T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KOLON KANSERINDE APOLIPOPROTEIN E (APO E)
GEN POLIMORFIZMININ ARASTIRILMASI

Giirler AKPINAR

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Y6netmeliginin
Tibbi Biyoloji Programi i¢in Ongordiigii
DOKTORA TEZI
olarak hazirlanmistir

KOCAELI
2006






T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KOLON KANSERINDE APOLIPOPROTEIN E (APO E)
GEN POLIMORFIiZMININ ARASTIRILMASI

Giirler AKPINAR

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Y6netmeliginin
Tibbi Biyoloji Programi i¢in Ongordiigii
DOKTORA TEZi
olarak hazirlanmistir

Danigman: Prof.Dr. Ali SAZCI

KOU Bilimsel Arastirmalar Birimi
tarafindan desteklenmistir.
Proje No: 2005/32

KOCAELI
2006



SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Isbu calisma, jiirimiz tarafindan Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Anabilim
Dalinda DOKTORA TEZI olarak kabul edilmistir.

Baskan Prof. Dr. Recep OZGULTEKIN iMzZA
Uye Prof. Dr. Ali SAZCI (Danisman) iMZA
Uye Prof. Dr. M. Dogan GULKAC iMZA
Uye Prof. Dr. N. Zafer CANTURK iMzZA
Uye Yrd. Dog. Dr. Kivang ERGEN IMZA
ONAY

Yukaridaki imzalarin, ad1 gegen 6gretim {iyelerine ait oldugunu onaylarim.

d....12006
Prof. Dr. Emin Sami ARISOY

Enstiti Mudiri



OZET

Kolon Kanserinde Apolipoprotein E(APOE) Gen Polimorfizminin Arastirilmasi

Apolipoprotein E (Apo E) pek cok serum lipoprotein ailesinin yapisal
pargasidir ve lipid metabolizmasinda 6nemli yere sahiptir. APO E geni; €2, €3 ve €4
olarak tarif edilen ii¢ yaygin allele sahiptir, bunlar da ii¢ ayr1 protein izoformunu
kodalarlar (E2, E3 ve E4). APO E polimorfizmi kliniksel olarak anlamlidir.

Tezin amact; kolon kanserinde Apolipoprotein E gen polimorfizminin roliinii
arastirmaktir. Calismadaki temel soru; kolon kanser hastalar1 ve raslantisal secilmis
saglikli bireyler arasindaki yaygin APO E allellerinin frekanslarini karsilagtirmaktir.
Calismadaki hasta grubu radyoterapi ve/veya kemoterapi goérmemis hastalar
arasindan secildi.

Bu caligmada 112. ve 158. amino asitlerini igeren gen bolgesi polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. APO E genotipleri restiriksiyon parca
uzunlugu polimorfizmi (RFLP) ile belirlendi. PCR ile ¢ogaltilmis {iriinler Hin6l
restiriksiyon enzimi ile kesilerek poliakrilamid jellerde elektroforezleri yapildi.

APO E genotipleri Tiirkiye’nin Kocaeli bolgesindeki 222 kolon kanseri ve
300 saghkli kontrolden elde edildi. Bu gruplardan elde edilen genotipler
karsilatirildig1 zaman; kolon kanserli hastalarla bir baglant1 gézlenmedi (OR=1.011;
%095 CI=0.713-1.434; P=0.94). Kontrollerde ki APO E2/2, E2/3, E2/4, E3/3, E3/4 ve
E4/4 genotiplerinin dagalimi sirasi ile %0.3, %12, %5.3, %65, %16.7 ve %0.7 iken,
kolon hastalarindaki dagalimi sirast ile %0.0, %13.5, %1.8, %68.6, %15.3 ve %0.9
olarak bulundu. €2, €3 ve €4 allellerinin frekanslarina bakildiginda ise kontrol
grubunda sirasi ile %9, %79.33 ve %11.67 iken hasta grubunda ise %7.65, % 82.88
ve %9.45 olarak gozlendi. Allel frekanslar1t Hary-Weinberg dengesine uygun oldugu
bulundu. Sonug olarak; APO E gen polimorfizmi Tiirkiyedeki kolonkanseri i¢in bir
risk faktorii olusturmadigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: APO E geni, polimorfizm, kolon kanser, baglanti
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ABSTRACT

The Investigation of Apolipoprotein E (APOE) Gene Polymorphism in Colon

Cancer

Apolipoprotein E (Apo E) is a structural constituent of several serum
lipoprotein families. It plays an important role in lipid metabolism. APO E gene has
three common alleles called €2, €3 and €4, which code for three protein isoforms (E2,
E3 and E4). The polymorphism is clinically significant.

The aim of the thesis was to investigate the role of Apolipoprotein E gene
polymorphisms in the colon cancer. The main question of the study was to compare
the frequency of common APO E alleles between colon cancer patients and
randomly selected healthy individuals. In this study, the patient group was chosen
among those who did not receive radiotherapy and/or chemotherapy before.

In the present study, APOE gene coding for amino acid residues 112 and 158
were amplified using the polymerase chain reaction (PCR) from genomic DNA
extracted from blood samples. APO E genotypes were determined by restriction
fragment length polymorphism (RFLP). The amplification products were digested
with Hin6l and subjected to electrophoresis on polyacrylamide gels.

APO E genotype was determined in 222 patients with colon cancer and 300
healthy controls from Kocaeli region of Turkey. When alleles and genotypes of 222
patients with colon cancer were compared with those of 300 healthy controls. No
association was obtained in patients with colon cancer (OR=1.011; %95 CI=0.713-
1.434; P=0.94). The distribution of the APO E2/2, E2/3, E2/4, E3/3, E3/4 and E4/4
genotypes was %0.3, %12, %5.3, %65, %16.7 and %0.7 in controls and %0.0,
%13.5, %1.8, %68.6, %15.3 and %0.9 in patients with colon cancer respectively. The
frequency of the €2, €3 and €4 alleles was %9, %79.33 and %11.67 in the controls
and %7.65, % 82.88 and %9.45 in patients with colon cancer respectively. The allele
frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium. In conclusion, APO E gene

polymorphism is not a genetic risk factor for colon cancer in Turkey.

Key words: APO E gene, polymorphism, colon cancer, association
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1. GENEL BILGI VE ILGILi CALISMALAR

1.1. Kolonun anatomisi

Kolon ve rektum sindirim sistemine ait organlardir, karin boslugu ile pelviste
ince barsak ve aniis arasinda yer almaktadirlar. Kolonun uzunlugu eriskinlerde
degisken olup ortalama olarak 150 cm civarinda ve ince barsagin 1/4
uzunlugundadir. Cap1 esas olarak distansiyon ile artmakla beraber, ¢cekumda 7,5 cm
olup derece derece azalarak sigmoid kolonda 2,5 cm kadar iner. Sirasiyla ¢ekum,
¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolonla devam ederek
rektosigmoid kosede rektumla birleserek kalin barsagi meydana getirir. Embriyolojik
olarak ¢ekum, ¢ikan kolon ve transvers kolonun sag yaris1 orta barsaktan (midgut),
transvers kolonun sol yarisi, inen kolon, sigmoid kolon, rektum ve aniis ise alt
barsaktan (hindgut) koken alir. Kolon, ince barsak ve kalin barsak arasindaki
baglantiy1 olusturan ileogekal sfinkter ile baglar. Kolonun ilk parcasi ¢ekumdur, boy
ve genisligi 6-8 cm olan keselesmis bir organdir. Appendiks, ¢ekumun postero-
medial yiiziinde ileogekal kavsagin 3 cm altinda dogal bir kor uzantidir, ortamla
uzunlugu 8-10 cm olup ¢ap1 ise yaklagik 5 mm’dir. Cikan kolon (ascending);
ileogekal kavsaktan sag koloik veya hepatik donemege uzanmakla birlikte uzunlugu
yaklasik olarak 15 cm’dir. Enine kolon (transverse) kalin barsagin en uzun pargasidir
(45 cm) ve abdomeni ¢aprazlayarak gecer. Bunu takip eden kisim inen kolon
(descending) olusturur splenik dénemecten pelvis smirina dogru uzanir ve yaklasik
25 cm uzunlugundadir. Sigmoid kolon, pelvik kenarda desendan kolonun alt ucundan
baglayarak rektumun proksimal sinirina ulagir uzunlugu degisken olmakla birlikte
(15-50 cm, ortalama 38 cm) seklide degiskenlik gosterir. Sigmoid kolon, kalin
barsagin en dar kismidir ve rektuma agilir. Rektum proksimal ve distal sinirlari
tartisilabilir olmakla beraber 12-15 cm uzunluga sahip gibi goriilmektedir.
Gastrointestinal sistemin son pargasiolan rektum aniisle son bulur. Kolon ve rektum
birbirlerine ¢ok yakin olmalarindan dolay1 bu iki organin kanserleri kolorektal kanser
terimi altinda birlikte tartisilir (Bugra D. 2003). Kalin barsagin fizyolojik gorevleri
ise sunlardir; mikroflora metabolizmasi ile alman gidalarin yikilmasi, su ve

elektrolitlerin emilmesi, semisolid maddelerin depolanmasi, mikrofloral metabolizma



ile almman materyallerin yikilmasi ve fecesin rektum ve aniise dogru ilerletilmesidir.

(Mentes ve ark. 2003).

ENINE (Transverse)
KOLON
(- 30-00 ci)

INEN (Descending)

CIKAN i
. o ; EOLON
(ﬁig;:gl;ﬁ ILEUM (Tlewn) (- 25 cm)
M
{~ 15-20 c)

CEKUM
(Cecum){~ 6 cm)

APPENDIX
Ampulla Recti

REKTUM Anal Kanal
(~ 15-20 cn}) {Camalis analis)

SIGMOID KOLON
{~ 40 cm)

ANUS

Sekil 1.1: Kalin barsagin baslica boliimleri.

1.2. Kolon Kanseri

Kolon kanseri; erkek ve kadinda gastrointestinal sistemde yaygin olarak
goriilen bir hastaliktir. Insanlarin %5’inin (20 kisiden 1°i) bu hastalig1 gelistirme
olasilig1 vardir, bu nedenle bu hastalikla ilgili ¢aligmalar toplum saglig1 ve hasta
acisindan onemli bir yer tutmaktadir. Hastaligin gercek yaygmliginin belirlenmesi
olduke¢a zordur, fakat yapilan populasyon caligmalar1 hastaligin yayginliginin Avrupa
ve USA’da %35, Asya ve Afrika’da ise daha diisiik olarak %10-15 olarak ortaya
koymaktadir. Kolon kanseri diinyada kadin ve erkeklerde gozlenen en yaygin kanser

tiplerinden biridir. Kolon kanser riski 40’11 yaglardan itibaren artmaya baglar ve 50—



55 yaslar arasinda ise risk orani keskin sekilde artig gosterir, bunu takip eden her on
yilda risk iki katma ¢ikar ve logaritmik olarak artmaya devam eder. Kolorektal
kanserler Saglik Bakanliginin 1999 verilerine gore iilkemizde her iki cinste en sik
rastlanan ikinci kanser tipidir (http://www.saglik.gov.tr), yine ayni sekilde 1990
verilerine gore kolon ve rektum kanserleri birlikte akciger kanserinden sonra Avrupa
iilkelerinde (Yunanistan ve Liiksenburg haric) de ikinci siray1 almaktadir, ABD’de
ise 2005 yilinda yapilan arasgtirmalarda ise tiim kanser tipleri arasinda igiinci
siradadir. Viale ve ark., (2005) yapmis oldugu bir calismada ABD’de 2005 yilinda
erkeklerdeki biitiin yeni kanser olgularindan %10’nun, kadmnlardaki biitiin yeni
kanser olgularinin ise %11 nin kolorektal kanser olacagi tahmin edilmistir. (Viale et
al, 2005; Ahmed et al, 2004). Hastalig1 olusturan risk gruplar1 igersinde oncelikli
siray1 genetik faktorler olusturmaktadir daha sonra lifli yiyecekleri, sebze ve
meyveyi, folat icerigi zengin besinleri az tilketmek, bunun yaninda kirmizi et ve
alkol tiiketiminin fazla olmasi hastalik i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Hareketsiz
hayat tarz1 ve sigara kullanimi ise c¢evresel risk faktorleri arasinda yer almaktadir
(Shibuya et al, 2002; http://telescan.nki.nl/iarc.html).

Cogu kalin barsak kanserleri adenomatos polipler veya adenomalar icersinde
olusur. Bu lezyonlar olduk¢a yaygindir. Adenomalar histolojik yapilarina gore
tubular, tubular villuslar ve villuslar olarak siniflandirilirlar. Villus degisimi; biiyiik
(adenomalarin %25’inden fazlas1 1cm ¢apindan biiyiiktiir) ve yiiksek-grade epitel
displasial1 (siddetli displasia adenomatos poliplerin %5-10’da bulunmustur) yiiksek
malignant potansiyel ile iliskilidir. Adenomatos poliplerin yaklasik %5 inin 5-10 y1il1
icersinde malignant hale geldikleri sanilmaktadir.

Sporadik olan hastalarda kalitilmis veya ailesel yatkinlik s6z konusu degildir.
Sporadik kolon kanserleri gbzlenen kolon kanserlerinin %70°’ni olusturmaktadir ve
50 yasindan daha yash kisilerde gozlenmesi daha yaygindir (yaslanmanin oldugu
kadar diyetsel ve ¢evre faktorlerinin de bir sonucudur). Hastalarin %10°nundan daha
az1 kolon kanserine kars1 bir kalitilmis yatkiliga sahiptir. Kalitilmis kolon kanseri
sendromlar; hastaligin belirgin gostergesi olarak kolonik polipleri olanlar
(polyposis) ve olmayanlar1 (nonpolyposis) igermektedir. Poliposis sendromlari;
ailesel adenomatos poliposis (FAP, familial adenomatous polyposis) ve

hamartomatos poliposis sendromlar1 (hamartomatous polyposis syndrome) olarak



ikiye ayrilirlar. Poliposis olmayan (nonpolyposis) sendromlar oncelikle kalitimsal
poliposis olmayan kolorektal kanseri (HNPCC, hereditary nonpolyposis colorectal
cancer) (Lynch syndrome I) ve kanser aile sendromunu (the cancer family syndrome)
(Lynch syndrome II) igerirler. Ugiincii ve en az anlasilan kolon kanser gelistirme
sekli ise ailesel kolon kanserleri (familial colon cancer) olarak bilinmektedir.
Etkilenmis ailelerde, kolon kanseri gelistirme siklig1 sporadik kolon kanserlerine
gore cok daha fazladir, fakat ailedeki bu hastaligin kiimelenmesi ve kalitim sekli
kalitilmig kanser sendromundaki patterne benzememektedir. Kolon kanserli tiim

vakalarin %25’e yakin bu grup igersinde yer almaktadir.

Cizelge 1.1: Kolorektal kanser sendromlarinin siniflandirilmast.

KALITIMSAL (hereditary) POLIPOZIS SENDROMLARI

a). Adenomatoz polipozis sendromlari

-Ailesel adenamat6z polipozis (FAP) (APC gen mutasyonlari)
Gardner sendromu
Turcot sendromu (medullablastoma ile beraber)
Attenuated ailesel adenamat6z polipozis (AFAP)

-MYH baglantili polipozis (MAP) (MYH gen tmutasyonlar1)

b). Hamartomato6z polipozis sendromlari

-Peutz-Jeghers sendromu (LKB/STK11 gen mutasyonlari)

-Juvenil polipozis (SMAD4 gen mutasyonlart)

-Cowden sendromu (PTEN gen mutasyonlari)

KALITIMSAL OLMAYAN (nonhereditary) POLIPOZIS SENDROMLARI

-Cronkhite-Canada sendromu
-Hiperplastik polipozis sendromu
-Lemfomatdz polipozis

-Nodiiler lemfoid hiperplazi

NON-POLIPOZiS SENDROMLARI (MMR gen mutasyonlari)

-Kalitimsal non-polipozis kolorektal kanser (HNPCC-Lynch sendromu)
-Muir-Torre sendromu
-Turcot sendromu (glioblastoma ile beraber)

FAP otozomal dominant gecis gosteren kolon ve rektumda diffiiz adenomat6z
polipler yaninda ¢esitli iist gastrointestinal sistem ve ekstra intestinal belirtiler ile
karakterize kalitsal bir sendromdur. FAP germline mutasyon ile gegis gosterir, ancak
sporadik olgularda s6z konusudur. Erigkin donemden itibaren kanserlesme riski
baslar, 20 yas civarindaki olgularda kolorektal kanser orani %7 kadardir. Puberteden
onceki donemde polip ve kanser gelisimi ¢ok nadirdir. Puberte ve adolesan donemde

gelisen kanser olgularinin prognozu kotiidiir. FAP’l1 olgularda kolerektal kanser



gelistirme riski 30’lu yaslardan itibaren artar ve 40’li yaslarda tiim olgular
kanserlesmis olur. FAP’ta, normal fonksiyonu normal apoptozisin gergeklesmesini
saglayan APC geninde mutasyon gozlenir. HNPCC’de kansere yatkinlik, DNA
onarim genleri olarak bilinen genlerden birinin (MLH1, MSH2, PMS1, PMS2 veya
MSH6) kalitilan mutasyonu ile yakin iliskilidir. (Fearnhead et al, 2001; Molatore ve
Ranzani 2004; Midgley ve Kerr 1999).

Cizelge 1.2: Tiirkiye’de kadinlarda en ¢ok goriilen on kanser tiirii,1999.

ORGANLAR | VAK'A % |INSIDANS(Yiizbinde)
Meme 2.390 24,1 7.32
Mide 693 6,99 2.12
Yumurtalik 556 5,61 1.70
Deri 684 6,9 2.10
Kolon 419 4,22 1.28
Akciger 404 4,07 1.24
Serviks 310 3,13 0,95
Beyin 349 3,52 1.07
Kemik iligi 391 3,94 1.20
Rektum 381 3,84 1.17
Digerleri 3342 33,69 10.24
TOPLAM 9.919 100 30.38

Cizelge 1.3: Tiirkiye’de erkeklerde en ¢ok goriilen on kanser tiirii, 1999.

ORGANLAR | VAK'A % INSIDANS(Yiizbinde)
Akciger 4.707 29,38 14,19
Mide 1.315 8.21 3,96
Mesane 1.165 7.27 3,51
Larenks 900 5.62 2,71
Deri 804 5.02 2,42
Prostat 836 5.22 2,52
Kemik iligi 573 3.58 1,73
Kolon 558 3.48 1,68
Beyin 545 3.40 1,64
Rektum 451 2.81 1,36
Digerleri 4.169 26.02 12,57
TOPLAM 16.023 100 48,30




1.3. Etiyolojisi

Kolorektal kanserin  kesin sebebi kolonik mukozanin epitelyum
hiicrelerindeki genetik degisikliklerdir. Kolon kanserlerinin ¢ok biiyiik bir boliimiinii
adenokarsinomlar olusturur (%97). Epidemiyolojik c¢alismalar kalin barsak
mukozasindaki kanser gelisim silirecini baglatan 0zel faktorleri ortaya koymustur.
Asirt et tiiketimi, diisiik vitamin ve mineral alimi, safra asitleri, fekal mutajenler,
fekal pH ve mutajenlerin etkilerine olan yatkinliklar kolon kanseri gelisimini
baglatabilecek ana faktorler olarak bilinmektedir. Yapilan klinik ¢aligmalara gore her
iki cinstede kolon kanseri goriinme siklig1 asag1 yukari ayni olup bazi caligmalarda
erkek cinste insidansi1 biraz daha fazla olmaktadir. Kolon kanseri orta yasin iizerinde
daha cok ortaya ¢ikmakla birlikte, en ¢ok 60—70 yas grubunda goriilmektedir. Kolon
kanserinin kesin etiyolojisi bilinmemektedir. Ancak bazi genetik ve ¢evresel
faktorlerin kolorektal kanserlerin olusumunda Onemli rol oynadiklar1 yapilan

calismalarla ortaya konmustur. (Y1lmazlar ve Oztiirk, 2004; Sayek, 1991).

1.3.1. Yiiksek Yagh Diet ve Safra Asitleri

Kolon kanser oranlar1 asir1 yagh yiyecek tiiketen toplumlarda yiiksek iken
diistik yag tiiketen toplumlarda azdir. Ortalama olarak; hastaligin yiiksek insidans
gosterdigi bat1 toplumlarinda alinan total kalorinin %40-45’ini yag olusturmaktadir,
diistik riskli populasyonlarda ise bu oran %10’dur. Laboratuar ¢aligmalar1 ytliksek yag
almminin deney hayvanlarinda indiikklenmis kolon tliimorlerinin insidansini
artirdigini ortaya koymustur. Pek ¢ok vaka-kontrol ¢aligmasi, et ve yag alinimi ile
kolon kanseri riski arasindaki iliskiyi ortaya koymustur. Et veya yag alimimi ile
pozitif bir iliski bulunmasina ragmen, sonuglar daima istatistiksel olarak anlamli
degildir. Safra asitlerinin kolorektal karsinogensisdeki etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir, bununla birlikte bu etkinin diagilgliserol araciligi ile oldugu
disiiniilmektedir.  Diyetsel  fosfolipidlerin  intestinal  bakteriler  tarfindan
diacilgliserole c¢evrilmesi yiiksek yagl diyetlerle birlikte artmaktadir. Bu artig
sonucunda da diagilglisreoliin direkt hiicrelere girdigi ve hiicre ici sinyal

transdiiksiyonuna katilan protein kinaz C’yi sitiimiile ettigi diistiniilmektedir.



