erkekler arasinda ise bu
oranlar %113.3, %86.7 olarak bulunurken, kotii tanili olgu bulunmamaktadir.
Calismamizda cinsiyet ve tani arasinda anlamli bir iligski yoktur (p=0.183>0.05).
Schneider-Stock et al.(2004) cinsiyet ve tami karsilastirmasinda (p= 0.320 >0.05)

olarak bildirmistir, calisma sonucumuz literatiirle uyumludur.

Hu ve ark.(2005), p53 geni kodon 72 genotipini ¢esitli klinik ve patolojik
degerlendirmeler agisindan Arg72Pro polimorfizmini akciger kanserli olgularda
calismiglar ve tanilarin bu bolge mutasyonu arasinda fark olmadigini
bildirmislerdir (p=0.610>0.05) . Calisma sonuglarimiz literatiirle uyum

gostermektedir.

5.2.4.Yas Gruplarinin Arg72Pro ve G13964C Mutasyon Sonuclari

Calisgmamizda Arg72Pro polimorfizmde belirledigimiz 60 ve alt1 yas araliginda
Arg/Arg Arg/Pro, Pro/Pro genotiplerin oranlari sirastyla %53.8, %38.5 ve %7.7
olarak hesaplanirken, 61 ve lizeri yas araliginda Arg/Arg Arg/Pro, Pro/Pro
genotiplerin oranlari sirasiyla%350.0, %42.9 ve %7.1 olarak hesaplanmistir. Yas
araliklar1 ile caligilan p53 mutasyonu i¢in Arg72Pro polimorfizmi arasinda fark

olmadig1 gortilmistiir (p=0.973>0.05).

Hu ve ark.(2005), p53 geni kodon 72 genotipini ¢esitli klinik ve patolojik
degerlendirmeler agisindan Arg72Pro polimorfizmini akciger kanserli olgularda
calismislar ve yas gruplari ile Arg72Pro polimorfizmi arasinda fark olmadigini
bildirmislerdir  (p=0.370>0.05). Calisma sonuglarimiz literatiirle uyum

gostermektedir.

Schneider-Stock ve ark.(2004), kolon kanserli olgularda 61 yas ve iizerindeki
bireylerde Arg/Arg %63.1, Arg/Pro %64.5 ve Pro /Pro %63.2 olarak bulmus ve
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yas gruplari ile Arg72Pro polimorfizmi arasinda fark olmadigini bildirmislerdir
(p=0.901>0.05). Calisma sonuglarimiz fark olmamasi acisindan literatiirle
uyumludur, ancak Pro/Pro oraninin yiiksek c¢ikmasinin olgu sayilarinin fazla

olmasiyla iligkili oldugunu diistiinmekteyiz.

Calistigimiz diger bir bolgedeki G13964C intronik varyant polimorfizmi, 60 ve
alt1 yag araliginda GG, GC, CC oranlar sirasiyla % 20.0, %73.3, %6.7, 61 ve
lizeri yas araliginda ise %26.7, %66.7, %6.7 bulunmustur. Yas araliklar1 ve p53
mutasyonu G13964C intronik varyant polimorfizmi arasinda fark yoktur

(p=0.909>0.05).

5.2.5.Yas Gruplar: ve Tam Sonuglari

Caligmamizda 60 ve altindaki yas araliginda 9%25.0 oraninda iyi, %68.6 oraninda
orta, %6.3 oraninda kotii olgu bulunurken, 61 ve {izerindeki yas araliginda %21.1
oraninda iy1, %73.7 oraninda orta ve %35.3 oraninda kotii olgu bulunmustur. Yas
gruplar1 ve tanilar (iyi, orta, kotii) arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur

(p=0.950>0.05)

5.2.6. Tamya gore Arg72Pro ve G13964C Mutasyon Sonuclari

Caligmamizda iyi tanili olgularda Arg72Pro genotiplerinin yiizdeleri %42.9
Arg/Arg, %57.1 Arg/Pro, orta tanili olgularda 9%55.6 Arg/Arg, %33.3 Arg/Pro,
%11.1 Pro/Pro, kotii tanili olgularda %50.0 Arg/Arg, %50.0 Arg/Pro oranlari
bulunmustur. Tan1 ve p53 mutasyonu i¢in Arg72Pro polimorfizmi arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0.753>0.05).

