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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Sporadik Kolorektal Kanser ile iliskilendirilmis Aday Tekli Niikleotit Polimorfizmlerinin

Tiirk Popiilasyonu I¢in Degerlendirilmesi
Ziilal Bilici
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Hilal Ozdag

Kanser, giiniimiizde tiim diinya ve Tiirkiye ¢apinda yaygin olarak goriilen, gesitli genetik,
epigenetik ve cevresel faktorlerin etkisi ile ortaya ¢ikan ve Olime sebep olan bir hastaliktir.
Kolorektal kanserin (KRK) goriilme sikligi Tirkiye genelinde iigilincii, erkeklerde iigiincii ve
kadinlarda ise ikinci sirada yer almaktadir. Kolorektal kanser icerisinde ise sporadik kolorektal

kanser %70-80 oranina sahiptir.

Genom boyu asosiyasyon calismalart (GBAC), kompleks hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol
oynayan genetik bilesenlerin belirlenmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu tez calismasinda,
Avrupa popiilasyonlarinda genis 6rneklemler iizerinde yiiriitiilmiis GBAC’larda KRK ile yiiksek
istatistiki glic ve anlamlilik ile iligkilendirilmis olan TNP’lerin (Tekli Niikleotit Polimorfizmleri)
Tiirk popiilasyonda da sporadik KRK ile iligkili olup olmadiginin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.
Bu kapsamda oldugu belirlenen 9 TNP 1019 sporadik kolorektal kanser hastasi ve 948 kontrolden
olusan 6rneklem igin Kompetitive Allele Specific PCR (KASP) teknolojisi ile degerlendirilmistir.

Tez calismas1 sonucunda, 7 TNP (rs1321311, rs4939827, rs16892766, rs3802842, rs10795668,
rs4444235 ve rs961253) Tiirk toplumu igin sirast ile 2x10™, 7x107%, 1x10™, 4x107°, 1,79x10°4,
1,62x10* 8x10™* p degerleri ile anlamli bulunmustur. Bu tez c¢aligmasi ile Avrupa
popiilasyonlarinda sporadik kolorektal kanser ile iliskilendirilmis TNP’lerin bir kisminin Tiirk

toplumu i¢in valide oldugu ilk kez gosterilmistir.
2017, 86 sayfa

Anahtar kelimeler: Sporadik kolorektal kanser, tekli niikleotit polimorfizmi, Genom boyu

asosiyasyon g¢alismasi, GWAS, TNP,



ABSTRACT
Msc Thesis

Evaluation of Candidate SNPs Associated with Sporadic Colorectal Cancer for Turkish

Population
Ziilal Bilici
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Hilal Ozdag

Cancer, a disease caused by the effects of various genetic, epigenetic and environmental
factors, is widespread all over the world and Turkey today. Colorectal cancer (CRC) is the
third most seen cancer in Turkey. It is the third most seen cancer in males and second in

females. 70-80% of CRC cases are known to be sporadic.

Genome wide association studies are used to identify genetic components that play a role
in the emergence of complex diseases. Nine SNPs (Single Nucleotide Polymophizms) are
selected among SNPs previously shown to be associated with CRC with high statistical
significance in European population. The association between CRC and these 9 SNPs were
analysed on 1019 sporadic colorectal cancer patients and 948 controls from Turkish

population.

As a result of the thesis study, 7 SNPs (rs1321311, rs4939827, rs16892766, rs3802842,
rs10795668, rs4444235 ve rs961253) were found to be associated with CRC (p=2x10",
7x107°, 1x10™, 4x10°, 1,79x10°4, 1,62x10™, 8x10™, respectively) for Turkish population. In this
study SNPs associated with sporadic CRC in European population have been validated for

the Turkish population for the first time.
2017, 86 pages

Keywords: Sporadic colorectal cancer, SNP, GWAS
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1. GIRIS

Saglikli bir organizmada, hiicre dongiisii ve hiicre 6liimii bir denge halindedir. Bu dengeyi
saglayan cesitli genler bulunmaktadir. Bu genlerde ¢evresel veya genetik faktorler etkisiyle
meydana gelen mutasyonlar hiicrelerdeki s6z konusu dengenin bozulmasina ve kanserin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Kanser, hiicrelerin kontrolsiizce boliindiigii, 6liimsiizlestigi ve

cevresindeki dokulara yayilabildigi multifaktoriyel bir hastaliktir.

Genlerde meydana gelen mutasyonlar DNA tamir mekanizmalart ile onarilmazsa geri
dontlistimii yoktur. Mutasyonlar sonucunda hiicre daha hizli ve kontrolsiizce boliiniir ve

bdylece karsinogenez baslar. Bu siire¢ kanserlesmis hiicrelerin yayilmasiyla devam eder.

Kanser diinya ¢apinda liime sebep olan hastaliklar arasinda biiyiik bir yer kaplamaktadir.
En yaygin olarak goriilen kanser tiirleri; akciger, akciger karaciger, mide, kolorektal, meme
ve Ozofagal kanserlerdir. Yiizden fazla kanser tiirli arasinda kolorektal kanser (KRK),
Tiirkiye’de oliimciil hastaliklar i¢inde iiglincii, erkeklerde iiglincii, kadinlarda ise ikinci

sirada goriilmektedir.

Kolorektal kanserin yaklasik %70’e yakinini sporadik, %20-25’ini ailesel ve %5’lik bir
kismini ise kalitimsal tiirleri olusturmaktadir. KRK, c¢esitli dis faktorler ve genetik faktorler
sebebi ile ortaya ¢ikmaktadir. Dis faktorler arasinda, doymamis yaglar, kirmizi et, asir
alkol tiiketimi ve hareketsizlik gosterilebilir (1). KRK genellikle 50 yas tizeri bireylerde
goriilmesine karsin Ozellikle kalitimsal formlarda daha geng yastaki bireylerde de

goriilebilmektedir (2).

Sporadik kolorektal kanser, bireyin genetik bilgisinden veya lokal kolon g¢evresinden
etkilenen somatik genetik hastaliktir. Esey hattt mutasyonlarindan ve ailesel kanser

hikayesinden bagimsiz olarak kolorektumdan gelisen bir kanser tiirtidiir (3).

Genom boyu asosiyasyon (iliskilendirme) ¢alismalari (GBAC, Genome Wide Association
Studies, GWAS), cesitli hastaliklarla ilgili farkli insanlardaki belirtecleri biitiin genomda
tarayan bir yaklasimdir. Genom boyunca her insanda farklilik gosteren niikleotit
varyasyonlari vardir. GWAS giiniimiizde yaygin olarak kullanilan genom ebadinda

aragtirmalar yapan, ¢esitli hastaliklara yatkinliklari ortaya ¢ikaran bir yontemdir (4).



Insanlar arasinda en yaygin goriilen genetik farklilik tekli niikleotid polimorfizmleridir
(TNP). Genom boyunca goriilen tek niikleotid farkliligina Tekli Niikleotid Polimorfizmi
(TNP) denilmektedir. Genellikle 200-300 niikleotitte bir gériilmektedir. TNP’ler biyolojik
belirtecler olarak c¢esitli hastaliklarla ilgili genlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bazi
TNP’ler arasinda bulunan genetik baglanti dolayisiyla birlikte kalitilirlar. Birlikte

kalitlandig1 bilinen TNP’ler analiz sirasinda 6nemli dl¢iide kolaylik saglamaktadir.

Bireyler arasinda farklilik gosterdigi gibi popiilasyonlar arasinda da TNP’ler farklilik
gostermektedir. Popiilasyonlar arasinda goriilen bu farkliliklardan dolayr cesitli
popiilasyonlarda tanimlanmig olan TNP’ler farkli cografik bdlgelerde yasayan toplumlar
i¢in de valide edilmelidir (5,6).