Yaglarin sindirimi safra asitlerinin normal aktivitesini gerektirir, fakat safra asitleri
kolonun epitel hiicrelerinde hasara ve tahrislere neden olurlar. Safra asitleri intestinal
mukoza epitelyum hiicrelerinin ¢ogalma oranlarinm artirabilirler boylelikle kolorektal
kanser riskini yiikseltirler (Dolara et al, 2002; Wei et al, 2004). Kolon kanser
etiyolojisinde genis dlciide kabul edilen hipotez safra asitleinin kiiciik adenomalarda
displastik olaylar1 ve bliylimeyi tetikleyerek onlarm biiyiikliigiinii ve malignant
potansiyellerini arttirdig1 yoniindedir. Kolonik bakteriler safra asitlerini ikincil safra
asitlerine cevirirler. ikincil safra asitleri 6ncelikle litokolik asit ve deoksikolik asit
laboratuvar modellerinde hiicre proliferasyonunu artirdigi ve kolon karsinogenezisini

tesvik ettigi goriilmiistlir (Zoran et al, 1997).

1.3.2. Diyetsel Lif, Sebze ve Meyve

Lifli besinlerin kanser riskini azalttig1 goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak bu
besin gruplarinin lif bakimindan zengin olmalarinin yaninda dogal antioksidantlar1 da
icermeleri dikkate almmalidir. Sebze, meyveler ve tahilgiller lif olarak yiiksek
oranda seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve pektin igerirler. Diyetsel liflerin kolorektal
kanser riskini diisirmedeki muhtemel direkt mekanizmalar;; suyun, suda
coziinmeyen lifler tarafindan  absorbsiyonu, fecesteki  karsinogenlerin
yogunluklarinin seyrelmesi ve fecesin barsaktan gegis siiresinin kisalarak kolonik
mukosal hiicrelerle interaksiyonunun kisalmasidir. Ayrica potansiyel karsinogenler
direkt olarak suda ¢oziinmeyen liflere baglanabilirler bu da riski azaltici bir diger
direkt mekanizmadir. Muhtemel indirekt mekanizmalar ise; mikrobiyal biiylimenin
sitimiilasyonu (mikrobiyal biiyiime fecesin miktarini ve kisa zincirli yag asitlerinin
tiretimini artirir), safra asitlerinin iiretiminin degismesi, hiicre proliferasyonunu
etkileyen hiicresel molekiillerin iiretiminin etkilenmesi ve kisa zincirli yag asitlerinin

ozellikle butiratin luminal pH’ya olan etkisi (David et al, 2001).

1.3.3. Kalsiyum ve Vitaminler

Kalsiyum epitelyum hiicrelerinin proliferasyonlarinin ve farklilagmasinin her

sathasina katilmaktadir. Diyetsel liflerle birlikte kalsiyum seviyesi kolorektal kanser



etiyolojisini degistiren bir faktdr olarak goriilebilir. Hayvan deneylerinde siganlar
fermente olabilen liflerle zenginlestirilmis yiiksek kalsiyum iceren diyetlerle
beslendiginde mitotik aktivitede rol oynayan ornitin dekarboksilaz aktivitesini
anlaml derecede diisiirdiigii goriilmiistiir. Insan ¢alismalar1, iyonize kalsiyumun
safra asitlerine baglanarak onlar1 suda ¢6ziilmeyen kalsiyum bilesiklerine ¢evirir, bu
cevirim sonucu safra asitlerinin kolonik mukozadaki potansiyel proliferatif etkisi
azalmaktadir (Holt P.R., 1999). E vitamininin yiiksek miktarda alinmasi1 6zellikle 65
yasin altindaki insanlarda kolon kanserine karsi riski anlamli derecede azalttigi
ortaya konmustur (Bostick et al, 1999). E vitamininin kolon kanserli farelerde hiicre
biliyiimesini ve karaciger metastas oranmi azalttigi goriilmiistir (Borek, 2004).
Epidemiyolojik veriler giinlik giines 15181 ile kolon kanser insidansi arasinda ters
iligki oldugunu ortaya koymustur. Buna benzer iliski serumdaki 25-hidroksivitamin
D seviyesi ile kolon kanser orani arasinda goriilmiistiir. D vitamininin serum
konsantrasyonu Bati1 toplumlarinda o6zellikle yaghlarda diisiiktiir. D vitamini
metabolitleri kolonuda i¢eren pek ¢ok hiicrenin hiicresel metabolizmasini degistirdigi

bilinmektedir. (Holt P.R., 1999).

1.3.4. Postmenaposal Hormone Kullanimi ve Nonsteroidal Anti-Inflammatuar

flaclar (NSAID)

Pek cok epidemiyolojik ¢aligma postmenaposal hormon kullanan bayanlar
arasinda kolon kanser riskinin azaldigimi ileri stirmiistiir. Kolon kanseri ve hormonun
kullanim siiresi arasinda tam ortaya konulmamis bir iliski vardir, kimi ¢aligmalar
hormon kullanip birakmis bayanlarda riski daha az bulurken, bir kismi uzun
zamandir (>5 yil) kullanan bayanlarda riski diisiiriicli etkisini gdzlemlemiglerdir.
Osterojenin ikincil safra asitleri iizerine olan etkisi kanseri riskininin azalmasinda
iizerinde durulan etki mekanizmalarindan biridir. Osterojen kullanimi safranin
icerigini, kolestrol salmimini artirmasi bunun yaninda safra asiti salimimini azaltmasi
ile degistirir (Prihartono et al, 2000; Newcomb ve Storer, 1995; Grodstein et al,
1999). COX-2’nin ekspresyonu ise stres drumlarinda, inflamasyon ve iyilesen
yaralarda indiiklenir. Ilging olarak COX-2 enzimi kolorektal adenomalarin %45-
50’sinde ve karsinomalarin %80-85’inde asir1 olarak eksprese olur (Eberhart et al,

1994). Epidemiyolojik ¢alismalar, aspirin veya NSAID’lerin kullaniminin kolorektal



kanser riskini %50’ye varan oranda diisiirdiigiinii ortaya koymuslardir (Stiirmer et al,
1998). FAP’l1 hastalarda yapilan bir ¢alismada selektif olmayan NSAID sulindan’la
tedavi olan hastalarda poliplerin geriledigi ortaya konmustur (Jalving et al, 2005).
Ayrica NSAID’lerin kemirgenlerde kimyasal olarak indiiklenmis intestinal kanserleri

inhibe ettigi gosterilmistir (Chan, 2002).

1.3.5. Alkol Tiiketimi, Sigara Kullanim ve Fiziksel Aktivite

Alkoliin kolorektal kanser riski lizerine olan etkisine yonelik pek ¢ok
mekanizma ileri siiriilmektedir. Alkoliin oksidasyon iiriinii olan asetaldehit kolorektal
karsinogenezisten sorumlu olabilir. Yapilan son calismalarda asetaldehitin kolon
kanseri riskini azaltan folat1 degride ettigi ortaya konulmustur. Ayrica alkol metil
grubu metabolizmasmin antogonistidir, bdylelikle kolonik karsinogenezisin ilk
basamagi olan abnormal DNA metilasyonunu indiikleyebilir. Son olarak yiiksek
seviyede alkol tiikketimi indirekt olarak immiin supresyon, DNA tamirinde gecikme,
sitokrom P—-450 enziminin indiiksiyonu ile karaciger prokarsinojenlerinin
aktivasyonu ve safra asitlerinin bilesimini degistirerek kanser gelisiminde rol
oynayabilir (Cho et al, 2004). Sigara kullanimi; kolorektal karsinoma riskini
arttirdig1 kadar, hiperplastik polip olusumu ve kolon adenomalar: i¢inde yiiksek
oranda risk faktorii olarak bulunmustur. Genis tabanli klinik arastirmalar kolon
adenoma ve kanser olusumunun sigara icme dozuna bagh oldugunu gostermistir. 20
yildan daha az sigara tiiketenlerle kolonda kiigiik adenoma riski iliskilendirilirken 20
yildan fazla i¢cenlerde ise biiyiik adenomalar olusmaktadir. Fazla ve uzun siire sigara
icenlerde (>35 yil) kolon kanser riski yiiksek bulunmustur. Kolorektal kanserden
O0lim oranlar1 sigara kullananlarda veya uzun siire kullanip birakmislarda hig

kullanmayanlara gore daha fazladir (Ye et al, 2005).

1.3.6. Kirmizi1 Et Tiiketimi

Kirmiz1 et tiiketimi ve koloraktal kanserden o6lim arasinda yiiksek bir
korelasyon vardir. Kirmiz1 et ve kolorektal kanser riski arasindaki iliskinin énemli
bir kismini yiiksek sicaklikta pisirilen kirmizi ette olusan heterosiklik aminler

olusturur (heterosiklik aminlerin ana kaynag1 kizartilmig kirmizi ettir). N-



asetiltransferaz enzimi heterosiklik aminlerden mutajenik {irlinlerin olusumunu
katalizler. Bu enzimin aktivitesindeki degisiklikler bireyleri yavas ve hizli
asetilatorler olarak ayirir. Eger kirmizi et tiiketimi fazla ve enzim aktivitesi de hizl
ise bu durum kolorektal kanser gelisimi i¢in énemli bir risk olugturmaktadir (Butler
et al, 2003). Kizartma metodu ve kirmizi et tiiketim siklig1 distal kolorektal
adenomlarla iligkili olabilir. Haftada iki kez kirmizi eti 1zgara veya kizartma ile
tiikketen kisilerin kolorektal adenoma gelistirmeleri haftada bir kez veya daha az hafif
pismis kirmiz1 et tiiketenlere gore daha fazladir (Gerhardsson et al, 1991). Aym
zamanda kolon kanseri riski ve doymus hayvansal yag, omega 6 yag asidi igeren
yagca zengin diyetler arasinda giiclii bir iliski vardir. Bu maddeler barsak icersinde

karsinojenlere yikilirlar (Jones et al, 2003; Pierre et al, 2003).

1.4. Patolojisi

Kolorektal karsinomlarin gelismesinde klinik olarak ii¢ evre oldugu
gosterilmistir. Preneoplastik evrede kolonik mukozada hiperproliferasyon ve
displazi; prekanserdz evrede sirasiyla tiibiiler, tubulovilléz adenom ve vill6z adenom;
son olarak karsinom evresinde Once insitu, sonra invaziv karsinoma ve daha sonrada
metastaz geligir. Bu tiimorlerin 6nemli bir cogunlugu glandiiler epitelden kaynaklanir
ve adenokarsinomadir. Makroskobik olarak polipoid, iilseratif veya skirdz (anniiler)
olabilir. Sag kolon karsinomlar1 daha ¢ok polipoid, sol kolon tiimdrleri ise daha ¢ok
anniiler veya skirdzdiir. Mikroskobik olarak kolorektal karsinomlar iyi, orta veya az
derecede diferansiye olabilirler. Bu karsinomlarin %10-15 kadar1 miisin salgilar.
Miisin salgilayan karsinomlarin prognozlari daha kotiidiir. Kolorektal karsinomlarin
dagilimina bakildiginda tiimorlerin 6nemli bir kismi rektosigmoid bolgede (%55-60),
inen kolonda (%10-15), transvers kolonda (%5-10) ve ¢ikan kolon ile ¢ekumda
(%15-20) yerlesir. Kolorektal karsinomlarin dagilimi 40 yasindan ge¢ olanlarda
benzerlik gosterir. Bu tiimdrlerin multisentrik olabilme oranlar1 da %5 dolayindadir.

( Sayek, 1991).
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1.5. Prognozu

Kolorektal kanserler, ¢cekum ve ¢ikan kolonda %38, transvers kolonda %18,
inen kolonda %8, rektosigmoidde %35 ve degisik bolgelerde multipl olarak %l
oraninda izlenir. Sol ya da sag kolon tiimdrlerinin daha iyi gidisli oldugunu
bildirenler varsa da yerlesim yerinin ve ¢apinin prognoza etkisi olmadig1r kabul
edilmektedir. Diger kanserlerde oldugu gibi kolorektal kanserlerde de hastaligin
erken teshisi prognozu biiyiikk Olclide etkilemektedir. Tiimdriin patolojik evresi
prognozu biiyiik dl¢iide belirleyen faktordiir. Ayrica hastanin yasida prognoz igin
onemlidir. Diger tedavi segeneklerinin yaninda standart tedavi timorli bolgenin

cerrahi olarak ¢ikarilmasi gseklindedir ( Sayek,1991).

1.6. Kolon Kanserindeki Spesifik Mutasyonlar

1.6.1. RAS Geni

RAS genleri biitlin insan kanserlerinin %15-20’in de bulunmaktadir. K-RAS
gen mutasyonlar1, H-RAS ve N-RAS gen mutasyonlarindan daha sik gézlenmektedir.
H-RAS ilk 6nce belirlenmis olmasina ragmen mesane kanserlerinin %10’nunda H-
RAS mutasyonu goézlenmistir. Bunun yaninda K-RAS mutasyonlar1 kolorektal
kanserlerin  %60’inda, pankreatik kanserlerin %70-90’ninda ve akcigerin
adenokarsinomalarinin  %30’unda gdzlenmistir. N-RAS mutasyonlar1 ise akut
nonlenfotik 10semilerin  %20-30’unda gozlenirken epitel kanserlerde oldukga
nadirdir. Kolorektal kanserlerde genin 12, 13 ve 61. kodonlarinda siklikla nokta
mutasyon olusmaktadir. Bu kodonlardaki kritik mutasyonlar normal sinyal
transdiiksiyonunu engellemekte ve hiicre gelisiminde deregiilasyona neden
olmaktadir. Ras mutasyonlar1 yaygin olarak kolondaki premalignanat adenomator
poliplerde olusur. Kodon 12°deki spesifik mutasyon daha agressif tiimor tipleri ile
iligkili olabilir. Ras mutasyonunun belirlenmesi kolorektal kanserlerin erken tani ve
taramas1 i¢in olduk¢a yardimci olabilmektedir. Bu mutasyonun tanisi sonrasi,

terapotik yaklasim s6z konusu olabilmektedir. (Okulczyk et al, 2003).
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1.6.2. SRC Geni

Src onkogeni ilk olarak rous sarcoma virusde tanimlanmistir. Kodladigi
transforming protein direkt olarak hiicre iskeletini modifiye etmektedir. Hiicre
iskeletinin bozulmasi malignant transforming ve karsinogenezisde ki basamaklarin
erken safhalarinda olusabilir. Sporodik kolon kanseri ile iligkisi oldugu diisiiniilen

diger iki onkogen c-myc ve c-erbB2 onkogenleridir (Calvert ve Frucht, 2002).

1.6.3. APC Geni

APC embriyonik gelisim ve hiicre ¢ogalmasinda ¢ok 6nemli role sahiptir.
APC geni B-katenini inhibe ederek hiicre ¢ogalmasmi kontrol eder. APC’nin
fonksiyonunu kaybetmesi B-kateninin hedeflerinin transkripsiyonlarini artirir. Bu
hedefler; cyclin D, C-myc, ephrinler ve caspaselerdir. APC ayn1 zamanda pek ¢ok
aktin ve mikrotiibiil iliskili proteinlerle interaksiyon halindedir (Senda T, 2005,
Behrens J, 2005). Germline mutasyonlar genellikle kodlama yapan bdlgede stop
kodon olusturmaktadir, bu da prematiir translasyon iirlinlerinin olusmasina sebebiyet
vermektedir. Bu abnormal protein invitro transkripsiyon-translasyon deneyleri ile
etkilenmis hastalarin %60-70’inde belirlenebilmektedir. Bu yaklasim FAP aile
Oykiisii olmayan multipli polipe sahip hastalarda uygulanabilecek klinik pratigi
yiiksek olan bir yontemdir. Ayrica FAP vakalariin %20-30 APC lokusunda yeni bir
mutasyona sahiptirler, bu test onlarin belirlenmesini kolaylastirabilir. APC geninin
15. exonunda bir "hotspot" vardir, bu bolge 6zellikle ¢ok fazla sayida gelisen polip
ile iliskili bulunmustur. 1250 ve 1464. kodonlar arasindaki germline mutasyonlar
5000 veya daha fazlas1 polipe sahip fenotiple iligkili bulunmustur ("profuse type"),
bu bolgenin disinda kalan bolgelerde meydana gelen germline mutasyonlar daha az
sayida polip gelistiren fenotiplerde goriilmiistiir ("sparse type"). (Fearnhead et al,
2001; Calvert ve Frucht 2002; Boland ve Meltzer 1997).
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1.6.4. p53 Geni

Farkli tiplerdeki insan kanserlerinin % 60’indan fazlasinda p53 geni
mutasyona ugramig vaziyettedir. Normal p53 geni DNA’nin koruyucusu olarak
gorev yapar ve olusan DNA hasarlarina karsi hiicresel yanitin 6nemli bir pargasidir.
%75’den fazla sporadik kolorektal timorlerde p53 inaktivasyonu gozlenmistir (Liu,
2006). Kolorektal kanserlerde p53 mutasyonunun belirlenmesi hastaligin prognozu
acisindan Onemlidir. p53 mutasyonu tasiyan kolorektal kanser hastalar1 mutasyon
tagimayanlara gore daha kotii bir hastalik seyrine ve kisa hayatta kalma oranina

sahiptirler. (Boland and Meltzer, 1997).

1.6.5. DCC Geni

DCC (deleted in colorectal carcinogenesis) bir timor supresor gendir. Bu
genin delesyonu ve mutasyonlar1 kolorektal kanserlerin %70’inde ve ileri derecede
displazi gosteren adenomalarinda %50’sinde saptanirken hafif displazi gosteren
adenomlarda goriilmemektedir. DCC proteininin eksprese olmamasi kolerektal
adenokarsinomali hastalarin belirli altgruparinda prognozun daha kétii olmasi ile
iligkilidir. DCC geninin kolorektal kanserlerde mutasyona sahip oldugu bilinmesine
karsilik genin ¢ok biiyiikk olmasindan dolay1r heniiz ¢ok 6zel bir mutasyon

gosterilememistir (Mehlen ve Fearon, 2004).

1.6.6. MYH Geni

MYH genindeki germ line mutasyonlar ¢ok sayidaki kolorektal adenomalarin
resesif kalitimi ile iliskili bulunmustur ( Miyaki et al, 2005). MYH SNP’lerinin bir
kismi bu protein protein interaksiyonlarmin olusumunu potansiyel olarak
engelleyebilir, boylelikle DNA onariminda hatalara sebep olarak sonugta kolorektal
karsinogenezisi tetikleyebilir. MYH geninin kromozomal lokalizasyonu 1p32-
34°diir, bu bolgenin kolorektal karsinom olusumunun hiperplastik polipler ve
adenomalar1 iceren erken lezyonlarinda heterozigotisitesini kaybettigi (LOH)

gozlenmistir (Sieber et al, 2003; Kambara et al, 2004).
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1.6.7. YANLIS ESLESME TAMIR GENLERI (Mismatch Repair Genes, MMR)

Tiim MMR genleri (hWMLH1, hMSH2, hMSH3, hPMS1, hPMS2 ve hMSH6)
DNA replikasyon hatalarmin onarimina katilmaktadir. Genomdaki dizi tekrarlari
(6rn. Mikrosatellitler) replikasyon esnasinda DNA polimeraza birtakim problemler
cikarabilirler. DNA polimeraz bu tekrar eden bazlar {izerinde kayarak fazla tekrarlar
halinde sentez yapar. Eger MMR sistemde mutasyonlardan dolay1 bozukluk meydana
gelmigse bu tekrarlar kalici hale gelir ve microsatellite instability denen durumu
meydana getirir. MSI nin varli§i DNA sentezi sirasinda hata olugma olasiligini
artirmaktadir. MMR mutasyonlar1 sporadik kolorektal karsinomalarin yaklasik %15-
20’sinde gorilir ve oOzellikle HNPCC’li hastalarin kararkterisitik bulgusudur
(Narayan ve Roy, 2003).

Cizelge 1.4: Kolorektal kanserlerde rol oynayan baslica genler ve kromozomal
lokalizasyonlar1 (Calvert ve Frucht, 2002).

Mutasyon Tipi | Gen Yeri Hastalik Tipi
Germline APC 5921 FAP

MMR genleri HNPCC (Lynch I)
Somatik Onkogenler

myc 8q24.12-q24.13 | Sporadik kolon kanseri

K-ras 11p15.5

src 20q12-ql3

erbB2 17g21.1

Tiimor supresor

p53 17p13.1

DCC 18g21.1-g21.2

APC 5921

MMR genleri

hMSH?2 2p22-p21

hMLH1 3p21.3

hPMSI1 2q31-q33

hPMS2 Tp22

hMSH6 2pl6

hMSH3 5qll-ql2

14



1.6.8. Kolorektal Kanserlerde Allelik Kayiplar

Kolorektal kanser 6rnekleri ile yapilan calismalarda ilk gbzlenen kromozomal
anomali kromozom 12p’deki delesyondur (Pathak ve Goodacre, 1986) . Fearon ve
ark., (1987) yapmis oldugu calismada kolorektal karsinomalarin %75’inde 17p’deki
kayiplar1 belirlemis ve 17. kromozomun kisa kolunun kayiplarinin benign sathadan
malignant agsamaya geciste rol aldigin ileri stirmiistiir (Fearon et al, 1987) . FAP’l1
25 ve kolon karsinomali 20 hastayla yapilan calismada ¢ogunlukla 22. kromozomun
allelik kayiplarmma ek olarak kromozom 5, 6, 12q ve 15°de allelik kayiplara
rastlanmistir (Okamoto et al, 1988). Vogelstein ve ark., (1989) yapmis oldugu
calismada kolorektal kanserlerde dort ana degisimi gézlemlemislerdir. Bunlar 5., 17.
ve 18. kromozomlardaki dizilerde delesyon ve RAS gen mutasyonlaridir. RAS gen
mutasyonlarint adenomlarda (%58) ve karsinomalarda (%47), kromozom 5’deki
kayiplari FAP’larda, kromozom 18’deki allelik kayiplar1 kolon karsinomalarda
(%73) ve ilerlemis adenomlarda (%47) gozlerken kromozom 17’deki kayiplarn
sadece karsinomalarda (%75) gozlemlemislerdir (Vogelstein et al, 1988). Vogelstein
ve arkadaslarinin bir diger calismasinda da kolorektal tiimdrlerde 17p ve 18q’deki
kayiplar1 %75 oraninda, 1q, 4p, 5q, 6p, 69, 8p, 9q, 18p ve 22q’daki kromozomal
kayiplar1 ise %25°den %50’ye kadar saptamislardir (Vogelstein et al, 1989).