Schneider-Stock ve ark.(2004), yapmis olduklar1 ¢alismada p53 mutasyonu igin
Arg72Pro polimorfizm genotipleri sonucu ile tam1 degerlendirmesinde iyi tanili
olgularda %80.0 Arg/Arg, %20.0 Pro/Pro, orta tanili olgularda %57.4 Arg/Arg,
%31.9 Arg/Pro, %10.6 Pro/Pro genotip ve kotii tanili olgularda %44.4 Arg/Arg,
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%355.6 Arg/Pro oranlarini bildirmiglerdir (p=265>0.05). Taniya gore Arg72Pro

genotip oranlart agisindan sonuglarimiz literatiirle son derece uyum igerisindedir.

De Lima ve ark.(2006), kolon kanserli olgularda Arg72Pro polimorfizm
caligmalarina gore, tani ile Arg72Pro polimorfizmi arasinda fark yoktur
(p=0.430>0.05). Taniya gore Arg72Pro genotip oranlar1 agisindan sonuglarimiz
literatiirle uyum igerisindedir.

Hu ve ark.(2005), p53 geni kodon 72 genotipini ¢esitli klinik ve patolojik
degerlendirmeler agisindan Arg72Pro polimorfizmini akciger kanserli olgularda
calismislar ve tani ile bu bolge mutasyonu arasinda fark olmadigini bildirmislerdir

(p=0.940>0.05) . Calisma sonuglarimiz literatiirle uyum gostermektedir.

Calismamizda G13964C polimorfizm genotipleri ile tan1 degerlendirmesinde iyi
tanil1 olgularda %12.5 GG genotip, %75.0 GC genotip, %12.5 CC genotip, orta
tanili olgularda 9%30.0 GG genotip, %65.0 GC genotip, %50 CC genotip, kotii
tanilt olgularda %100.0 GC genotip oranlart elde edilmistir. Tam1 ve p53
mutasyonu i¢in G13964C intronik varyant polimorfizmi arasinda istatiksel olarak

anlamli bir fark yoktur (p=0.693>0.05).

5.2.7. Arg72Pro ve G13964C Polimorfizmlerinin Mutasyon Degerlendirmesi

p53 mutasyonunu saptamak icin, Arg72Pro bdlgesinin enzim kesiminde 8
(%22.9) ornekte enzim kesimi gergeklesmediginden bulunan frekans oranlar1 14
(%40.0) Arg/Arg homozigot, 11 (%31.4) Arg/Pro heterozigot, 2 (%5.7) Pro/Pro
homozigot sonuclar1 tespit edilmistir. Enzim kesimi gerceklesmeyen ornekleri
hesaplamaya almadigimizda frekans yiizdeleri %51.9 Arg/Arg homozigot, %40.7
Arg/Pro heterozigot, %7.4 Pro/Pro homozigot olarak tespit edilmistir. 27 olgudan
11’1 (%40.7) Arg/Pro heterozigot olup, 11 heterozigot olgudan 8’1 (%72.7)
heterozigosite kaybima (LOH) ugramistir. Bu sonuglarimiza gore Arg/Arg
homozigotunun kolon kanserli olgularimizda Arg72Pro polimorfizm oranini

artirdig1 kanisina varabiliriz.
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Buyru ve ark.(2003), istatistiksel olarak yaptiklar1 degerlendirmede Tiirk
toplumunda arjinin (Arg) alelinin meme kanseri gelisiminde 6énemli oldugunu
bildirmislerdir. Calisma sonuglarimiza gore Arg/Arg homozigot oraninin yliksek
olmasi, kolon kanserinde de Arg alelinin mutasyona yol agarak kolon kanserine

neden oldugu hipotezimizi desteklemektedir.

Schneider-Stock ve ark.(2004), Arg72Pro i¢in LOH degerini % 62.2 olarak
bildirmislerdir, Arg72Pro i¢in LOH degerimiz literatiirle uyumludur.

Xiao-Mou ve ark.(1998), hepatocelliiler karsinomada yapmis olduklar1 ¢aligmada
ekson 4 kodon 72’deki CGC/CCC heterozigot lokalizasyonu acisindan LOH
degeri %68.4 olarak bildirilmistir. Arg72Pro icin hesapladigimiz LOH degeri

literatiirle uyumludur.

Pérez ve ark.(2006), yapmis olduklar1 ¢aligmada Arg/Arg homozigot oranini
%58.5, Arg/Pro heterozigot oranini %37.7, Pro/Pro homozigot oranini
%3.8 olarak bildirmislerdir. Kolon kanseri gelisiminde p53 geni Arg72Pro
polimorfizmi i¢in Arg/Arg homozigot genotipinin kolon kanseri gelisiminde
genetik bir yatkinlik olarak kabul edilebilecegini bildirmislerdir, yapilan bu

calisma sonuglar1 ¢aligmamizla uyum igerisindedir.