Kolorektal kanser diger kanserlerde oldugu gibi genis capta bir genetik heterojenitenin
etkisi ile ortaya c¢ikmaktadir. Kolorektal kanserin cesitleri arasinda da sebep olan genetik
unsurlara gore farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin, kalitimsal kolorektal kanser tek bir
genin mutasyonu ile ortaya c¢ikarken sporadik kolorektal kanser birden fazla gendeki
mutasyon sonucu ortaya c¢ikmaktadir. KRK’e neden olan gen lokuslari genom boyu

asosiyasyon ¢aligmalari ile belirlenmistir.

Tez ¢aligmasinda Avrupa’da binlerce hasta kontrol drnekleri {izerinde yapilmis yiiksek
istatistiki anlamlilik ile kolorektal kanser ile iliskilendirilmis genlerden 9 tane TNP
secilmis ve Tiirtk popiilasyonu i¢in anlamli olup olmadig1 analiz edilmistir. Tez
caligmasmin sonuglarindan elde edilen veriler ile Tirk popiilasyonu igin sporadik
kolorektal kanser risk faktorleri ile genetik yatkinliga neden olan genler belirlenmis

olacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KANSER

Saglikli bir organizmada, hiicre dongiisii ve hiicre 6liimii bir denge halindedir. Bu dengeyi
saglayan ¢esitli genler bulunmaktadir. Bu genlerde ¢evresel veya genetik faktorler etkisiyle
meydana gelen mutasyonlar hiicrelerdeki s6z konusu dengenin bozulmasina ve kanserin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Kanser genomda meydana gelen degisimlerle hiicrelerin
kontrolsiizce bolindligii, Olimsiizlestigi ve ¢evresindeki dokulara yayilabildigi

multifaktoriyel bir hastaliktir (7).

Genlerde meydana gelen mutasyonlar DNA tamir mekanizmalar1 ile onarilmazsa geri
dontisiimii yoktur. Genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda hiicre daha hizli ve
kontrolsiizce boliiniir ve bdylece karsinogenez baslar. Karsinogenez, normal hiicrelerin
kanser hiicrelerine doniislip c¢ogalarak tiimor kitleleri olusturma siirecidir. Bu siire¢

kanserlesmis hiicrelerin yayilmasiyla devam eder (Sekil 2-1).
Biylme Sinyallerinin
Surekliligi

Biylime
Baskilayicillardan Kagig

invazyon ve
Metastaz

Anjiyogenez

Sarekli Bolinebilen
Olamstz Hacrelerin
Olugumu

Sekil 2-1. Kanserin 6zellikleri (8)

Zaman igerisinde biriken mutasyonlar ile iyi huylu (benign) lezyonlar kotii huylu
(malignant) karakter kazanarak tiimor olustururlar. Meydana gelen ilk mutasyon
(gatekeeping) normal epitel hiicrelere segici biiyliime avantaji saglayarak cevresindeki

hiicreler ile biiyiimesine izin verir ve mikroskobik klonlar olustururlar (9).



Kanser genetik, epigenetik ve cevresel faktdrler sebebi ile ortaya ¢ikmaktadir. Kalitsal
olarak anne ve babanin esey hatti hiicrelerinde mutasyona ugramis olan alellerin
aktarilmasi ile kanser ortaya cikabilecegi gibi bireyin genlerinde meydana gelen somatik
mutasyonlar ile de kanser ortaya c¢ikabilmektedir. Genlerin mutasyona ugramasi,
epigenetik degisimlerle susturulmasi veya aktive edilmesi ile karsinogenez baslar. Yasam
sekli, beslenme aligkanliklari, sigara kullanimi, UV 1sinlari, ¢esitli kimyasal ve niikleer

etkenlere maruz kalma durumlar1 da kansere etki eder.

Kanserde meydana gelen ve segici biiyiime avantaji saglayan ilk mutasyonlara driver
(stirlicii) mutasyonlar denir. Simdiye kadar kesfedilmis olan 138 driver gen bulunmaktadir.
Bu genler 12 yolakta rol almaktadir. Bir tiimor hiicresinde 2-8 driver gen mutasyonu
bulunmaktadir. Driver gen mutasyonu ile tiimor hiicreleri yeni hiicre olusumu ve hiicre
oliimii arasindaki %0,4°liik fark ile segici bilylime avantaj1 kazanir. Bu fark kii¢iik olmasina
ragmen yillar gectikge biiyiik hiicre kitleleri olusumuna neden olur. Ayn1 zamanda
neoplastik siiregte etkisi olmayan mutasyonlar da meydana gelebilir, bu mutasyonlara

passenger (yolcu) mutasyon denilmektedir (9).

Kanser diinya ¢apinda 6liime sebep olan hastaliklar arasinda biiyiik bir yer kaplamaktadir.
Diinya’da her yil 14 milyon kisiye kanser teshisi koyulmakta ve 8 milyon kisi de kanser
sebebiyle hayatlarini kaybetmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) verilerine gre en
yaygin olarak goriilen kanser tiirleri; akciger, karaciger, mide, kolorektal, meme ve
0zofagal kanserlerdir. Yiizden fazla kanser tiirli arasinda kolorektal kanser (KRK),
Tirkiye’de oliimciil hastaliklar iginde iiciincii, erkeklerde {iciincili, kadinlarda ise ikinci

sirada goriilmektedir.

Saglik Bakanliginin 2017 yilinda yayinladig: verilere gore, Tiirkiye’de erkeklerde yaklasik
97 bin, kadinlarda ise 67 bin kisiye olmak iizere yilda toplam 163 bin, kanser teshisi
koyulmaktadir. Ulkemizde her giin 450 kiside yeni kanser vakasi goriilmektedir.
Ulkemizde erkeklerde en yaygin olarak goriilen kanserler akciger, prostat, kolorektal ve
mesane kanserleridir. Kadinlar da ise meme, tiroit, kolorektal ve uterus kanserlerine yaygin
olarak rastlanmaktadir. Kanser sebepli oliim istatistiklerine baktigimizda ise tlilkemizde

kanser kaynakli 6liim oran1 %2’dir (10) (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2. Tirkiye kanser istatistikleri (10)
2.2. KANSERIN MOLEKULER TEMELLERI

Genetik bir hastalik olan kanserin ortaya ¢ikisindan bircok gen ve bu genlerin rol aldigi
yolaklar sorumludur. Ug tip genin mutasyonu ile karsinogenez baslar. Bunlar, onkogenler,

timor baskilayici genler ve stabilite genleridir (11).

Onkogenler, normalde hiicrelerin biiyiimesini ve farklilagmasini kontrol eden
protoonkogenlerdir. Onkogenler, genin siirekli aktif olmasi veya yabanil tip (wild type)
genin aktif olmadigi durumlarda mutasyona ugrar ve aktiflesir Meydana gelen
mutasyonlar ile onkogen olarak davranirlar ve karsinogeneze neden olurlar. Onkogenlerin
aktivasyonu, kromozomal translokasyonlar, gen amplifikasyonlar1 veya intragenik
mutasyonlar ile genin aktivasyonunu saglayan kritik bolgelerde meydana gelen
mutasyonlar ile gerceklesir. Onkogenin bir alelinde meydana gelen aktive edici somatik

mutasyon hiicrenin segici biiylime avantaji i¢in yeterlidir (9,11).

Tiimdr baskilayict genler ise hiicre biliylimesini ve farklilagmasini baskilayan genlerdir. Bu
genlerde meydana gelen mutasyonlar genin aktivitesini diislirerek fonksiyon kaybiyla
karsinogeneze neden olur. Tiimdr baskilayici genlerin aktivitesi i¢in 6nemli olan bolgelerde
meydana gelen missense mutasyonlar ile delesyon veya insersiyonlardan dolay1 yanlis

sentezlenen kesik (truncated) proteinler veya epigenetik susturma meydana gelir (9,11).