1.7. Mutasyon ve Polimorfizm

Aym tiirlin bireyleri arasindaki farkliliklarin kaynaginin genetik ve g¢evresel
faktorlerin etkisiyle oldugu bilinmektedir. insanda bu farkliligi meydana getiren
genetik faktore baktigimizda; herhangi iki insan arasindaki niiklear DNA’nin dizisi
yaklasik %99.9 oraninda birbirinin aynisi oldugu goriilmektedir. DNA’da ki dizilerde
meydana gelen bir takim degisiklikler fenotipik olarak gézlenmese de, bazilari
hastaliklarin ortaya c¢ikmasinda etkili olabilmektedir. Bu genetik farkliliklar
anatomik, fizyolojik, toropatik ilaglara cevaplarda, ilaclarin advers reaksiyonlarda,
enfeksiyona hassasiyet, kansere yatkinlik, hatta pek ¢ok kisisel 6zellik, atletik beceri
gibi birtakim yeteneklerde varyasyonlara neden olmaktadir. DNA’da ki degisimler
sonucu varyasyonlara neden olaylarin temelinde mutasyon ve polimorfizim

bulunmaktadir (Nussbaum et al, 2001).
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Sekil 1.2: Kolon kanserinde ¢ok adimli kanser gelisim modeli (Narayan ve Roy,
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Cizelge 1.5: Kolerektal neoplazmalarda risk faktorii olarak ¢aligilmis polimorfizmler

(Houlston and Tomlinson , 2001).

Genler Nulf!e.o tl.d Amino asit degisimi .. For}ks1y013 :
degisimi iizerine etkisi
A4889G (exon 7) Ile462Val ?Artmig aktivite
CYPIAL T°%C (3' UTR) Yok ?Yok
A1088T Yok (NAT1*10) ?Artmis aktivite
C559T Argl87Stop(NAT1*14) | Diisiik aktv.allel
NATI G560A Argl87Stop(NAT1*15) | Diisiik aktv.allel
C190T Arg6b4Trp(NAT1*17) | Diisiik aktv.allel
Co7T Arg33Stop(NAT1*19) | Diisiik aktv.allel
AT2T Asp251VAI(NAT1*22) | Diisiik aktv.allel
C341T Ile114Thr(NAT2*5) | Diisiik aktv.allel
NAT? G590A Argl97GIn(NAT2*6) | Disiik aktv.allel
G857A Gly286GIu(NAT2*7) | Diisiik aktv.allel
GI91A Arg64GIn(NAT2*14) | Disiik aktv.allel
GSTM1 Delesyon Null Aktivite yok
GSTT1 Delesyon Null Aktivite yok
GSTP1 A1578G Ile105Val (I105) Azalmis aktv.
C2293T Alal44Val (Vi44)
Exon 3T—C Tryl13His ?Azalmig aktv.
mEPHX Exon 4A—G His139Arg
Metilasyon
MTHFR C677T Ala222Val Azalmis aktv.
MTR A2756G As919Gly
Mikrocevre degistiricileri
Ex.1-5'UTRC—>G Yok
PLA2G2A Exon 3G—C Yok
Cysl12Arg Degismis
APO-E Cys158Arg(E4) lipoprotein met.
Tumor Supress/Oncg.
5 -
ApC T3920A Tleul307Lys(11307K) | - Artmllj ustomatlk
G3949C GInI317GEDTQ) | gy mivor
HRASI1 28-bpVNTR Yok ?Degismis trnsk.
Exon 3GC MEREO T hvemetdegi
TP53 Intr. 316bp Dup Muhtemel degil
Intron 6G—C g
MLH1 C2006T (inronl2) Yok Bilinmiyor
Diger genler
TNF-a -380G—>A Yok ?Artmis bazal ve
TNE-B 238GA Yok indiiklenebilir

TNF seviyesi
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1.7.1. Genetik polimorfizm

Populasyon genetiginde, polimorfizm (kelime karsiligi birden fazla form)
terimi bir populasyon daki birden fazla cesitlilik gdsteren gozlenebilir 6zelligi ifade
etmektedir. Diinya iizerindeki pek ¢ok farkli bireyin kromozomlarina bakildiginda,
aynt kromozomun belirli bir bolgesinde lokalize olmus DNA parcasmin yiiksek
oranda benzerlik gosterdigi dikkati cekecektir. Gergekte, populasyondaki iki insan
arasinda herhangi 1200 bp uzunlugundaki DNA dizisinde ortalama bir baz ¢iftinin
farkli oldugu gozlenmistir. Genetik terminolojide belirli bir kromozomal
lokasyondaki (locus), belirli DNA dizilerinin farkl versiyonlarina allel adi erilir ve
genetikciler polimorfik terimini, populasyonda yaygin olarak iki veya daha ¢ok alleli
bulunan bir geni tanmimlamada kullanirlar. Monomorfik gen, bir populasyonda
agirlikl tek allel olarak bulunan gendir. Bir allelin populasyonda ki yayginligi en az
%99 oraninda bulunuyorsa bu gen monomorfiktir. Diger bir anlatimla, polimorfik
gen bir veya daha fazla allele sahip olmali ve bu allel populasyonda %1’den fazla
oranda bulunmalidir. Bunlara karsilik populasyonda %1’den daha az gozlenen allele
ise nadir varyantlar (rare variant) adi verilir. Bazi alleller, genler arasindaki veya
intronlar igersindeki DNA dizilerindeki degisikliklerle olugurlar, bu degisimlerin
genin fonksiyonu iizerine bilinen bir etkisi yoktur, bu tip alleller sadece direkt DNA
analizi ile belirlenebilirler. Kodlama yapan diziler igersindeki degisimler sonucu
olusan alleller farkli protein varyantlarmin olusumuna neden olup ciddi fenotipik
bozukluklar, degisimler ortaya cikarabilirler. Genetik hastaliklara sebebiyet veren
¢ogu mutasyon (hepsi degil) nadir varyantlardir ve bu alleller genetik diversitenin en
belirgin formlaridir. Dogadaki pek ¢ok populasyonda, genlerin biiyiik bir yiizdesi
polimorfiktir. Bununla birlikte, kiiciik populasyonlarda (6rnegin; nesli tilkenmekte
olan) genetik varyasyonun ¢ok diisiik olmas1 beklenir ¢iinkii gen havuzu az sayidaki
bireylerden meydana gelmistir. Insan da bulunan genlerinin %30’u polimorfiktir.
Insanda yaklasik olarak 25,000 farkli gen vardir ve bu genlerden yuvarlak olarak
10,000 tanesi iki veya daha fazla allelli polimorfik olarak bulunmaktadir (Nussbaum

etal, 2001).
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1.7.2. Tek niikleotid polimorfizmi (single nucleotide polymorphisms, SNPs)

SNP’ler DNA dizisindeki varyasyonlardir, genomdaki dizide meydana gelen
tek niikleotidlik (A, T, G veya C) degisim sonucu meydana gelir. Ornegin bir SNP
DNA dizisini AAGGCTAA’dan ATGGCTAAya gevirebilir. Bir varyasyonun SNP
olarak kabul edilebilmesi i¢in, populasyonda en az %1 oraninda izlenebiliyor olmasi
gerekmektedir. SPN’ler biitlin  insan  genetik  varyasyonlarinin ~ %90°n1
olusturmaktadirlar, 6.4x10° biiyiikliigiindeki insan genomunda, yaklasik her 1000-
2000 bazda bir SNP olusur. Her iic SNP’den ikisi sitozinin ( C ) timinle ( T ) yer
degistirmesinden olusur. SNP’ler bir genin hem kodlama yapan hem de kodlama
yapmayan bolgesinde bulunabilir. Pek ¢ok SNP’nin hiicresel fonksiyon {izerine bir
etkisi yok iken, bir kisminin hastaliklarda, ilaglara cevapta ve hiicresel aktivitelerde
etkisi oldugu gosterilmektedir. insan DNA dizisinin %99’dan daha fazlasinm ayni
populasyonda ayni olmasima ragmen, DNA dizilerindeki varyasyonlarin insanlarin
hastaliklar, virus, bakteri, toksinler, kimyasallar gibi ¢evresel faktorlere, ilaglara ve
diger tedavilere nasil cevap verecegi lizerine 6nemli etkileri vardir. Bunlar da
SNP’lerin ¢aligilmasini biyomedikal arastirmalar veya tibbi teshisler agisindan ¢ok
degerli yapmaktadir. SNP haritalarinin, kanser, diyabet, vaskular hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar ve zeka bozukluklar gibi pek ¢ok karmasik hastalikla
iligkili genlerin belirlenmesine yardimci olacaktir. SNP’leri evrimsel olarak
mikrosatellit markerlarina gore daha stabildirler, daha diisiik mutasyon oranina
sahiptirler. Bir generasyondan digerine degisimleri az oldugundan populasyon
calismalarinda kullanilmalar1 daha kolay ve bilgilendiricidir. Bunun yaninda
SNP’lerin sayilarimin fazla olusu hastalik ve allel korelasyonunun kurulmasinda sans

ve avantaj dogurmaktadir (Nussbaum et al, 2001).
1.8. Apo E ve SNP

Son calismalarin sonucu olarak, 3' ve 5' flanking bolgeleride katilip 5.5 kb’lik
Apo E geni incelendiginde 21 degisken bdlgenin varligi ortaya konulmustur.
Gozlenen bu bolgelerden 20 tanesi biallelik SNP’lerdir kalan birtanesi ise bir
multiallelik insersiyon/delesyon polimorfizmi (5229a) ve bir SNP’dir (5229b). 21

SNP’den 17 tanesi kodlama yapmayan bolgede lokalize olmustur, kalan 4 tanesi ise
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eksonik bolge icersindedir. Ekson 4 deki iki SNP (pozisyon 3937 ve 4075) ii¢ yaygin
Apo E isoformunu kodlamaktadir, tigiincii SNP ise bu ikisi arasina lokalize olmustur
(pozisyon 4036). Dordiincii eksonik SNP ise iiciincii ekson igersindedir (pozisyon
3106). Bu dort SNP’nin her birisindeki varyasyon proteinde aminoasit degisimi ile

sonuglanir (Stengard et al, 2002).

e
A
g

— Exon 4 4075

L1l
N
-
=
o3
&

.— Exon 3

Il

T
)
e
=
&

-+ — 1998
B Exon?2

L. — 1575
[~ 1522

-T=— 1163
mm— Exoni

1 832
624

560
:Aﬁ 545
[~ — 471

Ll

[ 1 Eutular eksonik hillgeleri gistermektedir

B

Sekil 1.3: Apo E geni icersinde bulunan yaygin SNP’lerin lokasyonlar1 (Stengard et
al, 2002).
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1.9. Lipoproteinler

Lipidler suda c¢oziinmeyen molekiiller olmalarma ragmen viicudun
tamaminda transportlar1 yapilmaktadir. Suda ¢6ziilmeyen lipidler ¢esitli proteinlerle
(apolipoproteinler) birlikte, lipoprotein kompleksi olarak transport edilirler.
Lipoproteinler kiire sekilli yapilardir. Bu kiirenin merkezinde hidrofobik yapidaki
lipidler bulunur. Hidrofilik proteinler (apolipoproteinler), lipidlerin bas kisimlari
ylizey kisminda bulunur. Kolestrol ise integral olarak bir dagilim gosterir. Bes ana
siifa ayrilan lipoproteinler densitelerine, kompozisyonlarina (lipoproteinler farkli
oranlarda protein, triacilgliserol, fosfolipid ve kolestrol igeririler), biiylikliikk ve
fonksiyonlarina gore birbirlerinden ayrilirlar. Cesitli lipid ve protein kombinasyonlari
silomikronlardan HDL’ye kadar farkli densitelerde partikiillerin olusumuna olanak
verirler (Dominiczak, 1997).

Cizelge 1.6: Lipoproteinler (Dominiczak, 1997°den uyarlanmigtir).

(* Igeriklerin toplammin %100 olmamasinin nedeni kalan kismin apolipoproteinlerce
olusturulmasidir)

Lipoprotein | Densite Apolipoprotein Icerikleri* Ortalama
(kg/L) ¢ap (nm)
Silomikronlar |<0.95 Al, All, B48, CI,|%85 triagilgliserol, | 80-1200
CII, CIIL E %8 fosfolipid,
%4 kolestrol
VLDL 0.95-1.006 | B100, CI, CII, CIII, | %56 triagilgliserol, | 30—80
E %20 fosfolipid,
%23 kolestrol
IDL 1.006-1.019 |B100, CIII, E %29 triacilgliserol, | 23-35
%26 fosfolipid,
%43 kolestrol
LDL 1.019-1.063 |B100 %29 triacilgliserol, | 18-25
%26 fosfolipid,
%43 kolestrol
HDL 1.063-1.21 | Al All, CI, CII, | %16 triagilgliserol, | 5-12
CIL D, E %43 fosfolipid,
%41 kolestrol

1. Silomikronlar
-En biiyiik ve en ¢ok triglisderidce zengin lipoprotein partikiilii.
-Major apoproteini Apo B48’dir (bunun yaninda Apo Al ve Apo E de bulundurur).

-Ince bagirsaktan dokulara diyetsel triagilgliserollerin transportunu saglar.
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2.VLDL

-Bir diger major trigliserid tasiyicisidir.

-Apo B100 major apoproteinidir.

-Karacigerde olusturulan lipidlerin periferal dokulara transportunu saglar.
3.IDL

-VLDL katobolizmasinin orta densiteli remnanlari.
-Kolesterol ve trigliseridce zengin.

-Apo E major apoprotein.

-VLDL ve LDL arasinda ge¢is formu.

4.LDL

-Endojen kolesterol ve kolesterol esterlerinin major tasiyicisi.
-Apo B100 tek apoproteinidir.

-Periferal dokular icin kolestrol transportunu saglar.

5. HDL

-En kiiciik proteince zengin lipoproteindir.

-iki altsinifi vardir HDL, ve daha kii¢iik HDL;.

-Apo Al major apoproteinidir.

(Epstein, 2003)

1.10. Apolipoproteinler

Apolipoproteinler kandaki lipidleri baglayan proteinlerdir.

Triacilgliserollerin, fosfolipidlerin, kolesterol ve kolesterol esterlerinin hiicre, doku

ve organlar arasindaki transportunda Onemli rolleri vardir. Apolipoproteinler

lipidlerle birlikte lipoproteinlerin pekgok sinifin1 olustururlar. Apolipoproteinler

farkli smif lipoproteinler arasinda transfer edilirler. Apolipoproteinlerin baglica

fonksiyonlar1 sunlardir: yapisal rolleri, reseptorlere baglanma bolgesi ve lipid

metabolizmasina katilan enzimler i¢in kofaktor ya da aktivator olarak gorev yaparlar

(Dominiczak, 1997).

22



Cizelge 1.7: Apolipoproteinler ve bilinen gorevleri (Dominiczak, 1997).

Apolipo- Mol?kﬁl Lip.opr.(zt.ein Kromozom LiRid transportu haricindeki
protein Agirhigi(Da) icerigi diger muhtemel fonksiyonu
A-1 29016 HDL 11 HDL’nin yapisma katilir, HDL
’ Silomikronlar ligandi, LCAT kofaktorii.
AL HDL’nin yapisma katilir, HDL
17,400 HDL 1 ligandi, LCAT kofaktorii. LPL
ve HTGL aktivatorii (?).
A-1V 46,000 VLDL 11 HDL ligand1, LCAT aktivatorii.
HDL
Apo(a) | 300,000- Lp(a) yapisina katilir.
800,000
B—48 241.000 HDL, VLDL 5 Silomikronlarin yapisina
’ Silomikronlar katilir. TG sekresyonu
VLDL, IDL ve LDL’nin
B-100 513,000 HDL, VLDL 2 yapisina katilir. LDL reseptor
ligant1. TG sekresyonu
C-1 7600 Silomikronlar 19 LCTA ve LPL aktivatori.
’ HDL, VLDL
C-11 HDL, VLDL LCTA ve LPL aktivatorii.
8,916 o 19
Silomikronlar
C-111 8,750 HDL 11 LPL inhibitdrii.
D 33,000 HDL 3 LCAT aktivatorii
E LRP ve B/E reseptori liganti.
34,000 VLDL, HDL 19 Doku remodelling, Immiin
regulasyon, Hiicre ¢ogalmasi.
F 28,000 HDL, LDL 12 Kolesterol transportu
G 72,000 | VHDL, HDL ? ?
VLDL, HDL, ?
H 50,000 LDL, 17
Silomikronlar
3 70,000 VHDL, HDL ] HDL metabolizmasi, Hiicre

korumasi

1.11. Apolipoprotein E (APO E) geni

APO E geni diger apolipoprotein genlerinin de i¢inde bulundugu multigenik

bir aileye aittir. Bu aileye ait genlerin her biri benzer sekilde dort exona sahiptir ve

bu exonlar ii¢ intron ile birbirinden ayrilmiglardir. Apo E’yi kodlayan gen 19.

kromozomun uzun kolunda 19q13.2 pozisyonunda yer almaktadir (Siest et al, 2002,
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Paik et al,1985; Das et al, 1985). Apo E geni ayn1 kromozom bdlgesi iizerinde apo C-
I, apo C-1II, apo C-IV genleri ve apo C-I pseudogeni ile bir arada bulunmaktadir.
APO E geni 3597 niikleotid uzunlugundadir ve diger apolipoprotein genleri ile
yapisal bir¢ok benzerlikleri paylagmaktadir (Rall et al, 1982; Mahley ve Rall 2000).

Cizelge 1.8: Apolipoprotein genlerinin kromozomal lokalizasyonlari .

Apo A-II Kromozom 1
Apo B-100 Kromozom 2
Apo D Kromozom 3
Apo A-I/C-III/A-IV Kromozom 11
Apo E/C-I/C-11 Kromozom 19

APO E geninin dort eksonu vardir, bu eksonlar ii¢ intron ile birbirinden
ayrilmiglardir. Biitiin intronlar1 G-T niikleotidleri ile baslayip, A-G niikleotidleri ile
bitmektedir. 5 — 3" dogrultusunda siralandiginda eksonlar1 44, 66, 193 ve 860
niikleotid, intronlar1 ise 760, 1092 ve 582 niikleotid uzunluklarindadir (Paik et al,
1985; Das et al, 1985, Hixson ve Vernier, 1990).

112 156
APOE
chr. 19a13.2 ApoE 2 GAC GTG|TGC|GGC CGC CTG....eeeeee CTG CAG AAGTGC |CTG GCA
- 1PqTe. ApoE 3 GAC GTG|TGC|GGC CGC CTG.....eeeeees CTG CAG AAG (CGC|CTG GCA
‘ ApoE 4 GAC GTG|CGC|GGC CGC CTG................. CTG CAG AAG|CGCICTG GCA

805 870

14 66 193 860

Sekil 1.4: APO E geni. Eksonik ve intronik bdlgelerin biyiikliikleri ile yaygin
alleller arasindaki niikleotid farkliliklar1.

Dort eksonlu apo E geni 1163 niikleotidlik bir mRNA’y1 kodlamaktadir. APO

E’nin ilk exonu kodlamaz. Exon 2 ise signal peptidin ilk 14 amino asitini kodlar.

24



Exon 3, signal peptidin kalan 4 amino asitini ve mature proteinin ilk 61 amino asitlik
kismini kodlar. Exon 4 ise olgun proteinin ana pargasini kodlamaktadir. Ayrica exon
4, 3' bolgesinde 100 noncoding niikleotid igerir. Pek ¢ok regulatér element iceren
kompleks bir promotdr bolgesi genin 5’ proksimal bolgesine lokalize olmustur,
ayrica ilk intron da da regiilator bolgeler bulunmaktadir. Genin 5’ ve 3' bolgelerinde
belirlenmis regulatdr elementlerin bazilar1 dokusal spesifite gosterirler. Apo E
geninin TATA box elementi (TATAATT), transkripsiyon baglama bélgesinin 33 bp
upstream’inden baslar (Hixson and Vernier, 1990; Paik et al, 1985). Ayrica, Apo E
geninin 5’ flanking kismimin, = mRNA baslangic noktasina 150 niikleotid
yakiligindaki bolge igersinde iki biiyiik inverted tekrarlayan dizi bulunmaktadir. Bu
iki diziden proksimaldaki -76 ile -46. ve distaldaki de -144 ile -108. niikleotidler
arasina lokalize olmustur. Bu iki dizide yiiksek oranda G-C tekrar1 igermektedir.
Apo E genin proksimal flanking bolgesi ve intronlar1 incelendiginde, Alu ailesine ait
dort tekrarlayan dizinin gen ile iliskili oldugu ortaya konulmustur. Bu dizilerden iki
tanesi ikinci intronda lokalize iken diger ikisi genin her iki uglarina yakin transkribe
olmayan bolgede bulunmustur. Alu dizilerinin uzunluklar1 280 ile 324 niikleotid
arasindadir. Yapisal orientasyonlari, ikinci intron igersine lokalize olmus olanlardan
bir tanesi ( III ) , exonlar ile aymi polariteye sahiptir. Diger iicli ise ters

orientasyondadir (Paik et al, 1985).