Schneider-Stock ve ark.(2004), tarafindan yapilmis olan bir diger calismada ise
p53 geni i¢in Arg72Pro mutasyon oranlart Arg/Arg %47.3, Arg/Pro %44.1,
Pro/Pro %8.6 olarak bildirmislerdir. Kolorektal adenokarsinom gruplarinda Arg
allel mutasyonunun diger genotiplere goére daha yiliksek olarak bulmalari

calismamizla uyum igerisindedir.

De Lima ve ark.(2006), tarafindan yapilmis olan bir diger ¢alismada ise p53 geni
icin Arg72Pro mutasyon oranlart Arg/Arg %56, Pro/Pro %6 olarak
bildirmislerdir. p53 geni Arg72 Pro polimorfizmi i¢in Arg/Pro heterozigot
frekansinin  kolon kanseri riskini artirmadigi, buna karsililk Arg/Arg
homozigotunun kolon kanseri gelisimi ile yakindan ilgkili olabilecegini

bildirmislerdir, sonuclar ¢alismamizla uyumludur.
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Langerod ve ark.(2002), yayinladiklar1 oranlar ise Pro72 9%43.8 ve Arg72
%41.2°dir. Bu c¢alismada bizim sonuglarimizdan farkli olarak Pro allel

mutasyonunun kolon kanseri riskini artirdigini bildirmislerdir.

p53 mutasyonunu saptamak i¢in G13964C intronik varyant polimorfizminin
enzim kesim sonuglarinda 5(%14,3) ornekte enzim kesimi gerceklesmediginden
bulunan frekans oranlar1 7 (%20.0) GG homozigot, 21(%60.0) GC heterozigot,
2(%5.7) CC homozigot olarak tespit edilmistir. Enzim kesimi gergeklesmeyen
ornekleri hesaplamaya almadigimizda frekans yiizdeleri %23.3 GG homozigot,
%70.0 GC heterozigot, %6.7 CC homozigot olarak tespit edilmistir. 30 olgudan
21 (%70.0) GC heterozigot olup, 21 olgudan heterozigot 7 (%70.0 ) olgu da
heterozigosite kayb1 (LOH) gostermistir.

Buyru ve ark.(2005), G13964C iizerine yaptig1 calismada %85.5 GG, %12.7 GC
ve %1.8 CC oranlarii bulmuslardir. Buyru ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismanin
sonucunda intron 6 polimorfik varyantinin bireylerde kolayca etkilendigi
hipotezini desteklemedigini agiklamiglardir. Fiszer-Maliszewska ve ark..(2003)
Polonya kanser ailelerinde G13964C polimorfizmi insidans aragtirmalarinda
kanser riski ve G13964C varyasyonu arasinda bir iliski olmadig1i sonucuna

varmiglardir.

Schneider-Stock et al. (2004), p53 heterozigosite kaybr ile ilgili ¢aligma olmasina
ragmen kolon kanserinde bir allelin kaybi i¢in heniliz arastirilmalarin yeterli
olmadigin1 bildirmistir. Boylece ekson 4 polimorfizmi ¢ift uyumda, p53-LOH
frekansinin ¢alisilmasinin ve polimorfizmin belirlenmesinin kanser olusumu

asamalarini aydinlatabilecegini bildirmislerdir.
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TESEKKUR

Molekiiler Tip Dernegi’nin Diizenledigi 1.Ulusal Molekiiler Tip Kongresi’ne
katilmamda yardimlarii esirgemeyen, yiiksek lisans tez konusu se¢iminde beni
yonlendiren, tez agamasinda bana sunmus oldugu imkanlardan dolayr degerli tez

hocam Yrd.Dog¢.Dr. Serap TUTGUN ONRAT’a tesekkiir ederim.

Maddi ve manevi destegini esirgemeyip, Ozellikle yiiksek lisans tez doneminde
siirekli yanimda olduklarindan dolayr annem, babam ve kardeslerime tesekkiir

ederim.
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Emine DURHAN Molekiiler Tip Derneginin diizenledigi 1.Ulusal Molekiiler Tip
Kongresi kapsaminda Reproduktif Tip ve Real —time Klinik Uygulama Kursu,

Proteomik Kursu sertifikalarina sahiptir.
IKADA Insan Kaynaklari Damismanhigmin diizenledigi Etkili ve Diizgiin

Konusma, Kirmizi Danismanhiginin diizenledigi NLP ve Degisim Yonetimi,

Hedef Belirleme ve Zaman Y 6netimi sertifikalarina sahiptir.
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