Onkogenler ve tiimor baskilayict genlerde meydana gelen mutasyonlar, neoplastik siirecte
timor hiicre sayisini artirarak, yeni hiicre olusumunu indiikleyerek veya hiicre Sliimiinii
inhibe ederek, hiicre dongiisiiniin durdurulmasini, hiicrelerin apoptoza girmesini dnleyerek

karsinogenez i¢in fizyolojik olarak ayni etkiyi yaratirlar.
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Karsinogenezde rol alan bir diger gen grubu ise stabilite genleridir (caretaker) ve daha
farkli yolaklar ile kanserin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. DNA yanlis eslesme tamir
(DNA mismatch repair genes, MMR), niikleotit eksizyon onarimi (nucleotide excision
repair, NER), baz eksizyon onarimi (base excision repair, BER) genlerindeki mutasyonlar
DNA replikasyonunda veya mutajenlere maruz kalma durumlarinda hata olusur ve
karsinogeneze neden olur. Mitotik rekombinasyon, kromozomal segregasyon gibi biiyiik
kromozom kisimlarinin rol aldig: siireclerde de stabilite genleri rol alir (BRCAL, BLM,
ATM genleri gibi). Stabilite genleri genetik degisimleri en diisiik seviyede tutarlar. Biitiin
gelenler mutasyonlardan etkilenir fakat, onkogenler ve tiimor baskilayict genler hiicre
biiylimesini ve se¢ici biiylime avantajini etkilerler. Fizyolojik olarak bir sonucun ortaya
cikmast i¢in tiimor baskilayici genlerin ve stabilite genlerinin iki alelinin de inaktive

olmasi gerekir (9,11).

Kanser yolaginda rol alan tiimor baskilayict genler ve onkogenlere “gatekeeper” ve

“caretaker” genleri olarak isimlendirilen siniflandirilmalar yapilmistir (12) (Sekil 2-3).

Egey Hatti Hiicreleri
| — “ Caretaker Genleri Yolag1
am
| ),

o
¢ ,'j_{
()

Caretaker gen aleli
mutasyonu

|
Gatekeeper Genleri
Yolagi
\ _ | ikinci caretaker
/ | mutasyonu
| N

r Genetik instabilite

Gatekeepergenaleli | /0 I v
mutasyonu | \ J

s |\ Tiimér Olusumu
11

Sekil 2-3. Kanser yolaginda rol alan gatekeeper ve catetaker genleri yolaklari(12)

Gatekeeper genleri; hiicre biiylimesini Onleyerek, apoptoza girisi indiikleyerek, son

(terminal) farklilagsmaya uyararak dogrudan hiicre biiyiimesini kontrol eder. Sporadik
tiimorlerde bu genlerin mutasyona ugrama olasilig1 daha diisiiktiir. Kalitsal tlimdrlerde ise

esey hattinda maternal ve paternal alellerin ikisinin de mutasyona ugramasi gerekir. iki
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alelde de meydana gelen degisimler nokta mutasyonlari, delesyonlarin neden oldugu
heterozigotlugun kaybedilmesi (loss of heterozygosity, LOH), promoter bdlgelerinin
hipermetilasyonudur. Gatekeeper geninin tekrar fonksiyon kazanmasi ile timor hiicreleri

normale doner (11-14).

Gatekeeper genlerinin doku spesifik olmasindan dolay1 belirli bir gatekeeper geninde

meydana gelen degisim o dokudaki kanser yatkinligin1 verir.
Gatekeeper genleri;

Adenomatosis polyposis coli (APC) geni; hiicre adhezyonu, Wnt gibi sinyal yolaklar1 ve
mikrotiibiillerle ilgili yolaklarda gorevlidir. Bu gendeki mutasyonlar ailesel adenamatdz
poliposiz (familial adenatomous polyposis coli, FAP) gelisiminde kolonda yiizlerce polip
olugmasina neden olur. Bu poliplerin kansere doniisme olasilig1 sporadiklerden daha diisiik
olmasina ragmen sayica fazla olduklari i¢in kanser riskini artirir. APC geni, kolon, tiroit,

mide ve beyin kanserlerinde etkilidir.

Retinoblastoma 1 geni (Rb1); E2F transkripsiyon faktorii ile etkilesime girerek S fazi igin
gerekli genlerin aktivasyonunda gorevlidir. TP53 (tiimor protein 53) ile birlikte tiimor
baskilayici yolakta rol alir. TP53’e baglanarak degradasyonuna yol agan MDM2 (Mouse
double minute 2) proteinini inhibe eder. Boylece DNA hasarindan dolay1 apoptoza girmesi
gereken hiicreleri TP53 apoptoza yonlendirir. Meme, kii¢iik hiicreli akciger kanseri,

osteosarkoma, glioblastoma ve mesane kanserleri gibi yolaklarda yer alir.

Tiimor protein 53 (TP53) geni; hem gatekeeper hem de caretaker olarak
siniflandirilabilir. Apoptoza yonlendirmesiyle gatekeeper, genetik stabiliteyi saglamasiyla
caretaker Ozelligi gosterir. Yar1 Oomriinlin kisa olmasi1 sebebiyle hiicrede siirekli olarak
diisiik miktarda sentezlenir. DNA hasari, inflamasyon, asidite, biiylime ve sag kalim
sinyallerinde azalma gibi stres durumlarinda MDM2’nin TP53’e baglanmas: inhibe edilir
ve hiicre dongiisii durdurularak veya hiicre apoptoza yonlendirilerek hasar giderilir. Birgok

kanser yolaginda rol alir (11-14).

Caretaker genleri, genetik stabilitenin devamliligini ve gatekeeper ve onkogenlerin

mutasyona ugrama oranmin azalmasini saglamada goérevlidir. Bu genlerin mutasyonu

timorigenezin hizlanmasina neden olur. Caretaker genlerin mutasyonu sporadik



tiimorlerde esey hatti mutasyonlarina gore daha diisiiktiir. Kalitsal kanserlerde, mutasyona
ugramis caretaker geninin bir alelini tagiyan bireylerde, normal caretaker gen mutasyonu
ve gatekeeper geninin mutasyona ugramis iki aleli olmak tizere {ic somatik mutasyon ile
kanser ortaya c¢ikar. Bu bireyler normale gore 5-50 kat daha fazla kanser riski tasir. Bu
yiizden, kanser olusumunda caretaker gen mutasyonlart tek basina yeterli ve gerekli
degildir. Bu genlerin fonksiyonunu geri kazanmasi neoplastik siirecin geri gitmesine yeterli

degildir, ¢iinkii gatekeeper genlerinin de mutasyona ugramasi ile kanser ortaya ¢ikmistir.

Landscaper tiimor baskilayici genler, mutasyona ugramis tiimor epitel hiicrelerini degil de
timor mikro cevresindeki stromal hiicrelerden ifade edilen genleri tanimlar. Bu genler,
biiyiime faktorleri, hayatta kalim faktorleri, hiicre yiizeyi, adhezyon, hiicre dis1 matris
proteinlerini diizenleyerek tiimdr mikro cevresini etkiler. Lanscaper genlerinin mutasyon
ile fonksiyonlarim1 kaybetmeleri ile epitel hiicrelerin yakinindaki hiicrelerin neoplastik

doniisiimiine neden olur.
Caretaker genlerti;

Meme kanser genleri (BRCA) genleri; genetik stabiliteyi korumasi ve apoptoza
yonlendirmesi ile hem gatekeeper hem de caretaker 6zelligi gosterir. Hiicre dongiisii
kontrol noktalarinda, sentrozom duplikasyonunda, T lenfositlerinin gelisimi gibi yolaklarda
gorevlidir. TP53 ile kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirirler. Meme kanseri gibi birgok

kanser yolaklarinda yer alirlar.