704 -415 10671 138415191811 3728 4007
| | I
290 324 293 280
-+ -+ — -
[ I I I

Sekil 1.5: Apo E geni ile iligkili Alu ailesi dizileri (gri kutular). Oklar, Apo E
geninin  kodlama yapan strand’ine gore alu dizilerinin orientasyonunu
gostermektedir.

Insan Apo E geninin 5'- flanking bolgesi ilgicekici yapisal &zelliklere
sahiptir, bununla birlikte bu dizilerin genin fonksiyonu iizerine etkileri tam olarak
bilinmemektedir. Yapilan caligmalar en az {i¢ regulatér domainin 5’ ucunun
proksimal 383 niikleotidlik kisminda bulundugu ve ayrica ilk intron igersinde de
regulator bolge oldugunu ortaya koymustur. 5" proksimalinde bulunan domainlerden

biri GC box transkripsiyon kontrol elementidir, diger iki element ise enhancer-like
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aktiviyesi tasimaktadir. Ugiincii enhancer-like aktivite gdsteren element de ilk intron
icerisine lokalize olmustur. Enhancer-like elementler 5’ proksimalinde -366 ile -246
( URE 2; Upstream Regulatory Element 2 ) ve -193 ile -124 (URE 1; Upstream
Regulatory Element 1) arasinda, ilk intron da ise +44 ile +262. (IRE 1; Intron
Regulatory Element 1) niikleotidler icersinde bulunmaktadir. GC box ise -59 ile -45.
niikleotidler icersindedir. Bu dizilere SP—1 ve AP-2 gibi transkripsiyon faktorler
baglanabilmektedir (Paik et al, 1988; Weisgraber et al, 1981; Zannis et al, 1984).

5' Flanking Bolge Exon 1 Irtromn 4
RE 2 LRE 1 GC Box TATA Box IRE 1
-3l|35 -2*}5 -1 !|EI3 -1 |24 -SlEl -4|5 -3|3 -|2I3 +|1 +4|4 +2L?2
1
R —t N R N

Sekil 1.6: Apo E geninin 5'- flanking bdlgesindeki ve ilk intron igersindeki regulator
diziler.

1.11.1. Apo E Varyantlan

Insan plazma Apo E ile yapilan yiiksek coziiniirliiklii two-dimensional
electrophoretik ¢aligmalar1 sonucunda, biiytikliik ve/veya yiiklerinden dolay1 pek ¢ok
izoformunun oldugu ortaya ¢ikmistir. Apo E deki bu heterojenitesinin; apoprotein
E’deki birbirinden bagimsiz iki degisikligin kombinasyonundan kaynaklandig ileri
siiriilmektedir: (a) bir gen lokusunda, iic bagimsiz allelden kaynaklanan proteindeki
kalitimsal (gen diizeyinde) degisiklikler ve (b) major isoformlarin bir veya daha fazla
negatif yiiklii sialic asit residiileri ile post-translasyonal modifikasyonlaridir. Bu iki
farkli degiskenin etkisi olusan proteinlerin ¢esitliligini arttirmaktadir (Zannis et

al,1982; Weisgraber et al, 1981).
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Cizelge 1.9: Apolipoprotein allellerinin reseptor baglama kapasiteleri ve Tip III
hiperlipidemia ile iligkileri.

. . Reseptore
Allel A(;r;gil;)i;silt Baglanma
(% normal)
YAYGIN
Azalmis total ve LDL kolesterolii
E2 Argl58—Cys <2 ile iligkili. Resesif Tip III
hiperlipidemianin yaygin nedeni.
E3 Yok 100 Wild tip allel
E4 Cysl12—Arg ~100 .A.rtn.n.s total ve LDL kolesterolii ile
iligkili.
NADIR
E1 Lys146—Glu Bilinmiyor | Dominant Tip III
E2 Argl36—Ser 40 Bilinmiyor
E2 Argl36—Cys Bilinmiyor | Tip III i¢in resesif
E3 Argl42—Cys <4 Tip III i¢cin dominan. Erken yasta
ekspresyonu.
E2 Argl45—Cys 45 Bilinmiyor
E2 Lys146—Gln 40 Dominan Tip II1.
E3 Insersiyon 25 Leiden varyant. 121-127°ye 7
amino asit insersiyonu.

1.11.2. Apo E’nin genetik polimorfizmi

Apo E yapi-fonksiyon kompleksitesinin baslica nedeninin gendeki mutasyon
ve polimorfizmlerden kaynaklanmasi siirpriz degildir, ayrica bunlarin neden oldugu
farklicaliklar proteinin fonksiyonu iizerine 6nemli etkiler yapmaktadir Hixson and
Vernier, 1990). Apo E geninde 30’dan fazla allelik varyantin farkli transkripsiyon
iirlinlerini kodladig1 belirlenmistir (de knijff et.al, 1994). Bu allelerden ¢ok nadir olan
dort tanesi diger isoformlardan farkli biiyiikliikte proteinleri kodlarlar. Dort tane
nadir allelden biri 4. exonda 21 bp bir insersiyona sahiptir, digeri exon 3’te tek
niikleotidlik delesyona sahiptir ve bu frame shift delesyon erken stop kodonunun
olugmasina neden olur, bir digeri intron 3’te tek niikleotid mutasyona sahiptir ve
abnormal splice edilmis mRNA formlarinin olugmasini saglar ve sonuncu olarak
exon 3’te tek niikleotid mutasyonu erken stop kodonu meydana getirir. Diger geri
kalan tiim Apo E isoformlarini kodlayan allelik varyantlar sadece bir veya daha fazla

pozisyondaki amino asitin farkliligindan kaynaklanmaktadirlar. Bu alleler icersinde
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en yaygin olarak gozlenenler ve iizerinde ayrintili ¢aligmalar yapilmis olanlanlar
kodlama yapan bolgede; exon 4’ deki 112. ve 158. codonlarda meydana gelen tek
niikleotid polimorfizmine (single-nucletid polymorphisms, SNPs) bagl ortaya ¢ikan
tic tanesidir. Bu polimorfik olan ii¢ allelli APO E geni (g2, €3, €4) li¢ farkli Apo E
isoformunu kodlar: E2, E3, E4. Bu alleller orijinal olarak ilk defa isoelektrik
focusing ile belirlenmislerdir. €4 allelinin 112. ve 158. codonlarinin her ikisinde de
arjinin (Arg) amino asidi kodlanmaktadir (CGC) , €3 alleline bakildiginda ise 112.
codonda CGC — TGC nokta mutasyonu ile bir sitozin (C) timin (T) niikleotidine
doniismekte ve bu kodon Arg amino asidi yerine sistein’i (Cys) kodlamaktadir. Son
olarak €2 allelinde ise hem 112. hem de 158. kodonlarinda CGC — TGC doniisiimii
olmakta ve sonucta her iki pozisyonda Cys amino asidi sentezlenmektedir. Bu amino
asit degisimleri ili¢ izoform arasinda ylik olarak degisikliklere neden olur, sonug
olarak E2 iki Cys’den dolay1 nétiirdiir, bunun yaninda E3 112. pozisyonda Cys
yerine Arg dolay1 +1, E4 ise hem 112 de hem de 158 de Arg bulundurmasindan
dolay1 +2 yiike sahiptir . Yaygin olarak goézlenen i homozigot ve ii¢ heterozigot
fenotip bu {i¢ allelden herhangi ikisinin ekspresyonu ile ortaya cikar (Main et al,
1991; Breslow et al, 1982; Zannis et al, 1982). Buradaki niikleotid doniisiimlerinden
bahsedilirken, €4 formunun atasal form oldugu ve diger iki formun bundan
evrimlestigi seklindeki evrimsel ¢alismalarin agirlik kazanmaya baglamasi géz 6niine

alinmaktadir (Mahley and Rall, 1999; Fullerton et al, 2000).

Cizelge 1.10: Apo E allelik varyantlarindaki niikleotid ve amino asit degisimleri.

Pl EEHE | s 158 112 158 112 158
pozisyonu
Niikleotid T T T C C C
Kodon TGC TGC TGC CGC CGC CGC
Amino asit | CYS CYS CYS ARG ARG ARG
Isoform E2 E3 E4
Allel g2 3 &4
Olast | o0 | 62763 | e2/e4 | €3/63 | e3/e4 | cd/ed
genotipler

Cok yaygin olarak gozlenen bu ii¢ allelin yaninda, nadir olan diger bes allel
daha vardir, bu allellerde SNPs den dolayr meydana gelmislerdir ve hatta bazi
populasyonlarda bulunmayabilirler; kodon 3’de Glu — Lys, kodon 28 de Leu —Pro,
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kodon 84 de Pro— Arg, kodon 142 de Arg— Cys ve kodon 244 ile 245 de Glu—
Lys (de knijff et al, 1994; Nickerson et al, 2000). Kodlama yapan bolgedeki
polimorfizimlere ek olarak, kodlama yapmaya bolgelerde de en az 18 polimorfizim
saptanmistir (Nickerson et al, 2000). Bu polimorfizmleri populasyonlarda goriilme
frekanslar1 oldukga diisiiktiir. Genin 5’ kodlama yapmayan bolgesi ve exon 1’1 de
i¢ine alan regulator bolge polimorfizmleri nispeten 3’ kodlama yapmayan ve intron
polimorfizmlerine goére daha siktir. Genin regulatér bolgesinde meydana gelen
polimorfizmler kliniksel acidan Onemlidir, bazilar1 yaslanma ile ortaya ¢ikan
patolojiler ile iligkili bulunmustur. (Lambert et al, 1998; Lambert et al, 2004; Bullido
and Valdivieso, 2000; Artiga et al, 1998).

1.11.3. Apo E’nin Biyosentezi

Apo E’nin pek ¢ok organ ve hiicre tarafindan sentezi olan bir glikoproteindir.
Ozellikle sentez yeri karacigerdeki hepatik parankimal hiicrelerdir. Karaciger
haricinde ozellikle beyin, ovaryumlar, adrenal, testis, dalak ve bobreklerde sentez
edildigi belirlenmistir. Karaciger plazmada bulunan Apo E’nin yaklasik olarak
2/3’nli sentezlemektedir Karacigerden sonra en fazla Apo E mRNA’sinin sentezi
beyinde goriiliir. Beyinde 6zellikle astrositler Apo E sentezinden sorumludur. Cok
sayida organdaki pek ¢ok hiicre tipinin Apo E sentezine katilmalari, Apo E’nin lipid
transportundaki ve bunun haricinde bilinmeyen diger rollerinin Onemini
gostermektedir. Periferik sinirlerde Apo E’nin sekresyonu makrofajlar tarafindan
olur. Ayrica arterial duvarlardaki makrofajlar tarafindan da sentezi yapilmaktadir.
Apo E’nin primer translasyon iiriinii pre-Apo E (317 amino asit uzunlugunda) 18
amino asitlik bir sinyal peptidine sahiptir. Daha sonra karbonhidrat yanzincirlerin
eklenmesiyle modifikasyonu golgide olur ve sinyal peptidin cikarilmasi ise
intraseliiler olarak meydana gelir (Zannis et al, 1984; Paik et al, 1985; Paik et al,
1987).
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1.11.4. Apo E’nin protein yapisi

1970’lerin basginda VLDL’nin (very low density lipoprotein) arginin’ce
zengin komponenti olarak tanimlanmasi ile Apo E c¢alismalar1 baslar. ilk baslarda
Arg amino asiti oran1 %11 buldugundan dolay1 “arginine-rich apoprotein, ARP”
olarak adlandirilir, daha sonraki ¢alismalarla birlikte bu alandaki alfabetik
adlandirmaya uygun olarak “Apo E” olarak adlandirilir. Apo E, mRNA’s1 1163 bp
uzunlugundadir. Birincil translasyon iirinii 317 amino asitten olusmaktadir. Bu
brincil iirline 18 amino asitlik sinyal peptidi dahildir. Olgun Apo E, 34,200 kDa
molekiiler agirlikta ve 299 amino asitlik bir proteindir. Ayrica plazmadaki Apo E’nin
yaklagik %20’si threonine 194°de N-acetylneuramidate (sailik asit) eke sahiptir. Apo
E, bir baglant1 bolgesi (Hinge Region) ile birbirinden ayrilan iki bagimsiz olarak
katlanmis domaine sahiptir; 22kDa N-terminal domain (1-191. residiiler) ve 10 kDa
C-terminal domain (216-299. residiiler). Bu iki domain thrombin, elastase, trypsin ve
chymotyripsin gibi enzimlerle, Apo E’nin hidrolizi ile birbirinden ayrilabilirler.

(Nolte and Atkinson, 1992; Narayanaswami and Ryan, 2000)

Apo E2 (Cys 158)

Apo E3 (Arg 138) Karholsiterminal
Apo E4 (Arg 158) Bilge
P_ 121
COOH
185
- -
Aminoterminal L°2] |55 | el |—
otermm T}

BDlgE / :ﬁL Ted
Apo E2 (Cys 112) Hinge Bilgesi
Apo E3 (Cys 112)

Apo E4 (Arg 112)

[[] 141-155 Reseptir Baglama Bélgesi

o
(=
(-\-I
[
[

Sekil 1.7: Apo E’nin protein yapist (Nolte and Atkinson, 1992 ‘den uyarlanmustir).
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Bu iki domain farkl fiziksel 6zelliklere sahiptirler; N- terminal domain daha
cok tipik bir globular protein gibi davranirken, C-terminal domain daha ¢ok tipik bir
apolipoprotein gibi davranmaktadir. Apo E’nin bu iki domaini farkli fonksiyonlara
sahiptirler. 22 kDa’luk N-terminal domaini resptdor ve heparin (preteoglikan)
baglamaktan sorumludur. Resptor baglama bolgesi ozellikle 136—150. residiilere
lokalize olmustur, fakat 171-183. residiilerde reseptére baglanma da Onemlidir.
Reseptorlere baglanmada Arg ve Lys residiileri 6zellikle onemlidir. C-terminal
domainin 245-299. residiilleri ana lipi baglama bdlgesidir. Lipid olmadigi
durumlarda, C-terminal {izerindeki 267-299. residiiler serbest Apo E’nin (lipid-free)
tetramerizasyonuna aracilik eder. Ek olarak 21-62. residiilere karsilik gelen bolge
tiroid hormonu i¢in baglanma bolgesi olusturur. Apo E , Apo All ile Cys amino asit
residiilerini igeren disiilfit baglar1 ile homodimer veya heterodimer olusturabilir. Ug
Apo E izoformununda N-terminal domainlerinin igilinciil yapilart x-1gm1
kristolografisi ile ¢oziilmiistir. Apo E’nin N-terminal domaini dort heliksin su
sekilde siralanmasi ile meydana gelmistir: heliks 1, 24—42. residiiler; heliks 2, 58—-81.
residiiler; heliks 3, 87-122. residiler ve heliks 4, 130-164. residiler arasinda m
eydana gelmektedir. Ayrica kisa bir helikste (44—53. residiiler) 1. ve 2. heliksleri
birbirise baglar. Bu dort heliks birbirlerine antiparelel olarak diizenlenmislerdir.
Reseptor ve heparin baglama bdlgesi 4. heliks igersinde bulunmaktadir. Apo E4
izoformunda, 112. pozisyonda Cys amino asidinin yerine Arg bulunmasi (E3 formu
ile karsilastirildiginda) birkag tuz kopriisiiniin yeniden diizenlenmesi kadar spesifik
residiilerin yan zincir oriyantasyonlarinda da dikkat ¢ekici bazi kaymalara neden
olur. 112. residiide Arg bulunmasi, 3. helksi lizerinde ki bu Arg ile 2. heliks bulunan
109. pozisyondaki glutamik asit arasinda yeni bir tuz kopriisiiniin olugmasina neden
olur. Lipoprotein baglamadaki farkliliklar, izoformlarda ki N- ve C-terminal
domainlerin arasinda meydana gelen interaksiyon degisiklikleri tarafindan belirlenir.
C-terminal domainin kritik lipid baglama bolgesi igersinde olan 255. glutamik asidin
yan zinciri E4 formunda 61. pozisyonda ki Arg’nin yan zincirin ile tuz kopriisii
olusturur, E2 ve E2 de Arg 61’in oriyantasyonundaki farkliliktan dolay1r bu tuz
kopriisi olusmaz. Sonugta; E4 formu oncelikle daha genis, trigliseridlerce zengin
VDLD’ye baglanirken, E3 ve E2 formu daha kiigiik, fosfolipid¢e zengin HDL’ye

oncelikli olarak baglanir. E4 formunda 61 veya 255. pozisyonlarda bir mutasyon
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meydana gelirse lipid baglama tercihi VLDL’den HDL’ye degisir (Mahley and Rall,

2000; Weisgraber et al,1990).

Riilatif
&2 TGC Yiik

E2 | o | (0)

A

g

8
3
3

1

£ e )

£ . ()

T |

112 Aminoasit degisimleri 158
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Sekil 1.8: Apo E Polimorfizmi ve aminoasit degisimleri.

Aym sekilde E3 formu ile karsilastirildiginda E2 isoformunun reseptore
neden daha =zayif baglandigini konformasyonel degisiklige bagli olarak
aciklayabiliriz. 158. pozisyondaki Cys, 4. heliks icersindeki ve heliks 3 ile 4
arasindaki tuz kopriilerinin organizasyonunu ciddi sekilde degistirir ve ayn1 zamanda
140-150. residiilerin reseptér baglama bolgesinin pozitif iyon potansiyelini
disiirerek E2’nin reseptére baglanma kapasitesini azaltir (Dong et al, 1994; Mahley
and Rall, 2000). Apo E’nin reseptér baglanma fonksiyonu dikkate deger olarak
isoform spesifiktir. In vitro ¢alismalar E3 ve E4 formlarinin baglanma o6zellikleri
karsilastirildiginda; E4’{in biraz daha fazla afinite ile LDL reseptorlerine baglandigi
gozlenmistir. Fakat E2 formu baglanma yoniiyle eksik kapasitedir en fazla E3’lin
bagladigi miktarin %2 ile baglanabilmektedir. E2’deki 140-150. residiilerdeki
pozitif iyon potansiyelinin diisiikliigii bu zayif baglanma aktivitesinin en biiylik
sebebi olarak goriilebilir. Ik yapilan biyokimyasal calismalar, Arg 158’in direkt
iyonik interaksiyona katilmadigini1 ve 158. residiideki Cys subsitasyonunun reseptor
baglanma bolgesini indirekt etkiledigini ortaya koymuslardir ve bu goriis daha sonra

yapilan x-1g11 kritalografisi ilede desteklenmistir. Apo E’nin bu yayagin polimorfik



yapilart insan populasyonlarinda plasma lipid ve lipoprotein konsantrasyonunu

etkiler. Apo E4 formu LDL kolestrol (LDL-C) ve total kolesterol (TC)

konsantrasyonunun artmasinda rol oynar. Apo E2 formu ise LDL-C

konsantrasyonunda azalmaya neden olmaktadir. Erkeklerde ve kadinlarda yaygin

Apo E allelerinin frekanslar1 farklilik gostermemektedir. Apo E, HDL

metabolizmasinda ve revers kolestrol transportunda énemli rol oynar (Siest et al,

2002).

Apo E’nin fizyolojik fonksiyonlar1 su sekilde 6zetlenebilir:

1. LDL (Apo B/E) ve Apo E (LRP) reseptorleri icin ligand rolii vardir. TG’ce
zengin lipoproteinlerin  (VLDL, silomikronlar, silomikron remnantlari)
temizlenmesinde Onemlidir ayrica VLDL’nin LDL’ye doniisimiinde gerekli
olabilir. Apo E tasiyan HDL’nin kandan uzaklastirilmasindan sorumlu oldugu
gorilir.

2. HDL araciligiyla revers kolesterol transportuna yardimei olur.

3. Makrofajlar tarafindan sentezlenen Apo E, scavenger reseptorleri iizerinden
okside olmus VLDL’nin diizensiz alimimini inhibe eder ve makrofajlarin foam
hiicrelerine doniisiimiinii engeller. Ayrica makrofajlar tarafindan sentezlenen Apo
E reverse kolesterol transporu i¢in ek bir pathway saglar.

4. Apo E, sinir hiicresi rejenerasyonuna, immiin cevabin diizenlenmesinde ve
noronlar ile diiz kas hiicrelerinin farklilasmasi veya gelisiminde rol oynar

(Mabhley and Rall, 2000.)