DNA tamir mekanizmasi genleri (DNA mismatch repair genes, MMR); DNA
replikasyonu sirasinda olusan yanlis eslesmeleri diizeltmede gorevli genlerdir. Ik olarak
herediter nonpolipzis kolorektal kanser (herediter non-poplyposis colorectal cancer,
HNPCC)’de tanimlanmigslardir. Mikrosatellit dengesizligine yol agarak kansere neden
olurlar (9,11,13,14).

2.3. KOLOREKTAL KANSER

Kolorektal kanser (KRK) kolon ve rektumda meydana gelen, genelde ileri yas gruplarinda
ortaya ¢ikan, o0liime sebep olan ve 6liim oraninin ¢ok yiiksek oldugu bir kanser tiirtidiir.
Diinya Saglik Orgiitiiniin (World Health Organisation, WHO) verilerine gére kolorektal

kanser, akciger ve karaciger kanserinden sonra en yiiksek 6liim oranina sahiptir.



Saglik Bakanligmin 2017 yilinda yaymnladigi kanser istatistiklerine gore kolorektal

kanserin Tiirkiye’de goriilme siklig1 erkeklerde ve kadinlarda iiciincii siradadir.

Kolorektal kanserin ortaya c¢ikmasinda kalitimsal veya somatik mutasyonlar seklinde
goriilebilen genetik faktorlerin yani sira gesitli beslenme ve yasam tarzi gibi dis faktorler
de etkilidir (1,3,15,16). Beslenme ve yasam tarzinda onemli olan nedenler doymamis
yaglar, kirmizi et, asir1 alkol tiikketimi ve hareketsizlik gosterilebilir (1). Kolon gibi kendini
siirekli yenileyen dokulardaki tiimorlerin mutasyonlar1 direk olarak yas ile ilgilidir.
Mutasyonlarin birikimi ile kanser siireci ileri yaslarda kendini gosterir (9). KRK genellikle
50 yas iizeri bireylerde goriilmesine karsin 6zellikle kalitimsal formlarda daha geng yastaki

bireylerde de goriilebilmektedir (2).

Gastrointestinal ve genito-iiriner epitel dokular1 siirekli yenilendigi ic¢in buradaki
mutasyonlar neoplastik siire¢ ile ilgili olmayan passenger mutasyonlar olarak adlandirilir
(9). Ornegin, beyin ya da pankreas gibi dokularda daha az mutasyon gériiliir ¢iinkii bu
dokularda kendini yenileme potansiyeli daha diisiiktiir. Bu sebepten kolorektal kanserin
ortaya ¢ikisinda ¢ok sayida farkli mutasyon etkilidir. Kalitimsal olan ve kalitimsal olmayan

tiirlerinin arasinda ortaya ¢ikis nedenlerinde farkliliklar gériilmektedir (1,9,16).

Kolorektal kanser genetik ve epigenetik degisikler sonucunda bagirsaktaki normal
glandular epitel hiicrelerin invaziv adenokarsinomlara doniismesiyle ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Bu siire¢ normal epitel hiicrelerin benign adenomalara donligmesi ve daha sonra

invaziv karsinomalara ve metastatik kansere doniismesi seklinde isler (15) (Sekil 2-4).

PI3K

Yolaklar APC RAS Huicre Dongiisi/Apoptoz
L TGF-B

Hasta Yasi (Y1l)

Sekil 2-4. Kolorektal kanser gelisimi ve genetik degisimler (9)

Kolorektal kanserin kalitimsal ve sporadik olmak {izere iki ana tipi bulunmaktadir. Ailesel

olarak kalitilan kansere kalitimsal (hereditary) kolorektal kanser, aile hikayesi bulunmayan
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tiriine sporadik kolorektal kanser denilmektedir (2). KRK’lerin yaklasik %15-30’unun
kaliimsal olarak aktarildigi, yaklasik %80’inin sporadik olarak ortaya ¢iktig
goriilmektedir (1).

2.4, KOLOREKTAL KANSERIN MOLEKULER BiYOLOJiSi

Kolorektal kanser genetik ve epigenetik degisimlerin zamanla birikimiyle ortaya ¢ikan ¢ok

basamakli ve bir¢ok genin etkili oldugu multigenik bir hastaliktir.

Diger kanserlerde oldugu gibi kolorektal kanserde de onkogenlerin farkli veya artmis
ifadesi ve tiimor baskilayict genlerin fonksiyonlarini kaybetmesi sonucu karsinogenez
goriliir (1). KRK’e neden olan genetik degisikler APC, KRAS, p53, Wnt p-katenin, DNA
tamir mekanizmasinda gorevli genlerin mutasyonu, kromozom instabilitesi, mikrosatellit
instabilitesi, CpG adalarini i¢eren promotor bdlgelerin hipermetilasyonu ve global DNA
metilasyonu gibi epigenetik degisikliklerdir (1,9,15). Kolorektal kansere neden olan

genetik ve epigenetik degisimlerin genel kisa bir aciklamasi asagida verilmistir.

APC genindeki mutasyonlar ile kolorektal adenomalar ortaya ¢ikar. Daha sonra KRAS geni
mutasyonlarinin sinerjik etkisi ile kolorektal karsinoma siireci baslar. Meydana gelen diger
mutasyonlar ve oOzellikler tiimdr baskilayict genler SMAD4 ve TP53’iin c¢evresinde
meydana gelen alelik kayiplar ile malignant siire¢ baglar. TP53 genini i¢ceren kromozom
17p kayiplart ¢ogunlukla benign kolorektal karsinomalarin %75’inde goriilii. Bu da
TP53’iin kolorektal karsinomalarin ortaya ¢ikisinda degil gelisiminde etkili oldugunu

gosterir (17).

Epigenetik degisimlerde ise genlerin promotor bolgelerindeki global DNA metilasyonu ya
da hipometilasyonu genomik instabiliteye, genlerin ifadesinin artmasi veya azalmasina,

genomik damgalamanin kaybolmasina neden olur (17).

Genomik instabilite kolorektal kanserin en 6nemli sebeplerindendir. Kolorektal kanserde
tanimlanmis 3 grup genetik ve epigenetik degisim bulunmaktadir. Bunlar; Kromozom
Instabilitesi (CIN), Mikrosatellit Instabilitesi (MSI), CpG Adalarmin Metilatér Fenotipi
(CIMP) olarak siniflandirilabilir (15).
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2.4.1. Kromozom Instabilite Yolag:

Kromozom instabilitesi (Chromosomal Instability, CIN) kolorektal kanserde en yaygin

goriilen molekiiler degisimdir. Tiimorlerin yaklasik %65-85’1 CIN yolag: ile olugsmaktadir.

Kromozom sayisindaki degisimler ile andplodik tiimorler olusur. Kromozom
duplikasyonlari, kromozom bolgelerinin veya tamaminin kaybi seklinde mutasyonlar

meydana gelir.

APC, KRAS, TP53, PI3K gibi kritik genlerin mutasyonu ile kolorektal kanser ortaya
¢ikmaktadir (Sekil 2-5). CIN yolaginda en yaygin olarak goriilen mutasyon tiimor
baskilayict gen olan APC geni mutasyonudur, daha sonrasinda ise KRAS mutasyonlari
goriilmektedir. APC geni mutasyonu, organ gelisimi, hiicre boliinmesi, morfoloji, motilite
ve embriyonik kok hiicrelerin kaderinin belirlenmesi gibi biyolojik yolaklarda gorevli olan
Wnt yolagindaki B-kateninin nukleusa translokasyonu ile tlimdrigenez ve invazyon
genlerinin transkripsiyonuna yol agar. Hiicre boliinmesinde gorevli MAPK yolagindaki
KRAS ve PI3K mutasyonlart MAP kinazin siirekli aktivasyonu ile proliferasyonun artisina
neden olur. Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinda gorevli TP53’lin fonksiyon kaybi

mutasyonu ile kontrolsiiz hiicre boliinmesi gerceklesir (18-21).

P53, digerleri
(N
KRAS
APC k
(N
—_— — — —

Sekil 2-5. Kromozom instabilite yolagi (19)

2.4.2. Mikrosatellit Instabilite Yolag::

DNA tamir mekanizmasinin bozulmasi ile hiicreler mutasyona daha agik olan genotipe
sahip olurlar. Mikrosatellit instabilitesi (MSI) olan tiimdrlerde, hasar meydana gelmis olan
kisa DNA zincirleri veya 2-5 baz ¢ifti uzunlugundaki art arda tekrarlarin tamiri azalir bu
nedenle bu bolgelerde mutasyonlar birikmeye daha meyillidir. Kolorektal kanserin de

spesifik nokta mutasyonlarindan ziyade zaman igerisinde biriken bir¢ok mutasyonun etkisi
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ile ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Bu mutasyonlar kodlamayan veya kodlayan gen bolgelerini

etkileyebilir.

DNA yanlis eslesme tamir (MMR) genlerinin fonksiyon kaybi, promotor bdlgelerinin
hipermetile olmasi ile spontane olarak veya esey hatti1 mutasyonlar1 ile gergeklesir. DNA
tamir mekanizmasinda goérevli MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2 genleri MSI
timorlerde mutasyona ugramaktadir (Sekil 2-6). Kolorektal kanserin yaklasik %15’1 MMR
genlerinde meydana gelen mutasyon kaynakli olarak gelismektedir. MSI tiimorler Lynch
sendromu gibi kalitsal kolorektal kanser tiirlerinde goériilmektedir. MSI tiimorler genellikle

sporadik tiimorlere gore daha iyi prognoza sahiptir (18-23).

TGFfRIIl, IGF2R, Kaspazlar, MSH 6, digerleri
MMR Mutasyonu
— — — —

Sekil 2-6. Mikrosatellit instabilite yolagi (19)

2.4.3. CpG Adasi Metilator Fenotipi Yolag;

CpG adalar biitiin genlerin yarisindan ¢ogunda bulunan CG-zengin DNA dizisine sahip
bolgelerdir. CpG adalar1 neoplastik olmayan normal hiicrelerde metile degildir.

Metilasyona ugradiginda ise bu genlerin susturulmasina neden olmaktadir.

Kolorektal kansere neden olan son yolak ise CpG adas1 metilator fenotipi (CIMP) yolagidir
(Sekil 2-7). Epigenetik dengesizlik CpG adalarmin  metilasyonuna neden olur.
Onkogenlerin promotor bdlgelerinin hipermetile olmasi ile protein sentezinin susturulmasi

en yaygin goriilen CIMP degisimidir.

Genetik ve epigenetik degisimler kolorektal kanserde birlikte etki gosterirler.
Metilasyonlar, nokta mutasyonlarindan daha fazla oranda KRK gelisiminde etkilidir. CIMP
timorlerde BRAF mutasyonu ve MSI tiimdrlerin goriilmesi genetik ve epigenetik

degisimlerin KRK gelisiminde birlikte etki gosterdiklerine drnektir (18-21).
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~50% MSI

L

~50% MLH kayb:
Metilasyon
CIMP-H

VL L

— —> — —

Sekil 2-7. CIMP yolag1 (19)
2.5. KALITIM SEKLINE GORE KOLOREKTAL KANSER

Onkogenler, tiimor baskilayict genler ve DNA tamir mekanizmasi genlerinde meydana
gelen mutasyonlar ile ortaya ¢ikan kolorektal kanser genetik temellerine gore kalitimsal,

ailesel ve sporadik olmak {izere {i¢ ana gruba ayrilir.

Kalitimsal kolorektal kanser KRK vakalarmin biitliniiniin yaklasik %5’ini olusturmaktadir.
Kalitsal kolorektal kanserlerde tiimor baskilayici genler ve DNA tamir genlerinin bir aleli
esey hattinda inaktive olur ve somatik ikinci bir mutasyon ile yabanil tip alelin ifadesi
susturularak tiimorigenez olusumu baglar. Polipozis ve polipozis olmayan formlarda
olabilir. Ailesel adenomatdz polipozis (FAP) kolonda bircok malignant polip olusturur.
Kalitsal polipoz olmayan KRK (HNPCC) DNA tamir genlerinde meydana gelen
mutasyonlar ile ortaya c¢ikar. FAP ve HNPCC disinda Gardner ve Turcot sendromlari,
Hamartamatoz polipoziz, Juvenil polipoziz, MYH iligkili adenomatéz polipoziz

sendromlar1 nadir rastlanan kalitsal kolorektal kanser turleridir.

Ailesel kolorektal kanser ise tiim vakalarin %25’ini olusturur. Ailesel olarak aktarilir ancak
kalitsal kolorektal kanser siniflandirmasinda yer almaz. En az birinci dereceden yakininda

kolorektal kanser goriiliiyorsa ailesel olarak siniflandirilir.

Sporadik kolorektal kanser tiim kolorektal kanser vakalarin %70-80’ini olusturur. Ailesel
kanser Oykiisii olmadan kendiliginden gelisen tiimorler ile sporadik kolorektal kanser
ortaya c¢ikar. Yasam boyunca biriken cesitli nokta mutasyonlar karsinogenez baslar. Ilk
mutasyon bir timor baskilayict gen olan APC geninde meydana gelerek adenoma olan

polipleri olusturur. Bu poliplerin %15°1 yaklasik 10 yillik bir siirecte karsinomaya doniisiir.
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APC geni mutasyonlarini KRAS, TP53 ve PI3K genlerinin mutasyonlar1 takip eder
(1,15,17,24).

Asagida kolorektal kanserin en ¢ok rastlanan tiirleri olan ailesel adenomatéz polipoziz
(FAP) ve kalitsal polipoziz olmayan kolorektal kanser (HNPCC) ve sporadik kolorektal

kanser ac¢iklanmastir.
2.5.1. Ailesel Kolorektal Kanser:

Ailesel adenomatdz polipoziz (FAP) biitiin kolorektal kanserler arasinda %1°lik bir
gorlilme oranina sahiptir. Otozomal dominant olarak kalitilir. Bireylerde binlerce adenoma
(polip) olusumu erken yaslarda gozlenmeye baslar. Eger poliplerin tamami alinmazsa
malignant tiimdrlere doniigiirler. Malignant tiimorlere doniisme olasiligt %95 oldugundan,

hastalarin kolonoskopi muayenelerinin devamli olarak yapilmasi gerekmektedir.