1.11.5. Apo E Genotipi ve Plazma Lipoprotein-Lipid Seviyeleri

Pek ¢ok populasyon c¢aligmasinda, E2 ve E3 allelleri karsilagtirildiginda;
diisiik seviyedeki plazma total kolesterolii (TC) ve LDL kolesterolii (LDL-C) E2
alleli ile iligkili oldugu ortaya konulmustur. Bunun yaninda E2 allelinin yiiksek
trigliserid (TG) seviyeleri ile iligkili oldugu bulunmustur. E4 alleli E3 alleli ile
karsilagtirildiginda ise bunun tersi olarak E4 plazmadaki TC ve LDL-C seviyelerinde
artisga neden olmaktadir. Plazma Apo E konsantrasyonu, E2/2 isoformu
tastyicilarinda en yiiksek, E3/3 tasiyicilarinda orta derecede ve E4/4 tasiyicilarinda
ise en diisiik seviyededir. En yaygimn genotipli bireylerle (E3/3), E2 alleli tasiyicilari
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karsilagtirildiginda TC, LDL-C ve APO B konsantrasyonlarindaki ortalama %5-
15°lik bir diisiis gozlenirken, E4 alleli tasiyicilarinda ise ayni parametrelerde %5-
10°luk bir artis s6zkonusudur Bagka higbir tek gen polimorfizmi, bireyler arasindaki
plazma lipoprotein konsantrasyonundaki varyasyona Apo E yaygin gen
polimorfizmleri kadar katkida bulunmaz. Yaygin Apo E polimorfizmlerinin plazma
lipid ve apolipoprotein iizerine etkisi degismez degildir, bu etki farkl
populasyonlarda ve etnik subgruplarda farklidir. Apo E bireyin total lipid ve
apolipoprotein seviyesi iizerindeki tek etken degildir, Apo E hangi formda olursa
olsun diyet, cinsiyet, kilo dagilimi ve yas gibi bireyin genel durumunu olusturan
parametrelerde bu seviyeleri etkileyen faktdrlerdir. Ornegin, Apo E4 allelinin
kolesterol artiric1 etkisi, kolesterol ve doymus yagasidi iceren diyetle artmaktadir,
ayn1 zamanda cinsiyetin disi olusu E4 allelinin bu etkisini artirmaktadir. Plazma lipid
seviyelerinin Apo E isoformlarina gore farklicalik gostermesinin baglica nedeni,
sirkiilisyondan remnantlarin temizlenmesine olan etkileridir. E2 isoformu E3 ile
karsilastirildiginda sirkiildssyondan remnant temizlenmesine olan etkisi diisiiktiir,
bunun sebebi ise Apo E2 igeren partikiillerin defektif reseptor baglanma
kapasitelerinden kaynaklandig1 goriilmektedir. Bunun tersi olarak E4’de remnant
temizlenmesi E3 gore ¢ok daha fazladir. Ayrica Apo E isoformlarmin lipoprotein
tercihlerinin farkli olmas1 plazma seviyelerindeki degisimi aciklayabilir. E4 isoformu
daha cok VLDL, IDL ve LDL ile baglanmirken, E2 formu ise HDL’yi tercih
etmektedir (Mahley and Rall, 2000; Mahley, 1988 ).

1.12. Apo E ile Iliskili Hastaliklar

1.12.1. Apo E ve Tip III Hiperlipidemia (Familial Dysbetalipoproteinemia)
Ailesel tip III hiperlipidemia (FHL) lipoprotein metabolizmasinda medya gelen
genetik bir hastaliktir. Hastaligin biyokimyasal ve klinik 6zellikleri farklilik
gosterebilir, hastaligi olusturan biitiin bozuklular her hastada goézlenmeyebilir.

Hastalarda plazma kolesterol ve trigliserid seyiyesi ylikselmistir, bu ylikseligin

baslica nedenlerinden biride f-VLDL nin plazmada birikmesidir.
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Sekil 1.9: (A) Apo E allellerinin lipid parametreleri iizerine olan etkisi. (B) Apo E
fenotiplerinin plazma Apo E ve Apo B iizerine olan etkileri. (TG, total plazma
gliserid; VLDL-C, VLDL kolestrol; HDL-C, HDL kolestrol; LDL-B, LDL Apo B;
LDL-C, LDL kolestrol; TC, total plazma kolestrol) (Mahley ve Rall, 2000)

B-VLDL, silomikron ve VLDL’den tiiremis karaciger ve ince barsak
orjinlidir, ayrica Apo C igerigi daha az kolestrol ve Apo E’ce ise zengin bir bir
remnant lipoproteinidir. Tip III FHL, erigskinlerde gdzlenmeye baslar ve o6zellikle
periferal arterlerde aterosikleroz gelistirmeye yatkinlik saglar, ayrica erkeklerde
kadinlardan daha yaygindir. Kadin hastalarin hepsi postmenopozdur. Xanthoma’lar
belirgin klinik 6zelligidir, xanthoma striata palmaris tip III FHL icin spesifiktir.Bu
hastalarda birincil metabolik defekt VLDL ve silomikron remnantlari {izerindeki Apo

E’nin mutant formlarmin yol actig1 karacigerde bu remnant partikiillerinin yetersiz
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kandan uzaklagtirilisidir. Hastalarin hepsi Apo E2 alleli i¢in homozigottur. Apo E2/2
isoformunun lipoprotein reseptorlerine baglanmasindaki zayiflik (Apo E3’ilin
baglanma kapasitesinin %?2’si) remnant temizlenmesini geciktirir. Biitin Apo E2
homozigotlar tip III FHL hastas1 degillerdir. Gergekte pek ¢ok Apo E2/2’li birey
normal hatta hipolipidemik olabilir (HDL ve LDL seviyelerinin diisiik Imasindan
dolay1). Bu kisilerde de f-VLDL gozlenebilir fakat plazmada birikmez. Bu da acikca
tip I FHL go6zlenebilmesi icin diger sekonder faktorlerin hastaligin gelisimine
katkida bulunmas1 gerektigini gosterir. Ayrica Apo E’nin diger Apo E3
(Cysl12—Arg; Argl42—Cys), E2 (Lys146—Gln), E1-Harrisburg (Lys146—Glu),
E2 (Arg—Cys), E2-Christchurch (Argl36—Ser) ve E3-leiden gibi nadir
mutantlarida tip III FHL ile iligkili bulunmustur (de knijff et al, 1994)

1.12.2. Apo E ve arterosiklerozis

Apo E’nin lipid metabolizmasinda ve 6zellikle arterial duvarlarin biyolojisine
iliskin 6nemli rolii vardir. Genel olarak Apo E’nin aterosikleroz gelisimine karsi
koruyucu etkisi oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmaktadir, fakat bu koruyucu
etki Apo E isoformuna, Apo E’nin total plazma seviyesine ve Apo E’yi sentezleyip
sekresyonundan sorumlu hiicre tipine bagli olarak degisir. Apo E’nin aterosikleroz-
daki koruyucu etkisi, onun normal lipoprotein metabolizmasindaki 6zellikle remnant
lipoproteinlerinin dolasimdan uzaklastirilmas: ve revers kolestrol transportundaki
roliinden agikca bellidir. Ayn1 sekilde, Apo E knockout fare ¢alismalari, Apo E’nin
aterosiklerozun onlenmesinde rol oynadigini ortaya koymustur. Apo E null fareler
normal diyetle beslenmelerine ragmen yiiksek lipid seviyelerine ve asir1 miktarda
kolesterolce zengin fS-VLDL’ye sahiptirler bu fareler ciddi aterosiklerotik lezyon
gelistirirler. Apo E belirli sartlar altinda aterosikleroz riskini artirmaktadir. Tip III
FHL’1i bireylerin tasidigi Apo E2 riski artirmaktadir. Diger yandan, artmis kolesterol
seviyeleriyle Apo E4 riski artirict olarak bulunmustur. Apo E’nin plazma seviyesinin
optimal olusu aterosiklerozda en koruyucudur, bu seviyenin optimalin {izerinde veya
altinda olusu aterosiklerozu koruyucu yondeki etkiden ¢ok riski artirict olmaktadir.
Yaygin Apo E genotiplerinin, aterosikleroz gelisimi ve kardiyovaskular hastaliklarla

iligkisi genotip spesifik plazma lipoprotein profillerinin farkli olusuyla iliskili
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olabilir. Apo E2 tasiyicilar1 Apo E3/3 genotiplilerden daha az riske sahiptir ¢iinkii
Apo E2 tasiyicilann daha diisiik aterojenik lipoprotein profiline sahiptirler, halbuki
Apo E4 tasiyicilart ise lipoprotein profillerinden dolayr daha yiiksek risk
tagimaktadirlar (Nakashima et al, 1994; Slotter et al, 2001; Soufi et al, 2002).

1.12.3. Apo E ve Kardiyovaskiilar Hastahiklar

Koroner kalp hastaliklarmmi (CHD) icine alan kardiyovaskular hastaliklar
(CVD) geligmis iilkelerde oliimlerin en Onemli sebebidir. Nadir olarak gdzlenen
lipoprotein hastaliklarinin CHD {izerine olan etkileri diisiiktiir. Bu hastaliklarda genel
populasyona bakildiginda en yaygin olarak gdzlenen mutasyon Apo E lokusunda
olanlardir. Yapilan ¢alismalar Apo E polimorfizminin plazma kolestrol seviyesinde
%2-11"lik bir varyasyona yol agtigin1 gostermistir. E4 yiiksek LDL kolestrol seviyesi
ile iligkili bulunurken E2 LDL kolesterol seviyesini diisiirmektedir. Bunlarin yaninda
yapilan meta analiz caligmalar1 trigliserid seviyelerindeki farkliliklarla Apo E
formlar1 arasinda iligski oldugunu ortaya koymustur. Ayrica son ¢aligmalar Apo E’nin
makrofajlardan kolesteroliin hiicre disina atilmasi, platelet agregasyonu, allel spesifik
antioksidant ve immiin aktiviteler tizerine olan etkisinin CHD olusumu {izerine etkisi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Apo E’nin aterosiklerozisdeki ve ayrica yukarida
sayilan etkileri géz 6niinde bulunduruldugunda Apo E’nin yaygin olan polimorfik
formlarmin CVD ile iliskisi olabilecegi diisliniilmiistiir. Apo E’nin bu hastaliklarla
olan iligkisi farkli populasyonlarda yapilan hasta-kontrol diizeyindeki allel
dagilimlarini ve risk oranlarini ortaya koyan tarzdaki ¢aligmalardir (Frikke-Schmidt
et al, 2000; Eichner et al, 2002; Lahoz et al, 2001). Song ve arkadaslarinin (2004)
yilinda yapmis olduklar1 meta analiz ¢aligmasinda ise 48 c¢aligsmay1 incelemislerdir.
Bu meta analiz toplam 15 492 hasta ve 32 965 kontrolii igermektedir. 1966 yilindan
Ocak 2004’e kadar MEDLINE’da “apolipoprotein E, apo E, APOE polymorphism,
atherosclerosis, coronary heart disease, ischemic heart disease, coronary artery
disease, myocardial infraction” bashgi ile yapilmig arama sonucu elde edilen
yaymmlanmis ¢aligmalar bu meta analizin kaynagini olusturmustur. Kontrol
gruplarindaki Apo E allel frekanslarinin varyasyonlar1 dikkat cekicidir, en yaygin
olan E3 alleli %67’den (Fransiz ¢aligmasi) %90’lara (Japon) ¢ikabilmektedir. Yine
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aym sekilde E2 icin %03 (italyan) - %15 (Alman) ve E4 alleli i¢in %03 (Tiirkler) -
%23 (Finlandiya) gibi cografik ve etnik farkliliklar gézlenmektedir. Meta analiz
sonucunda E3/3 genotipi ile E4 alleli tasiyicilart karsilastirildiginda CHD ig¢in bu
allelin riski %42 arttirdigi, E2 allelinin ise herhangi bir etkisinin olmadig1 ortaya
konmustur. Apo E polimorfizmi ve CHD arasindaki sebep sonug iliskisi tam olarak
ortaya ¢ikarilmadiysa da E4 allelinin yiiksek LDL-C ve diisik HDL-C ile iliskili
olmas1 bu etkide 6nemli rol oynamaktadir (Song et al, 2004). Stengard ve
arkadaslarinin yaptig1 bir diger calismada, orta yastaki bireylerin secildigi dokuz
populasyonda  E3/3 genotipi veya E2 alleli tasiyicilarnn ile E4 tastyicilar
karsilagtirildiginda; CHD i¢in &liim riskini E4 allelinin yaklagik %40 artirdigin
gostermiglerdir (Stengard et al, 1998). Tiirkiye’de yapilmis olan bir ¢alismada ise MI
gecirenler ve saglikli kontrollerdeki Apo E genotiplerinin dagilimi incelenmistir.
Allel dagilimlar hasta grubunda E3 %91, E2 %7, E4 %2 ve kontrol grubunda E3
%87.5, E2 %6.7, E4 %5.8 bulunmustur (Hergenc ve ark, 1995). Attila ve ark.’nin
(2001) y1linda Giiney Anadolu bolgesinde Adana’da, 107’si CAD hastas1 toplam 199
kisi tlizerinde yaptiklar1 ¢caligmada E2 ve E4 allel frekanslarin1 ve E4 alleli tagiyan
genotiplerin CAD’l1 hastalarda anlamli derecede yiiksek oldugunu gdstermislerdir

(Attila ve ark, 2001).

1.12.4. Apo E ve Kanser

Apo E lipid transport ve metabolizmasinda 6nemli rol oynamasinin yaninda
neoplastik gelisim i¢in potansiyel dnemi olan; hiicre ¢ogalmasi, immiinoregulasyon
ve anjiyogenesis gibi farkli fonksiyonlarada sahiptir (Mahley and Rall, 2000). Apo E
yiiksek afinite ile preteoglikan ve heparine baglanir, boylelikle lenfositleri, diiz kas
hiicreleri, endoteliyal hiicreleri ve tiimor hiicrelerini i¢eren pek c¢ok hiicre tipinin
prolifersyonunu inhibe eder. Apo E’nin antiproliferatif mekanizmasi halen genis
Olclide tam olarak bilinmemektedir. Baz1 son bulgular apoptotik hiicre 6limiini
artirtigint ileri siirmektedir (Niemi et al, 2002). Diisiik kolesterol seviyesinin kanser
riskini artirdigi, dolayistyla E2/2 ve E2/3 genotipli bireylerde € 2 allelinin diigiik

kolesterol seviyesi ile iliskisinden olay1 kanserde risk tasiyabilecegi goriisi ileri
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striilmistir (Katan, 2004). Biitiin bu 6zellikler Apo E’yi karsinogesisdeki bazi
safhalar i¢in sorumlu yapmaktadir.

Farkli Apo E varyantlar varliginda safra asitlerinin ve kolesteroliin hepatik
metabolizmasinda degisiklikler olur. Rol oynadig1 bir diger yerde insan fecesindeki
ikincil safra asitlerinin sentezlenmesi ve sekresyonu ile yakindan ilgilidir. Bu ikincil
safra asitlerinin kolorektal karsinogenesisi tesvik ettigi diigiiniilmektedir. Boylelikle
Apo E genotipleri kolestrol absorbsiyonu ve safra asidi iiretimindeki varyasyonlarla
iligkili olarak kolorektal carsinogenesisde 6nemli olabilirler (Watson et al, 2003).
Apo E ¢ 4 allelini tagiyan bireylerde kolesteroliin intestinal absorbsiyonunda artis ve
deoksikolik asitin safra saliniminda diisiis gozlendi. Luminal kolesterol iletimi ve
fecal safra asit seviyesindeki degisimler, proksimal adenomalar ve kanserlerle Apo E
€ 4 alleli arasindaki olas1 koruyucu iliski altindaki biyolojik mekanizmay1
aciklamakta kullanilmaktadir. Deoksikolik asit gibi ikincil safra asitlerinin sicanlarda
kimyasal olarak indiiklenmis kolon karsinogenesisini artirdigi bilinmektedir.
Kolorektal kanser ve adenomali1 hastalarda ikincil safra asitlerinin fecal salgilanmasi
artmigtir ve ayrica kolerectal adenomalilarda deoksikolik asitin serum seviyesi de
yiikselmistir (Shinomiya et al, 2001). Apo E polimorfizmi ve kolorektal kanser
(CRC) riski arasindaki iligki {izerine ilk ¢aligma Finlandiya’da gergeklestirildi. 135
kolorektal adenomali ve 122 kolorektal karsinomali hasta grubu ile 199 kontroliin
arastirildigt. Bu calismanin sonunda Apo E geninin € 4 allelinin varliginin proksimal
kolonda adenom ve karsinom (distal olanlarda degil) gelisimine kars1 koruyucu rolii
oldugu ileri stiriildii (Kervinen et al, 1996). Apo E 4 alleline sahip bireylerde safra
asidinin liretiminde bir azalmanin gozlenmesi bu durumun agiklanmasinda kullanildi.
Japonya’da yapilan bir ¢alismada ise Apo E genotipleri, serum lipidleri ve kolorektal
adenomalar arsindaki ilski incelenmis. Apo E ¢ 4 alleli tagiyanlar arasinda proksimal
kolon adenoma riskini azalmasi yoniinde istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamamistir. Distal adenomalar kontrollerle karsilastirildiginda serum trigliserid
konsentrasyonunun 6zellikle & 4 alleli olmayan subgruplarda anlamli derecede
yiikseldigi gosterilmistir (Shinomiya et al, 2001). Niemi et al. (2002) Yaptiklar1 bir
calismanin sonuglarma gore; gastrointestinal sistemdeki makrofaj ve endokrin
hiicrelerinin Apo E’nin baglica kaynagi oldugunu gosterdiler. Makrofaj kaynakli Apo

E’nin epitel integritesinde ve hiicre biiylimesinde etkili oldugunu ileri siirdiiler
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(Niemi et al, 2002). Apo E polimorfizminin CRC’deki muhtemel rolii sorusuna
verilecek cevap, uygun dizayn edilmis calismalarin yoklugu nedeniyle halen agik
degildir. Meme kanseri ve Apo E arasindaki iligki; meme kanserli hastalarda 6lgiilen
ylikselmisg trigliserid seviyesi ile kurulmustur. Apo E ¢ 4 trigliseridin temizlenmesini
azaltmak kaydiyla total plazma trigliserid seviyesini yiiksek tutmaktadir. Artmis
trigliserid seviyesinin globulin bagl seks hormonu seviyesinde azalma ile iliskili
oldugu bununda serbest estradiol seviyesini yiikselterek meme kanseri riskini
artirdig1 diistiniilmektedir. Moysich ve ark., yaptiklar ¢alismada yiiksek trigliserid
seviyesi ve meme kanseri arsinda bulduklart iligkiyi € 4 allelinin etkiledigini ortaya
koymuslardir (Moysich et al, 2000). Benign meme kanserli ve benign prostat kanserli
hastalarla yapilan bir diger ¢caligmada ise; Apo E allelik frekanslarinin meme, benign
meme ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir degisim gostermedigi yoniindedir.
Prostat kanserli, benign prostat ve kontroller arasinda da allelik frekans bakimindan
bir degisim gozlenmemistir (Niemi et al, 2000). Yaylim ve ark.(2003) yine
Niemi’nin ¢aligmasinda oldugu gibi Tiirk meme kanserli hastalarla Apo E genotipleri
arasinda anlaml bir iligki gozlemezken, Sazci ve ark. Apo E ¢ 4 allelini koruyucu
allel olarak bulmuslardir (Yaylimve ark, 2003, Sazci ve ark, 2003). Apo E’nin meme
kanseri iizerine olan etkisini hiicre proliferasyonu ve kliniksel sonuglar1 agisindan
inceleyen bir calismaya gore de; genel bu hipotezlere kars1 olarak Apo E’nin timor
biliylime oranimi ve kliniksel sonuglar etkilemedigi gosterilmistir (Zunarelli et al,
2000a). Ileri yastaki Apo E ¢ 4 tastyan merkezi sinir sistemi neoplasmli hastalarda
nispeten hastaligin daha iyi bir seyir izledigi gézlenmistir (Zunarelli et al, 2000b).
Yapilmis ve yapilmakta olan caligmalar halen Apo E genotipleri ve genel kanser
patogenesisi arasindaki iligkiyi tam olarak ortaya koyamamis veya agik bir pattern
gosterememistir. Ozellikle Apo E’nin lipid metabolizmasi haricindeki hiicresel
faaliyetlerdeki roliinlin tam aydinlatilmasiyla, kanserlesme mekanizmasindaki

roliiniin daha iyi anlasilacag: diisliniilmektedir.

1.12.5. Apo E ve Norodejeneratif Hastahiklar

Alzheimer hastaligi (AH) ilk 6nce otozomal dominant 6zellige sahip ailesel

bir hastalik olarak tanimlanmasina ragmen daha sonralari hastalifin ¢ogunlukla
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sporadik olarak gozlendigi ortaya konmustur. U¢ gendeki mutasyonlar (APP, PS1 ve
PS2) early-onset ailesel AH ile ilgili olarak gosterilitken, APO E esas olarak daha
kompleks olan sporadik late-onset AH ile iligkili bulunmustur (Bales et al, 2002;
Higgins et al, 1997) . Apo E nin AH’na olan etkisi; bu genin {i¢ ana alleline gore
degismektedir. Merkezi sinir sistemi icersinde Apo E birincil olarak astrositlerde ve
mikroglialarda sentezlenmektedir. Beyinde sentezlenen Apo E’nin serebrospinal
sivida Apo E igeren lipoproteinlerin tasinmasinda rol aldigi kadar membran tamiri
esnasinda lipid ve kolesteroliin iletimi ayrica snaptik plastisitede de rol aldigi
goriilmiistiir. Yaygin olarak gbzlenen allelerin AH gelistirmekteki riskleri E4>E3>E2
seklindedir. E4 ve late-onset AH arasindaki kritik iligki hasta-kontrol ¢aligmalari ile
ortaya konmus ve risk hesaplamalar1 yoniinden rutin uygulamalara da girmistir. E2
alleli ise yapilan c¢alismalarda AH riskini azaltici yonde rol oynadigi ortaya
konulmustur. Apo E genotiplemesi tanida tek basina AH i¢in spesifik ve tam duyarl
tamimlayict test degildir, fakat klinik kriterlere birlikte kombine olarak
degerlendirildiginde tanida kesinligi artirmaktadir (Mayeux et al, 1998; Raber et al,
2004; Bales et al, 2002; Higgins et al, 1997). Apo E alleleri ile AH arasindaki
molekiiler mekanizma tam olarak ortaya konulmamstir. 112. ve 158. aminoasitlerde
meydana gelen degisiklikler proteinin reseptorlerine ve diger proteinlere olan
baglanma oOzelliklerini degistirdigi bilinmektedir. Bu aminoasit farkliliklar
isoformlarin AP ve Tau proteinlerine baglanmalarinda farkliliklar olusturmaktadir.
Ozellikle ApoE4 isoformu AP peptide ApoE3 isoformundan ¢okdaha hizli ve fazla
baglanma 6zelligi gostermektedir. AP peptidi ile baglanmis ApoE4’iin olusturdugu
monofibriller plaklar halinde yapilar1 olusturmaktadir. ApoE4, ApoE2 ve E3’den
farkli olarak in vitro Tau proteinine baglanmamaktadir. Apo E3 ve Tau proteini
arasindaki interaksiyon tau fosforilasyonuna ve norofibrilar yumak (tangle)
olusumuna kars1 koruma saglamaktadir. Apo E3 mikrotiibiil associated proteinleri
olan Tau ve MAP2c ile kompleks olusturarak mikrotiibiil stabilizasyonunda rol
oynar, ApoE4 ise bu proteinleri stabil bir kompleks olusturacak sekilde
bagliyamamaktadir. ApoE4’iin bu 6zelligi norofibrilar yumak ve helikal flamentlerin
olusumunu saglayarak AH riskini artirmaktadir (Laws et al, 2003; Rocchi et al,
2003). Yapilan caligmalar gostermektedir ki Apo E genotipi AH riskini ve

patolojisini biiylik oranda etkilemektedir, bu etkilesimin tam olarak ne oldugu Apo
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E’nin fizyolojik rollerinin ne oldugunun tam olarak ortaya konulmasi ile
aydimlanacaktir.