APC geninin esey hatti mutasyonu ile FAP ortaya cikar. APC geninde 700’den fazla
mutasyon saptanmistir (Sekil 2-8). Bu mutasyonlar nokta mutasyonlari, ¢er¢eve kaymasi,
anlamsiz mutasyonlar ile kesilmis proteinlerin iiretilmesi seklinde olusur. Wnt yolaginda
rol alan APC geninin mutasyonu, hiicre biiylimesi ve boliinmesinde etkili olan gesitli
onkogenler ve Onemli genlerin siirekli olarak aktif olmasina neden olur. APC geni
mutasyonu ile hiicreler anormal sekilde biiyliyerek adenomalar1 olusturur. APC geni esey
hattinda 1061 ve 1309. Kodonlar1 mutasyona daha yatkindir ve FAP bireylerde sirasiyla

%11 ve %17 oraninda bu kodonlarin mutasyona ugradigt gosterilmistir (1,25-27).

a Armadillo Axin-baglanma bdlgeleri
Oligomerlesme Tekrarlar B-katenin baglanma bdélgeleri
N C
2843 amino
asit
L J 1 J L J
T I i
B-katenin regidlasyonu MT baglanma E:él\;imz 9
b 1061 1309
Esey hatti | . . |
mutasyonul 1
. 1309_1450 Mutasyonlarin Dagilhimi
€ Somatik | |
mutasyon | |

Mutasyon kime bélgesi

Sekil 2-8. APC geni mutasyonlari
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2.5.2. Herediter Nonpolipoziz Kolorektal Kanser (HNPCC, Lynch Sendromu)

HNPCC 1913 yilinda, ii¢ jenerasyonda da HNPCC goriilmiis bir ailede yapilan ¢aligmalar
ile tibbi literatiire kalitsal kanser olarak ilk kanser tiirlerindendir (1). Lynch sendromu tiim

kolorektal kanser vakalarinin %3-5’ini olusturmaktadir (Sekil 2-9).

Lynch sendromu, DNA tamir mekanizmast (MMR) genlerinde (MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2) meydana gelen mutasyonlar ile karakterizedir. Bu mutasyonlar miksatellit
instabilitesine (MSI) neden olmaktadir. DNA tamir mekanizmasinda rol alan genlerden
herhangi birindeki bir mutasyona sahip olan bireyler %60-90 daha fazla kolorektal kanser
riski tasimaktadir (1,17,28,29).

Onkogen
Mutasyonlar
15% 3% Lynch Sendromu CIMP  BRAF KRAS
MSI-H—1 - | [ e s i
12% Sporadik H E
84% S dk | | B ™ B
Kolorektal 4% porad
Kanser
MSS
85% MSI-L
1% FAP

Sekil 2-9. Kolorektal kanserin alt tipleri (28)

2.5.3. Sporadik Kolorektal Kanser

Sporadik kolorektal kanser, esey hattt mutasyonu tasimadan veya aile hikayesi olmadan
ortaya ¢ikmaktadir. Kolorektal kanserin %70-80’inini olusturur. Bireyin genetik
altyapisindan, bolgesel kolonik ¢evresinden ve cevresel etkiler ile ortaya ¢ikan somatik
genetik bir hastaliktir. Sporadik kolorektal kanser bir ileri yas hastaligi olmakla beraber 10-
20 yil igerisinde biriken mutasyonlar ile ortalama 60 yas civarinda kendini gosterir. Ileri
yas gruplarinda diizenli kolonoskopi muayenelerinin yapilmasi hastaligi 6nlemede, ilk
evrelerde erken teshis ve tedavide biiylik dneme sahiptir. Kolorektal kanserde 138 driver
gen tanimlanmistir. Neoplastik siiregte 2-8 driver gen mutasyonu ve passenger
mutasyonlarin birikmesi ile ortaya c¢ikan sporadik kolorektal kanserde her bireyin kansere

sebep olan genetik altyapisi kendine has 6zellik tasir (3).
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Kanser projenitdr (onciil) hiicrelerinin koken aldiklari parental hiicrelerden farkli olarak
genetik ve epigenetik degisimlerin birikmesi ile sporadik kolorektal kanser olusmaya
baglar. Tiimor baskilayict genlerin fonksiyon kaybi mutasyonu, onkogenlerin fonksiyon

kazanmasi ile hiicreler segici biiylime avantaji kazanirlar.

Sporadik KRK mutasyonlara ve sayilarina gore iki ana gruba ayrilabilir. Hipermutant
formu sporadik kolorektal kanserin %16’sm1 olusturur. Bu formda her 10° bazda 12 baz
mutasyona ugramakta ve tiimorlerde ortalama 728 mutasyona goriilmektedir. Hiper mutant
olmayan grupta ise her 10° bazda 8,24 bazda mutasyona ugramakta ve timorlerde ortalama

58 mutasyon gortilmektedir (3).

Sporadik kolorektal tiimorler en yaygin olarak CIN yolagi ile ortaya ¢ikar, daha sonra ise
CIMP ve MSI yolaklarima ve DNA tamir mekanizmasinda rol alan genlerin mutasyonlarina
rastlanmaktadir. APC, MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2, POLE (DNA polimeraz),
KRAS, TP53, PI3K, MYC, SMAD3, SMAD4 gibi genler de en yaygin mutasyona ugrayan
genlerdir. Sporadik kolorektal kanserde meydana gelen mutasyonlar kromozom sayisindaki

anormallikler, translokasyonlar, nokta mutasyonlari, anlamsiz mutasyonlar seklinde

goriiliir(3,30,31) (Sekil 2-10).

Sporadik KRK’de diisiik penetranslt genler yiliksek oranda goriilmektedir. Diisiik
penetransli genler gevresel ve beslenme kaynakl: etkiler ile kolorektal kansere yakalanma
riskini artirmaktadir. Yapilan birgok genom boyu asosiyasyon c¢aligmalari ile sporadik
kolorektal kanser ile iligkilendirilmis ilgili genlerin i¢inde veya yakininda lokalize olmus
bircok tekli niikleotit polimorfizmi (TNP) bulunmustur. Popiilasyon boyutunda yapilan bu

caligmalar sporadik KRK riski olusturan genetik varyasyonlari tanimlamaktadir (3,32).
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Kalitsal Sendromlar (Aile Calismalar)

Missing Heritability (NGS)
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Etki

o
* " Sporadik (GWAS)
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Dasak 30 e eyt

Ricl Alal Fralkanc:

Sekil 2-10. Kolorektal kansere neden olan lokuslar (30)

2.6. TEKLi NUKLEOTIT POLIMORFiZMLERI

Insanlar arasinda en yaygm goriilen genetik farklilik tekli niikleotit polimorfizmleridir
(TNP). Genom boyunca goriilen tek niikleotit farkliligina Tekli Niikleotid Polimorfizmi
(TNP) denilmektedir. Genellikle 200-300 niikleotitte bir gériilmektedir. Bireyler arasindaki
farkliligi saglayan ve patolojik olmayan niikleotit degisimleridir. TNP’ler genomda en
yaygin bulunan genetik cesitliliktir. Biyolojik sistemlere etkisi ¢ok diizeyde olamasina
ragmen bazi durumlarda amino asit degisimini, mRNA stabilitesini ve transkripsiyon
faktorlerinin  baglanma afinitesini etkiledigi goriilmiistiir. ilag direnci ve dozajinin
ayarlanmasi, ¢evresel etkilere verilen yanitin degismesi gibi konularda TNP analizleri

yapilmaktadir.

TNP’ler biyolojik belirtecler olarak baglant1 analizleri ile gesitli hastaliklarla ilgili genlerin
ve genetik yatkinligin veya genomik boélgelerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bazi
TNP’ler arasinda bulunan genetik baglanti dolayisiyla birlikte kalitilirlar. Birlikte
kalitlandig1 bilinen TNP’ler haplotip analizler sonucu ortaya ¢ikarilmistir. Haplotip
olusturmus TNP’ler analiz sirasinda onemli Ol¢lide kolaylik saglamakta ve analizler

sirasinda genomda hangi bélgede bulundugumuzun belirlenmesinde kullanilir (33,34).

Bireyler arasinda farklilik gosterdigi gibi popiilasyonlar arasinda da TNP’ler farklilik
gostermektedir. Popiilasyonlar arasinda goriilen bu farkliliklardan dolayr ¢esitli
popiilasyonlarda tanimlanmis olan TNP’ler farkli cografik bdlgelerde yasayan toplumlar

i¢in de valide edilmelidir (33,35).
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2.6.1. Tekli Niikleotit Polimorfizmlerinin Belirlenmesinde Kullanilan Teknikler

Tekli niikleotit polimorfizmlerinin belirlenmesinde DNA dizi analizi, TNP dizinleri
(array/chip), genom boyu asosiyasyon calismalari, aday gen yaklasimi, RFLP
(Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi), Primer extension, Real Time PCR (es zamanl
PCR), KASP gibi teknikler kullanilmaktadir. DNA dizileme ile gelisen dizileme teknikleri
sayesinde daha fazla bolge daha yiiksek dogruluk pay: ile dizilenebilmektedir. Ilgili
bolgelerin dizilenmesi ile TNP’ler belirlenebilir. TNP chipleri ile array teknolojisi
kullanilarak genom ebadinda TNP’ler tanimlanmaktadir. Aday gen yaklasimi ile hastaliga
neden olan molekiiler temeller arastirilirken ilgili genler analiz edilir. Genom boyu
asosiyasyon c¢alismalarinda ise hastaliga neden olabilecek genler TNP’lerin tanimlanmasi
ile belirlenir. Genom boyu asosiyasyon ¢alismalarindan sonra ise iliskili bulunan TNP’lerin
bu bolgedeki genlerin ifade diizeyleri lizerine olas1 etkilerini degerlendirmek tizere eQTL
(expression quantitative trait loci) analizi kullanilabilir. Genom boyu asosiyasyon
caligmalarinin yiiksek hacimde c¢alisma potansiyeli TNP belirlemede yaygin olarak

kullanilan teknik olmasini saglamstir.
2.6.2. Rekabetci Allel Spesifik PCR (Kompetitive Allel Spesific PCR, KASP)

TNP’lerin tanimlanabilmesi i¢in tez c¢aligmasinda uygulanan yontem ise KASP
(kompetative allel specific PCR) teknolojisidir. KASP genotiplendirme analizleri rekabetgi
alel spesifik PCR yontemine dayanan, belirli bir noktadaki tekli niikleotit
polimorfizmlerini, delesyon ve insersiyonlart bialelik olarak belirlemeye yarayan
yontemdir. KASP teknolojisinde alel spesifik primerler kullanilarak TNP’ler tanimlanir ve
ayrica homozigotluk heterozigotluk durumu belirlenir. KASP yontemi, maliyeti 6nemli
derecede azaltarak analiz sonuglarinin son derece yiiksek diizeyde saglamligini ve
dogrulugunu sunar. 10ng gibi diisiik ©6rnek konsantrasyonu ve diisiikk reaksiyon

hacimlerinde sonug verir.

KASP genotiplendirme analizinin bilesenleri; KASP primer karisimi, KASP master
karistm1 ve DNA 6rneginden olusmaktadir. Ilgili TNP nin degisimlerine gore tasarlanmis
alele 6zgii ileri primerler ve evrensel geri primer KASP primer karisimini olusturur. KASP
master karisiminin iginde ise ilgili bolgenin PCR dongiileri sirasinda ¢ogalmasini ve

floresan 1s1may1 saglayan FRET kaseti (fluorescent resonant energy transfer) ile ayrica
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PCR reaksiyonu i¢in gerekli Taq polimeraz enzimi, uygun konsantrasyondaki Mg**’u
iceren tampon yer alir (Sekil 2-11). KASP teknolojisi ile, alel spesifik primerler ve 1s1ma
veren FRET kaseti i¢indeki floresan oligolar ile yiiksek dogruluk payiyla sonuglar elde
edilir.

Assay mix B) KASP Master mix

Alel spesifik primerler s
5 ¥ 5 K)
5 ¥
~ A
3 § 3 5
¥ 5

) Kalip DNA, 6mek :
[TTTTTTTTTTTTI@TTITTTITTTITTTITT]
! (o]

Sekil 2-11. KASP primer ve FRET kaseti temsili goriiniim

Alele 6zgii iler primerler DNA’daki tekli niikleotit degisimine gore tasarlanmistir ve her iki
alelin primerinin 5 uglarinda kuyruk bélgeleri bulunur. Alel spesifik primerler TNP nin
oldugu bolgeye baglanirlar ve evrensel geri primerlerin de baglanmasiyla PCR reaksiyonu
baslar. ilerleyen PCR déngiilerinde alel spesifik primerler ile cogaltilan TNP bolgesi geri
primerler ile ¢ogaltilarak sayica daha fazla duruma getirilir. Alele 6zgii primerin kuyruk
bolgesini tantyan FRET kasetindeki oligolar ile TNP bolgesi isaretli bir sekilde ¢ogalir.
FRET kasetinden ayrilmis olan FAM ve HEX boyali oligolar floresan 1s1ma vermeye
baslar (Sekil 2-12). Son nokta floresan 1s1ma temeline dayali okumalar ile sonuglar alinir.
KlusterCaller isimli program kullanilarak 1simalar goriintiilenir. FAM mavi, HEX kirmizi
renkte 1s1ma verir. Homozigotluk durumunda kirmizi veya mavi 1simalar, heterozigotluk
durumunda kirmizi ile mavinin karisimi olan yesil renkte 1s1ma alinir. Programin verdigi
grafikte X ekseninde FAM mavi, Y ekseninde HEX kirmizi ve ortada yesil renkte 1simalar
goriiniir. Program homozigotluk veya heterozigotluk durumuna gore her bir Ornegi

kiimeleyerek grafikte sonuglar1 goriiniir hale getirir (Sekil 2-13).
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Sekil 2-12. KASP reaksiyonu
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Sekil 2-13. KASP genotiplendirme temsili goriintiisii

2.7. BAGLANTI ANALIZI

Genetik baglanti analizi, genlerin kromozomdaki lokuslart ve fonksiyonlari arasindaki
iligkiyi analiz eder. Birbirine yakin olan genler mayoz bdliinme sirasinda birlikte gelecek

nesillere aktarilirlar.

Mayoz boliinme sirasinda ayni kromozomdaki genler birlikte aktarilmaktadir. Mayoz
boliinmede goriilen krosing over ile farkli kromozomlar arasinda degisim gergeklesir ve
genetik ¢esitlilik yaratacak sekilde genler aktarilir. Birbirine yakin pozisyonlarda olan
genler arasinda krosing over gerceklesme olasilig1 diisiiktiir ve genellikle birlikte aktarilir.

Birlikte aktarilan genler arasinda genetik baglanti bulunmaktadir. TNP’ler arasinda da

21



genetik baglanti bulunabilmektedir. Baz1 TNP’ler birlikte kalitilirlar. Birlikte kalitlandig1

bilinen TNP’ler analiz sirasinda 6nemli 6l¢iide kolaylik saglamaktadir.