Parkinson hastaliginin erken veya gec ortaya ¢ikmasi ile Apo E polimorfizmi
yogun olarak arastirilmig olmasina karsilik ikisi arasinda halen tam olarak bir iligki
kurulamamistir. Apo E4 formunun Parkinson hastaliginin gelisiminde rolii oldugu ve
bunun altinda yatan mekanizmanin AH ile benzer oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan
bir ¢alismada E4 formunun erken, E3/3 formunun orta yaslarda, E2 formunun ise geg
yaslarda hastaligin ortaya ¢ikmasi ile iliskili oldugu ortaya konulmustur (Zareparsi et
al, 1997 ve 2002). Yapilan bir diger ¢alismda ise E4 formunun hastaligin olugmasi
veya erken ortaya c¢ikisi ile alakali olmadig1 fakat demanshi Parkinson hastalar1 ile

iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Parsian et al, 2002).
1.13. APO E Geninin Evrimi ve Diinya Populasyonlarindaki Dagilimi

Apoprotein gen ailesinin evrimine bakildiginda; apolipoprotein A-I, A-II, A-
IV, C-II, C-III ve E genleri arasinda ki genomik yapisal iligki dikkati ¢ekmektedir.
Boguski ve ark., apoproteinlerin evrimi ile ilgili yaptiklar1 caligmada; belki iki ya da
tic tekrar iinitesi iceren primordial minigenin duplikasyonlar ve birlesmelerle iki
eksonlu tek bir transkripsiyonel {iinite olusturdugu yoniinde hipotezlerini ileri
siirmektedir. Daha sonra bu iki ekson farkli oran ve sekilde evrimlesirken, bu yapiya
bir sinyal peptidi kodlayan dizinin eklenmesi bu asamada olabilir. Genin bu hali yani
iic eksonlu yap1 kiigiik apolipoproteinlerin (6rn; C-III ve A-II) atasi olabilir. Ekson
D’de esit olmayan pek ¢ok crossing-over’a maruz kalan bu genin diger bir kopyasi
ise daha genis olan A-I, A-IV ve E genlerinin 6nciilii olabilir (Boguski et al,1986). Li
et al, ise bu genlerin ortak bir atadan evrimlestigini ve bu ortak atanin giiniimiiz Apo
C-I’in yap1 ve uzunluguna ¢ok benzedigini ileri siirmektedirler (Li et al, 1988). Insan
olmayan primatlarla yapilan calismalarda, baboon APO E genin, E 4 isoformunu
kodladig1 ortaya konulmustur (Hixson et al,1988). Halen atasal formun hangisi
oldugu iizerine tam bir anlagma saglanamamisken, Hanlon ve Rubisztein’nin yaptig1
calismalarlada 24 sempanze ve diger primat tiirlerinden bireyler incelenmis ve
bunlarin benzer Apo E4 formuna sahip olduklar1 gozlenmiglerdir. Bu sonuglar
dogrultusunda Apo E4 atasal form oldugu, insan ve sempanze evrimsel hatlariin

ayrilmasidan sonra bu formdan Apo E2 ve E3’lin olustugu goriisii desteklenmistir
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(Hanlon and Rubinsztein, 1995). Yapilan bu c¢alismadan sonra insan
populasyonlarinda yaygin olan formun Apo E3 olmasima karsilik atasal formun Apo
E4 olduguna iliskin goriisler artmistir. Apo E4 atasal allel olmasina ragmen zaman
icersinde 112arg—cys mutasyonunu tasiyan allelin (Apo E3) yerine gecmesi ile
populasyonlardaki yayginligi azalmistir. En yiiksek Apo E3 sikligi ¢ok uzun siiredir
tarimsal ekonomiye ge¢cmis Akdeniz havzasindaki (%84,9-89,8) veya Dogu
Asya’daki (%82-87) populasyonlarda bulunmustur. Besin toplayicilifindan besin
iiretimine gecen bu populasyonlardaki ge¢is Apo E3 formunun avantajli duruma

gecerek populasyondaki sikliginin artmasina neden olmustur.
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Sekil 1.10: Apolipoprotein gen evrimi i¢in model (Boguski et al, 1986 ).

Giiniimiizde Apo E4 formunun daha sik olarak goriildiigii Pigmeler, Khoi
San, Malezya ve Avustralya Aborjinleri, Papua Yerlileri, Baz1 Yerli Amerikalilar ve
Lapp’lar gibi topluluklar mevcuttur bunlar halen tarimsal iiretime gegememis, zayif
beslenen ve toplayarak besin bulma kiiltiiriiniin hakim oldugu populasyonlardir. Bu
cevresel kosullarda yasayanlar icin Apo E4 halen kullanigh olabilir. Bu

populasyonlarin ¢ogunda yasayan bireyler Bati iilkelerinde yasayanlara gore diisiik
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plazma kolestrol seviyesine sahiptirler ve Apo E4’iin intestinal seviyede kolesteroliin
yiiksek absorbsiyonu ve yiiksek plazma kolesterol seviyesi ile iligkili bulunmasi bu
alleli tasiyan bireylere (kolesterolce zayif diyetle beslenen) kolesterol seviyesinin
dengelenmesinde avantaj saglayabilir (Corbo and Scacchi, 1999; Scacchi R et al,
1997; Mahley and Rall, 1999).

Cizelge 1.11: Farkli populasyonlardaki Apo E allel frekanslar1 (Molero et al,
2001(1), Souza et al, 2005 (2), Raygani et al, 2005 (3), Al-Khedhairy et al, 2004 (4),
Al-Bustan et al, 2005 (5), Hong et al, 1997 (6), Kamboh et al, 1989 (7), Sklavounou
et al, 1997 (8), Kowalska et al, 1998 (9), Schiele et al, 2000 (10), Seet et al, 2004
(11), Zekraoui et al, 1997 (12), Corbo and Scacchi, 1999 (13), Crews et al, 1993
(14), Kamboh MI, 1995 (15)).

Allel frekansi (%)
Populasyon (Ref.) n
€2 €3 €4
Afrika Pigmeleri (12) 70 5.7 53.6 40.7
Papua (13) 110 14.5 48.6 36.8
Afrikali (Nijerya)(7) 176 2.8 66.2 31
Polinezya (13) 111 11 63 26
Avusturalya Aborjinleri (13) 64 0 74 26
USA Blacks (7) 194 34 70.6 26.0
Etiyopya (13) 164 3.1 81.1 14.3
Sudi Arabistan (4) 165 0 84.5 15.5
Malezya Malz}y 96 5.21 81.25 13.54
(11) Cinli Male;yah 171 7.02 83.33 9.65
Malezyali Indian 28 0 85.71 14.29
Kuveyt (5) - 5.1 88.4 6.5
fran (3) 129 2.7 91.2 6.1
Yunanistan (8) 216 5.3 88.2 6.5
Almanya (13) 2031 7.7 77.8 14.5
Fransa (10) 1953 8.1 80.2 11.7
Ispanyol (10) 660 4.1 85.5 10.4
Isvigre (14) 173 7.2 82.1 10.7
Polonya (9) 137 5.5 83.9 10.6
Portekiz (10) 637 6.34 83.95 9.71
Italya (13) 2000 6 84.9 9.1
Finlandiya (10) 2087 6.17 75.98 17.84
Kuzey Irlanda (10) 674 5.19 79.22 15.58
Norveg (13) 395 8.7 78.1 13.2
Venezuella (1) 1665 5 84 11
Berezilya (2) 58 4 84 12
Giliney Amerika (Maya) (15) 135 0 91.1 8.9
Giliney Amerika (Yanomami) (14) 96 0 84.4 15.6
Japon (14) 1097 4.8 85.1 10.1
Kore (Seul) (6) 145 2 87 11
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2. AMAC

Kolon kanseri diinyada kadin ve erkeklerde goézlenen en yaygin kanser
tiplerinden biridir. Kolon kanser riski 40’11 yaglardan itibaren artmaya baglar ve 50—
55 yaslar1 arasinda ise risk orani keskin sekilde artig gosterir, bunu takip eden her on
yilda risk iki katina ¢ikar ve eksponansiyel olarak artmaya devam eder. Kolorektal
kanserler Saglik Bakanligimin 1999 verilerine gore iilkemizde her iki cinste en sik
rastlanan ikinci kansr tipidir. Kolon kanserinin olusum mekanizmasinda rol oynayan
genlerin tamami kesin olarak belirlenmemis olup, bu hastalikta etkin rolii oldugu
bilinen genler; RAS ve SRC onkogenleri ile 6zellikle ailesel kolon kanserlerinde
gozlenen APC, p53 ve DCC tiimdr supressor genleridir. HNPCC’ler de ise 6zellikle
hMLHI1, hMSH2, hMSH3, hPMS1, hPMS2 ve hMSH6 genlerinde mutasyona biiyiik
oranda rastlanmaktadir. Bu birincil genlere ek olarak, pek ¢ok baska genin de kolon
karsinogenezisinde oOnemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Fakat bunlarn bu
mekanizma igersindeki kesin rolleri belirlenmemistir. Modifiye edici genler
(Modifier genes) olarak bilinen bu genler icersinde kanser gelisim mekanizmasinda
rolii oldugu diisiiniilen Apolipoprotein E (APO E) genide bulunmaktadir.

Insan Apo E geni polimorfik bir gendir ve ii¢ yaygin Apo E isoformunu
kodlamaktadir (112. ve 158. aa.). Apo E geninin allelik ve genotipik dagilimi pek
cok iilkede ayrintili olarak calisilarak bilimsel literatiire kazandirilmistir. Ozellikle
kalp damar ve norodejeneratif (ailesel dysbetalipoproteinemia, aterosiklerozis,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve Alzheimer gibi) iliskisi ortaya konulan bu polimorfik
genin, c¢esitli kanser tipleri ile olan iliskisi halen arastirilmaktadir. Apo E lipidlerin
hiicresel transport ve metabolizmasinda énemli rol oynamasinin yaninda neoplastik
gelisim i¢in potansiyel Onemi olan; hiicre ¢ogalmasi, immiinoregiilasyon ve
anjiogenesis gibi mekanizmalarda farkli fonksiyonlara sahiptir. Apo E’nin
antiproliferatif etkisinin mekanizmas1 tam olarak ortaya konulmamasina ragmen;
yiiksek afinite ile preteoglikan ve heparine baglanma 6zelligi vasitasiyla lenfosit, diiz
kas, endoteliyal ve tiimor hiicrelerini iceren pek c¢ok hiicre tipinin proliferasyonunu
inhibe ettigi yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. Ayrica yapilan son g¢aligmalarda

apoptotik hiicre oliimiini arttirdig: ileri siiriilmektedir. Tiim bu ¢aligmalara ragmen
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Apo E’nin kanserlesme mekanizmasindaki tam rolii veya hangi kanser tiplerinde
etkin rol oynadigi bilinmemektedir.

Kolon kanseri gelisimi i¢in diisliniilen risk faktorlerine bakildiginda; asirt
yagli besinlerin tiiketiminin ve yaglarin kalin barsakta olan emilimlerinin hastaligin
gelisiminde etkili bir mekanizma oldugu goriilmiistiir. Yapilan calismalar APO E
polimorfizminin tek basina plazma kolesterol seviyesinde %2-11’lik bir varyasyona
yol actigin1 gOstermistir. Ayrica Bati tarz1 diyetle birlikte artan yag tiikketimi bu
iilkelerdeki kolon kanseri oranlarini diger gelismekte olan veya halen ilkel toplayici
hayat tarzi siiren toplumlara oranla daha da artirmig oldugu yapilan istatistiksel
caligsmlar ile ortaya konmustur. Tiim bu veriler ve APO E gen polimorfizminin lipid
metabolizmasi iizerine olan etkisi gz Oniine alindiginda, bu polimorfizmin kolon
kanseri gelisim mekanizmasinda rol oynayabilecegi distlinlilmiistiir. Ayrica
Ulkemizde ilgili gen polimorfizmi ve kolon kanseri arasindaki iliskiyi ortaya
koyacak bir caligmanin heniiz yapilmamis olmasindan dolayr bu konuyu
aydmlatmaya yonelik bir ¢aligma planlanmistir. Planladigimiz bu ¢alisma ile kolon
kanserli hastalarda, APO E gen polimofizminin bu hastali§in gelisiminde genetik bir

risk olusturup olusturmadig1 sorusuna cevap verilmesi amaglanmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. Gerecler

3.1.1. Enzimler

Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas)

Proteinaz K (Sigma)

Hin6I restriksiyon enzimi (MBI Fermtas) (Enzim tanima bolgesi: G*CGC)

3.1.2. Primerler

Apo E primer dizileri

Exon Primer ismi Primer dizisi Baz uzunlugu (bp)
4 Apo E (F) atg gac gag acc atg aag gag ttg aag 27
4 Apo E (R) tgtacc aggccg ggg ccc geg a 22

3.1.3. Kimyasallar

Kimyasalin ad1 Markasi Katolog Numarasi
Agaroz Sigma

Akrilamid Sigma A 9099
Amonyum asetat Merck A174189
Amonyum persiilfat Sigma A 9164
Asetik asit Sigma A6283
Bisakrilamid Sigma M 7279
Borik asit Sigma B 6768
Brom fenol mavisi Sigma B5525
Etanol Sigma E7023
Etidium bromid Sigma E8751
EDTA Sigma E 5134
Formaldehit Sigma F 8775
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Formamid Sigma F 9037

Glimiis nitrat Sigma S8157
Ksilen siyanol Sigma X4126
Sodyum hidroksit Merck B1900662
Sodyum klorid Merck K26744400
Sodyum karbonat Sigma S 7277
TEMED Sigma T 7024
Tris baz Sigma T 8524

3.1.4. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

3.1.4.1. DNA izolasyon Cozeltileri

RBCL ( Red blood cell lysis, eritrosit parcalama solisyonu) pH 7.4
0.15 M NH4Cl

0.01 M KHCO;3;

0.01 M EDTA (pH 8.0)

WBL ( White blood lysis, beyaz hiicre parcalama soliisyonu)
0.1 M NaCl
0.025 M EDTA (pH 8.0)

Amonyum Asetat Soliisyonu

9.5 M NHyAc ( sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden gegirilir)

TE Tamponu (pH 8.0)
10mM Tris HC1
ImM EDTA pH 8.0 (+200C)

SDS Stok Soliisyonu

10% (w/v)
0.2-0.45 pm membran ile filtre edilmis
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3.1.4.2. Elektroforez Soliisyonlari
Yiikleme tamponu

6 X agaroz jel yiikleme tamponu: %0.25 bromfenol mavisi, %30 gliserol
Etidyum bromid stok soliisyonu

10 mg/ml

50X TAE

2 M Tris-asetat
0.05 M EDTA (pH 8.0)

SX TBE

0.45 M Tris borat
0.01 M EDTA (pH 8.0)

% 10’lik non-denatiire poliakrilamid jel soliisyonu (29:1 akrilamid:
bisakrilamid)

% 10 Akrilamid-Bisakrilamid

1X TBE
Polimerizasyon i¢in 0.001 M amonyumpersiilfat ve %0.1 TEMED ilave edilir.

3.1.4.3. Giimiis Boyama Soliisyonlari

10 X A soliisyonu: %5 asetik asit % 95 absoliit etil alkol

10 X B soliisyonu: %]1 glimiis nitrat

C soliisyonu : 3 g NaOH, 0.02 g Boraks, %0.2 formaldehit
10 X D soliisyonu : 22.5 g Sodyum bikarbonat

3.1.5. Kullanilan Cihazlar
Thermocycler (Eppendorf Mastercycler)
Dikey elektroforez

Yatay elektroforez
Gii¢ kaynagi (Biorad power pac 3000)
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UV transmilatér (Biorad)
Spektrofotometre (Shimadzu)
CanoScan N67U (Canon)
Bilgisayar

3.1.6. Hasta Grubu

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve Gestroentroloji
Anabilim Dallarina bagvuran kolorektal kanserli hastalardan ¢aligmamiza katilmaya
goniillii olarak karar verenlere yapilacak c¢alisma ile ilgili ayrmtili bilgi verilip
aydinlatilmis onam formu imzalatildi ve uygulanacak testler icin EDTA’l1 tiiplere 10
ml kanlar1 alindi. Hasta grubunu olusturacak goniillillerde daha 6nce kemoterapi

ve/veya radyoterapi gormemeleri kosulu arandi.

3.1.7. Kontrol Grubu

Kontrol grubunu olusturacak goniillii kisilerde, oncelikle herhangi bir kanser
olgusunun, metabolik ve norodejeneratif bir hastaligin olmamasi sarti arandi.
Goniilliilere ¢alisma hakkinda bilgi verildikten sonra ¢alismaya katilmak isteyenlere
aydinlatilmis onam formu imzalatilarak testler icin EDTA’ tiiplere 10 ml kanlar

alind1.

3.2. Yontemler

3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

insan haploid genomik DNA’s1 3.2x 10° nukleotid uzunlugundadir. Genomik
DNA biitiin niikleusu bulunan hiicrelerde bulunur ve bu hiicreler genomik DNA
analizleri icin kullanilabilir. Ornegin; prenatal tani1 icin amniyotik sividaki fetal
hiicrelerden veya koryonik hiicrelerden genomik DNA elde edilebilir. Eriskinlerde
periferal kandaki 16kositler en kolay ulasilabilen DNA kaynagidir. EDTA’ tiiplere
alian 10 ml kan yaklagik olarak 10® beyaz kan hiicresi igerir ve bu miktar hiicreden

elde edilecek genomik DNA pek ¢ok genetik test icin yeterlidir. DNA izolasyonu
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icin pek ¢ok farkli metod vardir. Geleneksel izolasyon yontemlerinin yaninda pek

¢ok firma tarafindan {iretilen DNA izolasyon kitleri DNA izolasyonunda

kullanilmaktadir. Ayrica mRNA kullanarak sentezlenen cDNA’da bir diger DNA

kaynagidir. DNA degredasyona karsi dayanikli bir polimerdir ve uygun saklama

sartlarinda uzun yillar korunup tekrar tekrar analizlerde kullanilabilir. Tezde

kullanilan genomik DNA izolasyon yontemi asagida agiklanmustir.

10.

. EDTA’L tiipte bulunan 10 ml periferik kan 6zenle 50 ml’lik falkon tiipiine

aktarilarak tizerine 1:3 oraninda eritrosit lizis tamponu eklendi. +4°C’de 20
dakika bekletilip, 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Ornek santrifiijjden alinarak iizerindeki siipernatant atildi. Pellet siispanse edildi
ve lizerine 20 ml eritrosit lizis tamponu eklendi. Tekrar 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatan atild1.

Pelet tamamen siispanse edilip tizerine 500 pl SDS (%10’luk), 50ul proteinaz K
(20mg/ml) ve 9.4 ml WBL (White Blood-Cell Lysis) tamponu eklenerek
56°C’de su banyosunda gece boyu bekletildi.

Inkiibasyon sonrasi iizerine 3.7ml Amonyum asetat (9.5 M) eklenip iyice
karistirildi.20 dakika +4 °C ve 4500 rpm’de santrifiij edildi.

Ust kistmda kalan pellet olmayan temiz s1vi kisim aktarilarak yeni bir falkon
tipe alindi, altta kalan pellet kismi atildi. Ayn tiipe aktarilan supernatanin
tizerine -20 °C’de beklemekte olan %99’luk etanol’den 20 ml eklendi ve
DNA’nin yiizeyde toplanmasi beklendi.

Toplanan DNA pipet yardimiyla alinarak igersine 400ul %70 etanol olan bir
eppendorf tiipe aktarildi.

Maksimum hizda (13.000 rpm) 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiirtildii ve
slipernatan atildu.

Isitici blokta kurutularak DNA tizerinde kalan alkol uzaklastirildi.

Elde edilen DNA’nin miktarina gére 100-300ul kadar TE (Tris-EDTA) tamponu
eklendi.

56°C’de 1 saat bekletilerek DNA’nin TE tampon igersinde iyice ¢Oziilmesi

saglandi.
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11. Agizlar1 iyice kapatilmis olan eppendorf tiipteki stok DNA’lar +4°C’de

deneylerde kullanilmak {izere isimlendirilerek muhafaza edildi.

3.2.2. DNA Konsantrasyonu ve Safligmin Ol¢iimii

e Stok DNA tiipiinden 1pl 6rnek alindi ve 1.5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi.

o Uzerine 99ul TE eklenerek 1/100 oraninda sulandirilds.

e Ormegin spektrofotometrede 260 ve 280 nm ultraviole dalgaboyunda
absorbsiyon degerleri okundu.

e  DNA miktar1 formiile gére hesaplandi:

e Konsantrasyon= 100 (sulandirma) x 50 (sabit) x OD 260= ng/ul DNA

e (OD 260/280 > 1.8 RNA, < 1.8 protein kontaminasyonu olarak degerlendirildi.

3.2.3. PCR Protokolii

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bir in vitro DNA ¢ogaltma metodudur,
reaksiyonlar farkli sicakliklardaki 1{i¢ olaymm dongiiler halinde tekrarma
dayanmaktadir. PCR ile DNA pargalar cogaltilabilir ve ¢ok kiiciik 6rneklerden
analizler i¢in yeterli miktarlar elde edilebilir. Gerekli olan reaktifler 1) sentezde kalip
olarak kullanilacak DNA (6rn; genomik DNA); 2) iki tane tek iplikli sentetik DNA
oligoniikleotidi (forward ve reverse primer), cogaltilmak istenen diziyi belirler; 3)
dort tip deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTPs); 4) yiiksek 1s1da sentez yapabilecek bir
DNA polimeraz. PCR 1ii¢ ana dongiiniin tekrarlarindan meydana gelir: 1)
denatiirasyon 94°C’de cift iplikcikli DNA’nin iki tek iplikcige ayrilmasi; 2)
annealing 60°C’de primerlerin tek iplik¢ik halindeki kalip DNA’ya spesifik olarak
baglanmalari; 3) extension 72°C’de primerlerden baslayarak kalip DNA iizerinden
sentez yapilarak primerlerle smirlandirilmis olan boélgenin ¢ogaltilmasi. Sikluslar
yaklasik 30 defa tekrar edilir. Yeni sentezlenen diziler bir sonraki dongiide kalip
gorevi goriirler boylelikle her dongiide ¢ogaltilmak istenen dizinin logaritmik olarak

artis1 s6z konusudur.

primerler ImM

dNTP’s 2mM
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10 X Buffer (MBI) 1x

MgCl 1.25mM

Taq(MBI) 1U

DNA 100ng

3.2.3.1. PCR Kosullarn

[k tam denatiirasyon 96°C 2'
PCR Doéngiisii

Denaturasyon 96°C 1'
Annealing 1sis1 67°C 2
Sentez 1s1s1 72°C 2
Son uzatma sentez 1s1s1 72°C 4
Dongii sayisi (cycle) 35

3.2.3.2. RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

RFLP analizi restriksiyon endoniikleazlarin ¢ift iplikli DNA’y1 spesifik
tanima bolgelerinden kesmesi temeline dayanmaktadir. Bakteriler i¢in bir savunma
mekanizmasi olan endoniikleazlar bakteriler tarafindan bakteriyofaj infeksiyonuna
kars1 diren¢ amaciyla iiretilirler. Bu enzimler bakteriyofaj DNA’sin1 pargalarken
bakteri DNA’sina zarar vermezler. Molekiiler biyoloji uygulamalarinda kullanilan
Tip II restriksiyon endoniikleazlar spesifik palondromik kisa DNA dizilerini tanir ve
tanima bolgelerinden keserler. RFLP’de PCR ile ¢ogaltilan DNA bolgesi restriksiyon
enziminin kesimine tabi tutulur. Olusan DNA fragmentleri jel elektroforezi ile
fragment biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. DNA mutasyonlari enzimin kesme noktasini
ortadan kaldir1 veya yeni bir enzim kesme noktasi olusturabilir, boylelikle kesim
sonucu olusan fragment sayisini degistirirler. Restriksiyon bolgeleri arasindaki
insersiyon veya delesyon mutasyonlar1 fragment biiytikliiklerini degistirirler.
Genomda kodlama yapan ve yapmayan bdlgelerde restriksiyon enzim tanima
bolgelerinin dagilimi insanlar arasinda c¢ok cesitli ve fazladir. Bu farkliliklar dogal
genomik cesitliligi yansitir ve genellikle fenotipik bir sonucu olmayan RFLP’leri
olugturur. Bunun yaninda RFLP analizleri genetik hastaliklarin iligki ve baglanti

calismalarinda sik¢a kullanilmaktadir. Hastalikla iligkilendirilen aday gendeki
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RFLP’ler, etkilenmis bireyler ve kontroller arasindaki allel frekanslar1 dikkate
almarak ilgili mutasyon ve genin hastalikla iligkisini ortaya koymada oldukga

kullanigh bilgi vermektedir.
3.2.3.2.1. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Boyutlart1 30,5 cm x 8,5 cm seklinde hazirlanan poliakrilamid jelin
elektroforezi i¢in dikey elektroforez cihazi kullanildi. Jelin kalinligi 0.5 mm olarak
ayarlandi. Yiizde sekizlik dogal PAGE stok soliisyonuna sirasi ile % 10’luk APS
stogundan %1 hacim ve TEMED’den %0.1 hacim ilave edilip 0.5 mm’lik cam
araligina dokiildi. Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in en az 1/2 saat beklendi.

Polimerizasyon sonrasi camlar elektroforez cihazina yerlestirildi, 1X TBE
igeren yiiriitme tamponu ilave edildi. Ornekler jel kuyucuklarma yiiklendi. Yiikleme
tamponu i¢inde bulunan ve elektrik alanda hareket eden brom fenol mavisi ve ksilen
siyanol boyalarimin yiirlidiikleri mesafe takip edilerek akim asagidaki cizelgelerde
verildigi gibi ayarlandi. Cizelgelerde verilen siireler sonunda jel ¢ikartilarak giimiis

boyama iglemine gecildi.

Apo E polimorfizmi i¢in poliakrilamid jel elektroforezi kosullart

Ak
. lmv PAGE (%)  Yiiriime zaman (dakika)
~115  ~175 20 10 30
3.2.3.2.2. Giimiis Boyama

Soliisyonlarda ve yikamada kullanilan suyun kalitesi nemli oldugundan test
edilmis distile su kullanildi. Elde hafif ¢alkalama ile asagidaki soliisyonlarda sira ile
verilen siirelerde bekletildi. C soliisyonu kullanimdan hemen oOnce hazirlandi.

Soliisyonlar aras1 gegislerde jel distile su ile bir kag saniyelik kisa siireler ile yikandi.

A soliisyonunda (Asetik asit-etanol) 5 dakika

B soliisyonunda (Gilimiis nitrat) 10 dakika

C soliisyonunda ( NaOH-Boraks-Formaldehit) 10-15 dakika
D soliisyonunda (NaHCO?3) 5 dakika
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Son olarak distile suda yikanan jel nemli olarak asetat arasina alindi ve
naylon dosya poseti i¢cine alinarak hava almasi engellenecek sekilde saklandi.
Tarayici vasitast ile goriintiisii bilgisayara aktarilan jel goriintiisii istenilen zamanda

tekrar kullanilmak tizere bilgisayar elektronik ortaminda depolandi.

3.2.4. istatistiksel Analiz

SPSS bilgisayar istatistik programma aktarilan sonuclar, odds ratio, %95
giiven aralig1 ve y* analizi, conditional logistic regression analizi kullanarak yapildu.
Hiicre frekanslar1 5’ten az oldugunda gercek metodlar kullanilarak risk oranlar

hesaplandi. Tiim analizler PC i¢in SPSS 12,0 versiyonu kullanilarak yapildi.
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Sekil 3.1: Apo E allellerinin Hin6I restriksiyon kesimi sonucu olusan fragmentler.

56



4. BULGULAR

Kolon kanserli hastalarda APO E gen polimorfizminin arastirildig:
calismamizda PCR-RFLP yontemi ile Anabilim Dalimiz laboratuarinda hasta ve
kontrol DNA’lar analiz edilmistir. Yapilan bu ¢alismada 222 hasta ve 300 kontrol
karsilagtirtlmig, kolorektal kanserli hastalarla genotipler arasinda herhangi bir
baglanti gdzlenmemistir (OR=1.011; %95CI=0.713-1.434; P=0.94). APO E2/2,
E2/3, E2/4, E3/3, E3/4 ve E4/4 genotiplerinin gruplara gore dagilimlart sirasiyla
sOyledir kontrol grubunda % 0.3, % 12, %5.3, %65, %16.7 ve % 0.7 iken hasta
grubunda %0.0, %13.5, %1.8, %68.5, %15.3 ve %0.9 olarak bulunmustur. €2, €3 ve
€4’lin allelik frekanslara bakildiginda ise kontrol grubunda sirasiyla %9, %79.33 ve
%11.67 iken hasta grubunda %7.65, %82.88 ve 9%9.45 olarak allelik frekanslar
gozlenmistir. Beklenen ve gozlenen dagilimlarin Hardy Weinberg dengesinden
sapma gostermedigi bulunmustustur. Bu sonuglara gore APOE gen polimorfizmi tek

basina bagimsiz bir faktor olarak kolon kanserleri i¢in bir risk olusturmamaktadir.

Sekil 4.1: PCR iiriinlerinin %0.8’lik agaroz jeldeki goriintiileri.
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Sekil 4.2: Apo E’nin PCR iiriinii ve Hin6l enzimi kesimi sonucu olusan tiim
genotipleri.

Sekil 4.3: Analizde kullanilan Hin6l enzimi ile kesilmis bir Apo E jel goriintiisii.
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Cizelge 4.1: PCR ile cogaltilan Apo E 112. ve 158. pozisyonlardaki SNP’leri igeren

gen dizisi.

Uzunluk (b¢)

Dizi

314

5" ATGGACGAGACCATGAAGGAGTTGAAGGCCTACAAATCG

GAACTGGAGGAACAACTGACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGG
GCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCAGGCCCGGCTG

GGCGCGGACATGGAGGACGTGTGCGGCCGCCTGGTGCAGTACC
GCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGC

TGCGGGTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAAGCG
GCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTG
TACCAGGCCGGGG CCCGCGA ¥

Cizelge 4.2: Apo E3/3 (112. tgc [cys] — 158. cgc [arg]) formunun Hin6l enzimi
kesimi sonucu olugan fragmentler ve baz uzunluklari.

Uzunluk | 5'Baz | 3'Baz | Dizi
(b¢)
109 1 109 | ATGGACGAGA CCATGAAGGA GTTGAAGGCC
TACAAATCGG AACTGGAGGA ACAACTGACC
CCGGTGGCGG AGGAGACGCG GGCACGGCTG
TCCAAGGAGC TGCAGGCGG
91 126 216 CGCGGACATG GAGGACGTGT GCcaaCcecaecrt
GGTGCAGTAC CGCGGCGAGGTGCAGGCCAT
GCTCGGCCAG AGCACCGAGG AGCTGCGGGT
G
48 235 282 | CGCAAGCTGC GTAAGCGGCT CCTCCGCGAT
GCCGATGACC TGCAGAAG
31 283 314 | CGCCTGGCAG TGTACCAGGC CGGGGCCCGC
GA
18 217 234 | CGCCTCGCCT CCCACCTG
16 110 125 CGCAGGCCCG GCTGGG
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Cizelge 4.3: Apo E2/2 (112. tge [cys] — 158. tgc [cys]) formunun Hin6l enzimi
kesimi sonucu olusan fragmentler ve baz uzunluklari.

Uzunluk |5'Baz | 3'Baz | Dizi

(bp)

109 1 109 ATGGACGAGA CCATGAAGGA GTTGAAGGCC
TACAAATCGG AACTGGAGGA ACAACTGACC
CCGGTGGCGG AGGAGACGCG GGCACGGCTG
TCCAAGGAGC TGCAGGCGG

91 126 216 CGCGGACATG GAGGACGTGT GCGGCcCcaeCT
GGTGCAGTAC CGCGGCGAGGTGCAGGCCAT
GCTCGGCCAG AGCACCGAGG AGCTGCGGGT
G

79 235 314 CGCAAGCTGC GTAAGCGGCT CCTCCGCGAT
GCCGATGACC TGCAGAAGTG CCTGGCAGTG
TACCAGGCCG GGGCCCGCGA

18 217 234 CGCCTCGCCT CCCACCTG

16 110 125 CGCAGGCCCG GCTGGG

Cizelge 4.4: Apo E4/4 ( 112. cgc [arg] — 158. cgc [arg]) formunun Hin6l enzimi
kesimi sonucu olugsan fragmentler ve baz uzunluklari.

Uzunluk | 5'Baz | 3'Baz | Dizi

(bp)

109 1 109 ATGGACGAGA CCATGAAGGA GTTGAAGGCC
TACAAATCGG AACTGGAGGA ACAACTGACC
CCGGTGGCGG AGGAGACGCG GGCACGGCTG
TCCAAGGAGC TGCAGGCGG

72 145 216 CGCGGCCGCC TGGTGCAGTA CCGCGGCGAG
GTGCAGGCCA TGCTCGGCCA GAGCACCGAG
GAGCTGCGGG TG

48 235 282 CGCAAGCTGC GTAAGCGGCT CCTCCGCGAT
GCCGATGACC TGCAGAAG

31 283 314 CGCCTGGCAG TGTACCAGGC CGGGGCCCGC
GA

19 126 144 CGCGGACATG GAGGACGTG

18 217 234 CGCCTCGCCT CCCACCTG

16 110 125 CGCAGGCCCG GCTGGG
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Cizelge 4.5: Apo E genotiplerinin gruplara gére dagilima.

APOE GENOTIPLERI
Genotipler | E2/2 | E2/3 | E2/4 | E3/3 | E3/4 | E4/4 | Toplam
Gozlenen 1 36 16 195 50 2 300
.. | Kontrol | Beklenen | 0,6 | 37,9 | 11,5 199,4 | 483 23 300
[
= % 03 | 12,0] 53 | 650 | 16,7 | 0,7 100
T
O | Hasta Gozlenen 0 30 4 152 34 2 222
Beklenen | 0,4 | 28,1 | 8,5 147,6 37,7 | 1,7 222
% 00 | 13,5 1,8 | 68,5 | 153 | 0,9 100
Cizelge 4.6: Gruplara gore allelik frekanslar.
APOE ALLELIK FREKANSLARI
Allel €2 €3 €4
. Kontrol Gozlenen 9 79,33 11,67
E’- Beklenen 8,43 80,83 10,74
Qo
Gozlenen 7,65 82,8 9,45
Hasta
Beklenen 8,42 81,3 11,17
Cizelge 4.7: Gruplara gore cinsiyet dagilimlari.
CINSIYET
Erkek Kadin | Toplam
n 169 131 300
. Kontrol
= % 56,3 437 100
o,
2 n 133 89 222
Q Hasta
% 59,9 40,1 100
n 302 220 522
Toplam
% 57,9 42,1 100
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Cizelge 4.8: Hasta grubunun lipid profilleri (TC: Total Kolesterol, HDL-c: High
density lipoprotein kolesterol, LDL-c: Low density lipoprotein kolesterol, VLDL-c:
Very low density lipoprotein, TG: Trigliserid. *Bilgisine ulasilan hasta say1si).

PLAZMA LiPiD PROFILLERI

N Minimum | Maksimum | Ortalama | Std. Deviation
HDL-c (mg/dL) 155%* 14 94 36,28 11,266
IDL-c (mg/dL) 156* 25 253 112,57 37,460
VLDL-c¢ (mg/dL) | 136* 7 76 25,86 11,627
TC (mg/dL) 161* 52 326 173,80 46,088
TG (mg/dL) 161* 20 330 114,11 51,145
BMI ve YASLARI

Yas (Yil) 177* 19 86 59,67 13,341
BMI (kg/m’) 194* 16 36 24,53 3,285

Cizelge 4.9: Hastalara ait sigara ve alkol kullanimi.(* Toplam hasta say1s1)

ALKOL KULLANIMI
Kullaniyor | Kullanmiyor Toplam
Hasta n 18 128 146 (222%)
% 12,3 87,7 100,0
SIGARA KULLANIMI
Kullamiyor | Kullanmiyor Toplam
Hasta n 61 101 162 (222%)
% 37,7 62,3 100,0
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Cizelge 4.10: Hasta grubunda gozlenen genotiplerin tiimdr lokalizasyonlarina gore
dagilimlar1 (*222 (%100) vakanin 181 (%85,5) tanesinin timdr lokalizasyonu ile
ilgili bilgisine ulasilmis, 41 (%18,5) tanesinin bilgisine ulasilamamistir).

TUMOR LOKALIZASYONU
Cekum | Cikan | Transvers | Inen | Sigmoid = Rektum | Toplam*
Kolon Kolon Kolon | Kolon
E2/3 n 1 5 0 0 6 11 23
% 4,3 21,7 0,0 0,0 26,1 47,8 100
E2/4 n 0 1 0 1 1 1 4
% 0,0 25,0 0,0 25,0 25,0 25,0 100
E3/3 n 8 14 5 13 35 50 125
% 6,4 11,2 4,0 10,4 28,0 40,0 100
E3/4 n 2 2 3 2 6 12 27
% 7,4 7,4 11,1 7,4 22,2 44,4 100
E4/4 n 0 0 0 2 0 0 2
% 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100
Top.| n 11 22 8 18 48 74 181
%
6,1 12,2 4,4 9,9 26,5 40,9 100

Cizelge 4.11: Hasta grubundaki tiimorlerin lokalizasyonu (*Toplam hasta sayist).

TUMOR LOKALIZASYONU
Cekum | Cikan | Transvers | Inen | Sigmoid | Rektum Toplam
s Kolon Kolon Kolon | Kolon
é n 11 22 8 18 48 74 181 (222%)
% 5 9,9 3,6 8,1 21,6 33,3 81,5 (100%*)
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Cizelge 4.12: Deney gruplarinin klinik 6zellikleri.

Parametreler Toplam Erkek Kadin
Kontrol
N 300 169 (%56,3) 131 (%43,7)
Yas (y1l) 53,98 +8,8 53,18+9.,8 55,02+7,3
Kolon Kanseri

N 160 100 (%62,5) 60 (%37,5)
Yas (y1l) 58,99+ 13,4 59,20 + 14,6 58,63 +1 1,3
BMI 24,58 £33 24,52 +3.2 24,69 +3.,6
Sigra iciyor 58" (%36,3) 55 (%55,0) 3% (%5,0)
Sigara icmiyor 88" (%55,0) 377 (%37,0) 51° (%85,0)
Cekum 8 (%5,0) 5 (%5,0) 3 (%5,0)
Ascending Kolon 20 (%12,5) 13 (%13,0) 7 (%11,7)
Transvers colon 7 (%4,4) 5 (%5,0) 2 (%3,3)
Proximal Toplam 35 (%21,9) 23 (%23,0) 12 (%20,0)
Descending Kolon 15 (%9.4) 11 (%11,0) 4 (%6,7)

Sigmoid Kolon 44 (%217,5) 25 (%25,0) 19 (%31,7)
Rektum 66 (%41,3) 41 (%41,0) 25 (%41,7)
Distal Toplam 125 (%78,1) 77 (%77,0) 48 (%80,0)
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Cizelge 4.13: Proksimal, distal kolon kanseri ve kontrollerdeki Apo E genotip

dagilimlari.
APOE
E2/2 | E2/3 | E2/4 E3/3 | E3/4 | E4/4 | Toplam

Kontrol Gozlenen 36 16 195 50 2 300

Beklenen | 1,0 36,0 | 16,0  195,0 | 50,0 | 2,0 | 300,0

% %0,3 | %12 | %5,3 %65 | %16,7 | %0,7 | %100
Proximal Gozlenen 5 1 24 5 0 35
kolon Beklenen 4,6 0,9 23,8 5,5 0,2 35,0
kanser % %0 | %14,3 | %2,9 | %68,6 | %14,3 | %0 | %100
Distal Gozlenen 16 3 85 20 1 125
kolon Beklenen 16,4 | 3,1 85,2 19,5 0,8 125,0
kanser % %0 | %12,8 | %2,4 | %68 | %16 |%0,8| %100
Toplam Gozlenen 21 4 109 25 1 160
Kanser Beklenen 21,0 | 4,0 | 109,0 | 25,0 | 1,0 160,0

% %0 | %13,1 | %2,5 | %68,1 | %15,6 | %0,6 | %100

Cizelge 4.14: Apo E genotiplerinin 65 yas alt1 ve iistii dagihimlar (Hasta n=160)

APO E

Genotipler E2/2 | E2/3 | E2/4 | E3/3 | E3/4 | E4/4 | Toplam
65<  Gozlenen 1 35 16 184 44 2 282

= (%) 0,4) | (12,4) | (5,7) | (65,2) | (15,6) | (0,7) | (100)
E Beklenen | 0,9 33,8 15,0  183,3 | 47,0 1,9 282,0
S| 65> Gozlenen| 0 1 0 11 6 0 18
™ (%) (5,6) (61,1) | (33,3) (100)
Beklenen | 0,1 2,2 1,0 11,7 3,0 0,1 18,0

Toplam @ Gozlenen 1 36 16 195 50 2 300
(%) (0,3) | (12,0) | (5,3)  (65,0) | (16,7 | (0,7) | (100)

65< | Gozlenen 0 11 2 72 17 1 103
(%) (10,7) | (1,9) | (69,9) | (16,5) | (1,0) | (100)

£ Beklenen | 0 13,5 2,6 70,2 16,1 0,6 103,0
= | 65> Gozlenen 10 2 37 8 0 57
(%) 17,5 | (3,5 | (64,9 | (14,0 (100)

Beklenen | 0 7,5 1,4 38,8 8,9 0,4 57,0

Toplam @ Gozlenen 0 21 4 109 25 1 160
(%) (13,1) | (2,5 | (68,1) | (15,6) | (0,6) | (100)
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Cizelge 4.15: Gruplara ve cinsiyetlere gore E3 allelinin dagilimlar: (Hasta N=
160).

E3 Alleli
E3+/+ | E3 +/- | E3-/- Toplam
Kontrol | Gozlenen 195 86 19 300
o 5 Beklenen | 1983 86,1 15,7 300,0
S & % %065,0 %28,7 %06,3 %100,0
§ g Hasta Gozlenen | 109 46 5 160
Beklenen | 105,7 459 8,3 160,0
% %68, 1 %28,8 %3,1 %100,0
o _ Kontrol | Gozlenen 115 45 9 169
:(8 =5 Beklenen | 1143 46,5 8,2 169,0
5 <:t g % %68,0 %26,6 %)5,3 %100,0
% e oh Hasta Gozlenen 67 29 4 100
2= A Beklenen | 67,7 27,5 4,8 100,0
= % %67,0 %29,0 %4,0 %100,0
- Kontrol | Gozlenen 80 41 10 131
s = g Beklenen 83,7 39,8 7,5 131,0
% j g % %061,1 %31,3 %7,6 %100,0
g M5 Hasta Gozlenen | 42 17 1 60
M5 R Beklenen | 38,3 18,2 35 60,0
© % %70,0 %28,3 %1,7 %100,0
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5. TARTISMA

Kolon kanseri; erkek ve kadinda gastrointestinal sistemde yaygin olarak
goriilen bir hastaliktir ve Saglik Bakanligi 1999 verilerine gore iilkemizde her iki
cinste en sik rastlanan kanser tipleri arasinda ikinci siray1 almaktadir. Kolon kanseri
gelisiminde kesin rol oynadigi diisiiniilen genlerin yaninda hastaligin gelisimini
arttirict veya azaltici sekilde degistiren ikincil gen ve gen gruplarinin (modifier
genes) hastalikla olan iliskisinin arastirilmasi son yillarda oldukga fazla caligma ile
aciklanmaya calisilmaktadir. Bu ikincil genlere ait 6zellikle polimorfik yapilarin
hastalik gelisimlerine olan katkilar1 aragtirllmakta, hastalikla iligki gdsteren fenotip-
genotip iligkileri kurulmaya caligilmaktadir. Kanserle iligkili oldugu diisiiniilen
polimorfik ¢alismalar c¢ogunlukla, kanserin baslangic safthasinda rolii oldugu
diisiiniilen kimyasal karsinojenlerin detoksifikasyonun da rolii olan metabolik yollar1
kontrol eden enzimler iizerine yogunlagmistir. Bununla birlikte son yillarda
neoplastik gelisimin farkli asamalarini etkileyen ozellikle diizenleyici ve tasima
sistemini iceren biyolojik sistemlerin diizenleyicisi olan genlerin polimorfizmleri de
dikkati izerinde toplamaya baglamistir (Watson et al, 2003).

Genel kabul edilen goriis kolon kanseri gelisimi riskinin bireysel gen
varyantlarinin cevresel faktorlerle o6zellikle diyetle ile etkilesimin 6nemli oldugu
yoniindedir. Diyetteki hayvansal yaglar kolorektal kanserler i¢in bir risk faktoriidiir
ve Ozellikle karsinogenzisin baslangi¢ sathasi sonrasinda etkileri fazla miktarda
goriilmektedir (Woutersen et al,1999; Sugimura et al, 2000). Lipid iletimi ve
metabolizmasin1  diizenleyen molekiiler —mekanizmalar o6zellikle bu tip
neoplazmalarin olusumu i¢in potansiyel risk olarak goriilmektedirler. Pek c¢ok
genetik polimorfizmin bulundugu ¢ok sayidaki gen lipid metabolizmasinin
diizenlenmesine katilmaktadir bunun yaninda bunlardan pek azinin kolorektal
kanserlerdeki muhtemel rolleri bilinmektedir (Dammerman et al, 1995).

Apolipoprotein E (Apo E), trigliserid metabolizmasinda énemli yere sahiptir.
Burada ki gorevi silomikronlarin ve VLDL’nin plazmadan temizlenmesinde ligand
roli oynamasi ile olur. Apo E kardiyovaskiiler hastaliklar ve ndérodejeneratif
hastaliklarin risk faktorii olarak bu bahsedilen rolii dolayisiyla olduk¢a fazla
aragtirtlmigtir. Apo E ayrica platelet agregasyonu, antioksidant, immiin aktivite ve

hiicre cogalmasima etkileri gibi lipid metabolizmas1 haricinde pek ¢ok hiicresel
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mekanizmaya katildig1 yapilan calismalarla gosterilmistir ( Vogel et al, 1994; Sacre
et al, 2003; Stannard et al, 2001; Mahley R.W., 1988). Apo E’nin kolesterol
metabolizmasi1 haricindeki diger rollerinin kanserlesme mekanizmasinda; timor
gelisimi, anjiyogenezis ve metastazis gibi olaylar1 etkileyebilecegi yaygin bir
goriistiir (Stannard et al, 2001).

Apo E gen polimorfizminin genel olarak kanser patojenezisindeki rolii
hakkindaki bilgilerimiz halen tam olarak ortaya konulmus degildir. Yapilan pek ¢ok
calisma farkli tip neoplazmalar ve Apo E polimorfizmi arasindaki iliskiyi ortaya
koymaya caligmaktadir, buna ragmen bu c¢aligmalara ait bulgular halen kesin etki
mekanizmasini gostermemislerdir. Yapilan ¢caligmalarda Apo E genotipleri ve prostat
kanseri arasinda bir iliski ortaya konulmamistir (Haapala et al, 2000; Wessel et al,
2001). Apo E €4 alleli kanser gelistiren AIDS hastalar1 arasinda fazla miktarda
oldugu yapilan bir ¢caligma ile gosterilmistir. Bu ¢alismada kanser vakalarinda kanser
goriilmeyen vakalara gore Apo E €4 alleli anlamli derecede yiiksek bulunurken (
strastyla %24.6 ve %13.5) , Apo E €2 allelinin frekansinin ise kanser vakalarinda
diistiigii (sirasiyla %3.5 ve %8.7) gozlenmistir (Liestol et al, 2000). Meme kanseri ile
ilgili yapilan iki c¢alisma ise €4 alleli ile ilgili olarak meme kanseri gelisiminde
yatkinlik yapabilecegi yoniinde sonuglar onerselerde; Apo E polimorfizmi ile ilgili
saglam sonuglar ortaya koyamamislardir (Moysich et al, 2000; Zunarelli et al, 2000).
Apo E €4 alleli ile artmig yiiksek triagilgliserol seviyesinin meme kanseri igin risk
faktorii olabilecegi diisiiniilmiistiir (Moysich et al, 2000).

Apo E, kolon kanseri gelisimini ii¢ yol ile etki edebilir: kolesterol ve safra
metabolizmasi, trigliserid ve insiilin regiilasyonu ve inflamasyon. Apo E lipid
metabolizmasina katilir ve ayrica safra asidi metabolizmasi ile kolesteroliin luminal
emilimini etkileyebilir. Farkli Apo E varyantlar kolesterol ve safra asitlerinin entero-
hepatik metabolizmasini etkilerler. Ayrica Apo E insan fecesinde bulunan ikincil
safra asitlerinin sekresyonu ve olusumu ile siki iligkili bulunmustur. Bu ikincil safra
asitlerinin kolorektal kanserin baslamasinda 6nemli rolii olduguna inanilmaktadir
(Katan,1986; Juvonen et al, 1993; Van Erpecum et al, 1998). Apo E alleleri; lipid,
trigiserid seviyeleri ve insiilin duyarliligi ile iligkili bulunmustur. Trigliseridler ve
insiilin kolon kanser etiyolojisi i¢in énemli bir yere sahip oldugu one siirtilmiistiir

(Orchard et al, 1994; Giovannucci, 1995). Ugiincii olarak Apo E kolorektal kanser
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riskini inflamasyon ile etkileyebilir bunun da peroksizom proliferator-aktive edilmis
reseptorii vy (PPAR vy) ve diisiik C-reaktif protein seviyesinde Apo E €4 alleli ile
iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Peng et al, 2003; Erlinger et al, 2004).

Apo E gen polimorfizmi ve kolon kanseri arasindaki iliskiyi agiklamak igin
yapilan ilk calisma Finlandiya’da gercgeklestirildi. Krevinen ve ark, 1996 yilinda 122
kolon karsinoma, 135 kolon adenoma hastas1 ile 199 kontroliin degerlendirildigi bu
calismada; genin €4 allelinin proksimal kolonda adenoma ve/veya karsinoma (allel
frekanslar1 0.075 ve 0.073, kontrollerde 0.181; p<0.05) gelisimine kars1t koruyucu
etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Kolorektal tiimorler ile Apo E arasindaki bu
anlaml iligkiyi, 6zellikle proksimal kolon tiimorlerinde fekal safra asitlerin kolonik
mukoza ile olan siki iliskisiyle agiklamaya caligmislardir. Fazla miktardaki litokolik
ve deoksikolik asit salgilanmasi kolonun karsinomalarinda ve adenomat6z poliplerde
gozlenmistir. Kolerektal adenomali hastalarda yiliksek seviyede serum deoksikolik
asit seviyesi tespit edilmistir. Apo E €4 allelli hastalarda ise safra deoksikolik asit
seviyesi dusiiktiir, belki bu diisiis bu alleli tasiyan hastalardaki kolon adenoma ve
karsinomalarinin yaygmliginin az olmasimi agiklayabilir (Kervinen et al, 1996). Bu
calisma gruplardaki toplam kisi sayisinin az olmasi ayrica Finliler arasinda €2
allelinin genel olarak populasyondaki azligi sonuglar degerlendirilirken dikkate
almmas1 gereken konulardir. Bunun yaninda Apo E allellerinin belirlenmesinde
genotipleme yerine isoelektrik focusing yontemiyle fenotiplerin belirlenmis olmasi
ve bu yontemin translasyon sonrasi Apo E’nin sialasyonundan dolay1 bazen yanlis
sonugclar verebilecek olmasi deney sonuglarini agisindan dikkate alinmasi gereken bir
diger noktadir.

Shinomiya ve ark., (2001) Japon erkeklerinde Apo E genotipi, serum lipidleri
ve kolorektal kanser iliskisini arastirdiklar bir diger calismada toplam 425 vaka ve
kontrol incelenmigtir. Allel frekanslar1 €2, €3 ve €4 igin sirasiyla kontrollerde 0.056,
0.866 ve 0.08 iken proksimal adenomalarda 0.065, 0.884 wve 0.051, distal
adenomalarda ise 0.041, 0.873 ve 0.086°dir. Serum total ve LDL kolesterol ile
proksimal ve distal adenomalardaki genotipler arasinda herhangi bir iliski
gozlenmezken (total kolesterol i¢cin p=0.74; LDL kolesterol i¢in p=0.71) serum
trigliseridlerinin distal adenomalarla pozitif iliskisi oldugunu gdstermislerdir. Bir

Apo E €4 alleli tasiyanlarin serum trigliserid konsantrasyonlarinin Apo E €3/e3
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genotiplilerden anlaml olarak yiiksek oldugunu bulmuslardir (p=0.02 crude mean,
p= 0.04 adjusted mean) (Shinomiya et al, 2001).

Butler ve ark., (2001) yapmis oldugu calismada ise N-asetiltransferaz
1(NATI1, NAT2), sitokrom P450 1A1 (CYP1Al), CYP 2D6, CYP 2E1, glutasyon S-
transferaz M1 (GST M1), GST T1 ve Apo E gen polimorfizmleri 219 beyaz sporadik
kolon kanseri hastasiyla 200 beyaz erkek kontrolde karsilastirilmigtir. Caligmanin
sonucunda metabolik bir genotiple kolorektal kanser arasinda herhangi bir iligki
bulunamamistir fakat Apo E €4 alleli tasiyan proksimal kanserlerde riskin diismekte
oldugu goézlenmistir (OR 0.64; %95 CI 0.31-1.33) (Butler et al, 2001).

Apo E polimorfizmi ve kolorektal kanser iliskisini inceleyen bir diger
arastirma 2003 yilinda Watson ve ark., (2003) gergeklestirdigi calismadir. Bu
calismada 206 hasta ve 353 kisilik kontrol grubu karsilastirilmistir. Kontrol grubunda
allelik frekanslar €2, €3 ve €4 i¢in sirasiyla 0.074, 0.779 ve 0.147 bulunurken hasta
grubu icin 0.095, 0.735 ve 0.170 bulunmustur. Bu sonuglara bakildiginda hasta
grubunda €3’un allelik frekansinda hafif bir diisme gozlenirden diger iki allelin
frekansinin  arttigi  gézlenmistir. En  yaygmn olan €3/e3 genotipi ile
karsilastirildiginda; €2/e3 genotipinin kolon kanseri i¢in riski artirdign gozlenmistir
(OR=1.91 ; %95 CI: 1.30-3.45). Bununla birlikte bu baglantinin giiclii derecede
cinsiyetten etkilendigi ortaya konulmustur. Cinsiyetler ayrilip analiz yapildiginda
erkek cinsiyetle giiglii iliski gozlenirken (OR=2.71 ; %95 CI: 1.30-5.65) kadinlarda
bu baglanti gdzlenmemistir (OR=1.01; %95 CI: 0.37-2.77). Ayrica €4 allelinin
bulunmasinin kolorektal kanser riski iizerine anlamli bir etkisinin olmadigi, bunun
yaninda proksimal kolon kanseri hastalar1 arasinda €4/e4 homozigot bulunmadigi
gozlenmistir. En diisiik risk olarak Apo E €3/€3 genotipini tasiyanlar oldugu ve Apo
E polimorfizminin kolorektal kanser gelisim riskini cinsiyete bagli olarak
etkileyebilecegi bu caligmayla ileri siiriilmiistiir (Watson et al, 2003).

Kolon kanseri ve Apo E polimorfizmi hakkinda PubMed’de yapilan tarama
sonunda bulunan en son kaynak Slattery ve ark., (2005) yapmis oldugu ¢aligmadir.
Bu genis caligmada 1556 kolon kanseri vakasina 1948 kontrol ve 777 rektal kanser
vakasina karsilik ise 988 kontrol incelenmistir. €3 alleli en yaygin allel olarak
gozlenirken kontrollere ait allelik dagilimlar €2 alleli icin %8, €3 alleli i¢in %78 ve

€4 alleli i¢in %14 bulunmustur. Yapilan bu ¢calismada Apo E genotipleri ile distal ve
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proksimal tiimdr riski acgisindan herhangi bir fark gézlenmemistir. €3/e3 genotipli
kisilerle , €3 ve diger herhangi bir allel i¢in heterozigot olanlar karsilastirildiginda
kolon kanser riskinin benzer oldugu goézlenirken, hi¢ €3 alleli bulunmayan bireylerde
kolon kanser riskinin arttigr gozlenmistir. Cinsiyete baghi kolon ve rektal kanser
gelistirme riskleri arasinda herhangi bir iliski gézlenmezken, Apo E genotipi ve
kolon kanser arasindaki iliskinin yasla birlikte anlamli derecede arttig1 tespit
edilmistir (OR=1.88; %95 CI:1.17-3.04) (Slattery et al, 2005). Yapilan ¢aligmalarda
sonuclarin bu kadar g¢ok farklilik gostermesindeki en 6nemli etkenlerin biride
iilkelere ait populasyaonlardaki APO E allelik dagilimlarinin farkli olusudur. Bu
farkliliklar sonuglarin farkli iilkelerde yapilan ¢aligmalarla karsilastirilmalarinda bazi
yanilgilara yol agmaktadir.

Apo E gen polimorfizminin bagimsiz bir faktor olarak kolon kanserli
hastalarla olan iligkisinin PCR-RFLP yontemi ile arastirildigi calismamizda vaka ve
kontrol gruplarn arasindaki sonuglarda anlamli bir iliski gdzlenmemis (OR=1.011;
%95CI=0.713-1.434; P=0.94); Apo E polimorfizminin kolon kanseri i¢in tek bagina
bir risk faktorii olmadig1 gézlenmistir ( Vaka n=222; Kontrol n= 300) (Cizelge 4.5 -
4.6). Elimizde bulunan vakalarin tiimor yerlesimi ile ilgili bilgisine ulagtiklarimizi
ayr1 bir grup olarak ele aldigimizda (Vaka n=160; Kontrol n=300) kontol grubunda
€4 kolon kanserine veya kolorektal kansere karsi herhangi bir etkisinin olmadigi
gozlenmistir; bu sonuglar Krevinen ve ark., (1996) ileri siirdiikleri €4 allelini
proksimal kolondaki koruyucu etkisi ile ¢elismektedir, bunun yaninda proksimal
kolon kanserlerinde hi¢c homozigot €4/e4 genotipli hastanin bulunmayis1 Watson ve
ark., (2003) bulgularn ile uyumludur. Ayrica Butler ve ark., (2001) calisma
sonuclarina gore €4 allelinin proksimal kanserlerde riski azattigma iliskin goriisleri
calismamizda gozlenmemistir. Buldugumuz bu sonuglar proksimal ve distal
yerlesimi olan kanserlerin vaka sayisinin diisilk olmasi nedeniyle istatistiki olarak
anlam vermemektedirler (Cizelge 4.13). Watson ve ark., (2003) Apo E 2/3
genotipinin kolorektal kanserler icin risk olusturdugunu 6ne siiren sonuglaria
benzer bir bulguya bizim ¢alismamizda ulasilmazken, en diisiik risk faktorii olarak
E3/3 genotipinin oldugu Watson ve ark., yapmig oldugu calisma ile uyumlu

bulunmustur (Cizelge 4.5). Slattery ve ark., (2005) yaptiklar1 ¢aligmada €3 allelini
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hi¢ tasimayan hastalarda kanser riskinin arttigin1 gosteren bulgularina yine bizim
calismamizda rastlanmamustir (Cizelge 4.15).

APO E allelik dagilimlarinin incelendigi Cizelge 1.11°de genel olarak €4
allelinin daha ¢ok koyu derili insan populasyonlarinda oldukca yiiksek oldugunu
ortaya koymaktadir. Evrimsel agidan bakildiginda yerlesik hayata tam olarak
gecmemis toplayict populasyonlarda besin bulmadaki zorluk ve bulunan besinin
azligi, €4 allelini tasiyan bireyleri bu topluluklarda dogal secimde daha avantajli bir
konuma getirmektedir. Cizelge incelendiginde ve genel kabul edilen goriise gore ise
yerlesik tarim toplumuna gecen topluluklarda ise diger allelerin frekanslarimin arttigi
goriilmektedir. €2, €3 ve €4 allel dagilimlarinin sirast ile %9, %79.33 ve %11.67
olarak bulundugu bizim bulgularimiza gore ise Tiirkiye allelik dagilimlar g6z oniine
alindiginda daha ¢ok Avrupa lilkelerine yakin, Ortadogu ve Avrupa arasinda bir

gecis populasyonu olarak yerini almaktadir.
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SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢alismamiz da 222 kolon kanserli hasta ve 300 saglikli kontrole
ait APO E polimorfizmine dayali sonuglar istatistiksel olarak karsilastirilmis ve
kolorektal kanserli hastalarla kontrollere ait genotipler arasinda herhangi bir iligki
bulunamamistir (OR=1.011; %95CI=0.713-1.434; P=0.94). APO E2/2, E2/3, E2/4,
E3/3, E3/4 ve E4/4 genotiplerinin gruplara gore dagilimlar1 sirasiyla soyledir;
kontrol grubunda % 0.3, % 12, %5.3, %65, %16.7 ve % 0.7 iken hasta grubunda
%0.0, %13.5, %1.8, %68.5, %15.3 ve %0.9 olarak bulunmustur. €2, €3 ve €4’iin
gruplara ait allelik frekanslara bakildiginda ise kontrol grubunda %9, %79.33 ve
%11.67 hesaplanirken hasta grubunda ise %7.65, %82.88 ve %9.45 olarak allelik
frekanslar gozlenmistir. Gozlenen allelik dagilimlarin Hardy Weinberg dengesinden
sapma gostermedigi belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada Apo E 3/3 genotipi kontrol
grubunda en fazla gozlenen genotip olarak kolon kanserine karsi koruyucu oldugu
diger allellerin ise hastalikla anlaml1 bir iligkisinin olmadig1 gorilmustiir.

Sonu¢ olarak bu bulgularin ¢ok daha acgiklik kazanabilmesi i¢in tam
biyokimyasal ve demografik bilgilerine sahip daha genis hasta ve kontrol gruplariin
oldugu bir caligmaya gerek vardir. Ayrica Apo E gen polimorfizmi ile birlikte APC,
p53, PTEN, NAT 1, NAT 2, CYP 1A1, CYP 2D6, CYP 2El, GSTMI1 ve GSTM2
gen polimorfizmlerinin kolon kanserindeki iligkilerini arastiran bir ¢alisma plani bu
hastalikla ilgili metabolik genotipin belirlenmesi ve genotipler arasi etkilesimin
ortaya ¢ikarilmasi acisindan da oOnemli olacaktir. Bunun yaninda Tiirkiye
populasyonunu daha iyi ifade edebilecek, etnik varyasyona gore sapmalarida hesaba
katacak Tiirkiye populasyonuna ait Apo E polimorfizmi dagilimlarin1 gosteren
caligmalarin iilkemizde yapilmasi daha ileri ¢aligmlar i¢in ¢ok daha aydinlatici bir

bilgiyi Tiirk bilim insanlarinin kullanimina sunacaktir.
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