Baglant1 analizi 20. yilizyilin sonlarmma kadar en yaygin olarak kullanilan istatistiksel
genetik haritalama yontemiydi. Giiniimilizde ise kompleks hastaliklarin diisiik etkili ortak
varyantlarinin belirlenmesinde asosiyasyon g¢aligmalart kullanilmaya baslanmistir. Bu tiir
varyantlar i¢in baglanti analizindense asosiyasyon calismalari daha gili¢li sonuglar
vermektedir. Genom boyu asosiyasyon c¢alismalar1 (GWAS) asosiyasyon haritalama
yontemlerinde tekli niikleotit polimorfizmlerini kullanir. GWAS ile tam olarak
tanimlanamayan nadir goriilen varyantlar i¢in ise biriken tiim genom ve ekzom dizi verileri
ile aile temelli 6rnekler kullanarak baglanti analizleri ile daha iyi sonuglar vermektedir

(34,36,37).
2.8. GENOM BOYU ASOSiYASYON CALISMALARI

Diyabet, sizofreni, kanser, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi yaygin olarak goriilen
karmagik hastaliklarin genetik risk faktorlerini tanimlamak insan genetik calismalarinin
esas amacidir. Genom boyu asosiyasyon ¢aligmalart (GWAS), popiilasyonda yaygin olarak
goriilen hastaligin genetik cesitliligini DNA dizisini analiz ederek tanimlayan ¢alismalardir.
Genom boyu asosiyasyon c¢aligmalarinin temel amaci genetik risk faktorleri ile risk altinda
olan bireyleri tahmin etmek ve hastaligin biyolojik temellerini anlayarak yeni koruma ve
tedavi yontemleri gelistirmektir. Genetik etkinin biyolojik temellerinin anlasilmasi en ¢ok
farmakolojik terapilerde onemlidir. DNA dizisindeki c¢esitlilikler ilag metabolizmasi,
etkinligi ve yan etkilerin anlagilmas ile ilaglarin uygun kullanim dozlarmin ayarlanmasina
da katki saglar. Yapilan bu calismalarin sonuglar kisisellestirilmis tip alanina 6nemli

katkilarda bulunmaktadir (3,33,34).

Genom boyu asosiyasyon ¢aligmalari, yaygin olarak goriilen ¢esitli hastaliklarla ilgili farkl
insanlardaki belirtegleri genis bir popililasyonda biitiin genom boyunca tarayan bir
yaklasimdir. Genom boyunca her insanda farklilik gosteren niikleotit varyasyonlar1 vardir.
Bu varyasyonlar gectigimiz yaklasik 20 sene igerisinde yapilan genom ¢alismalarinda
belirlenmistir. Bu ¢alismalardan, 2003 yilinda tamamlanan Insan Genom Projesi ile insan
genomu c¢ikarilmasi ve gen dizilerinin elde edilmesi ile genomik c¢aligmalarin onii

acilmigtir. HapMap projesi ile insan genomunun haplotipi ¢ikarilmis ve ¢ok sayida TNP
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(Tekli Niikleotid Polimorfizmi) belirlenmistir. Daha sonra ise 1000 Genom projesi ile
diinya capindaki farkli etnik popiilasyonlarin kapsamli bir genetik varyasyon haritasi
cikarilmisti. Bu projelerden elde edilen TNP verilerinin yardimi ile genom boyu
asosiyasyon c¢alismalar1 yapilmaya baslanmisti. GWAS giinlimiizde yaygin olarak
kullanilan genom ebatinda arastirmalar yapan, gesitli hastaliklara yatkinliklar1 ortaya

cikaran bir yontemdir.(4)

GWAS hastaliklara neden olan genetik yatkinligin belirlenmesinde kullanilan en giincel
teknolojidir. Ozellikle son on yilda yapilan ¢alismalar ile GWAS daha ¢ok yaygimlasmis ve
sonuclar birikmeye baslamistir. Hastaliklarin fenotipleri ile genetik temelleri arasindaki
iliski GWAS ile belirlenmis ve genetik molekiiler belirtegler olarak literatiire girmeye

baslamustir.

Nadir goriilen hastaliklarda diisiik penetransli genler etkili olabilmektedir. Diisiik
penetransli genler ile hastalik arasindaki iliskinin belirlenebilmesi de GWAS ile miimkiin
olabilmektedir. Diisiik penetransli genlerin etkili oldugu nadir goriilen hastaliklarda
haplotip olarak aktarilan TNP’ler genetik yatkinliga sebep olmakta ve molekiiler belirte¢
olarak tanisinda kullanilabilmektedir (3,33,34).

2.8.1. Sporadik Kolorektal Kanser ve Genom Boyu Asosiyasyon Calismalar:

Kolorektal kanser diger kanserlerde oldugu gibi genis capta bir genetik heterojenitenin
etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Kolorektal kanserin cesitleri arasinda da sebep olan genetik
unsurlara gore farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin, kalitimsal kolorektal kanser tek bir
genin mutasyonu ile ortaya ¢ikabilirken sporadik kolorektal kanser birden fazla gendeki
mutasyon sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Kolorektal kansere neden olan gen lokuslar1 ve

genetik yatkinlik lokuslar1 genom boyu asosiyasyon ¢aligmalari ile belirlenmistir.

Sporadik kolorektal kanser bilinen genetik nedenleri disinda diisiik penetransli genlerin de
genetik yatkinliga sebep oldugu bilinmektedir. Sporadik kolorektal kanserin direk genetik
ve epigenetik analizlerine ek olarak GWAS ile belirlenmis diisiik penetransli alellerde yer
alan TNP’ler potansiyel molekiiler belirtegler olarak literatiirde yerini almistir. Yapilan bu
aligmalar p<5x10® gibi p degerleri ile karmasik hastaliklarin altinda yatan DNA

degisimlerini tanimlamistir. GWAS tiimdr olusumu, gelisimi ve metastaz mekanizmalar1 ve
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nedenleri hakkinda bilgi vermemesine ragmen diisiik penetransli genler de dahil olmak

lizere genler ve hastalik arasindaki iliskiyi verir. iliskili genlerin ¢evresindeki TNP’lerin

patofizyolojik c¢alismalarla ile hastalik ile ilgisinin kanitlanmasi gerekmektedir. Asagidaki

cizelgede (Cizelge 2-1) sporadik kolorektal kanser ile GWAS sonucu iliskili bulunmus

TNP’lerin listesi verilmistir. Sporadik kolorektal kanser daha c¢ok 50 yas ve iizeri

bireylerde ortaya ¢iktig1 icin aile temelli olarak analiz yapmak giictiir. Bu ylizden genis

captaki dernekler ile popiilasyon diizeyinde genom boyu asosiyasyon analizleri yapilarak

iliskili genler belirlenir.

Cizelge 2-1. Sporadik kolorektal kanser ile iligskilendirilmis TNP’ler (38)

No [Makale yil KRK Kontrol | Popiilasyon Anlamh Genler |Lokasyon |Yazarlar Makale
bulunan
TNP

1 [Genome-wide association scan|2007 1257 1336 Kanada rs10505477, | DQ515897, |8q24 Zanke BW Nat
identifies a colorectal cancer rs6983267 | DQ486513 Genet.
susceptibility locus on 4024 4042 Kanada,
chromosome 8q24. Amerika,

Ingiltere
2199 2401 Fransa,
Avrupa

2 |A genome-wide association|2007 | 627 KRK, 965 ingiltere rs4939827 SMAD7 18g21.1 |Broderick P [Nat
study shows that common 313 Genet.
alleles of SMAD7 influence adenoma
colorectal cancer risk. 7473 5984

3 |A genome-wide association scan| 2007 930 960 Avrupa rs6983267 POUSF1 |8g24.21 |Tomlinson IP |Nat
of tag SNPs identifies a Genet.
susceptibility variant for 4316 3752
colorectal cancer at 8q24.21. 1901 1079

1072 415

4 |A genome-wide association| 2008 627 965 Avrupa rs10795668, EIF3H 824, Tomlinson Nature
study identifies colorectal rs16892766 15q13, P Genetic
cancer susceptibility loci on 2873 2871 18q21, s
chromosomes 10p14 and 10p14,
8g23.3. 4287 3743 8923.3

10731 10961

5 |Meta-analysis of genome- 2008 1902 1929 ingiltere rs4444235, BMP4; 14922.2 |[COGENT Nature
wide association data identifies f rs9929218, CDH1; 16g22.1 |Study Genetic
our new susceptibility loci for 4878 4914 rs10411210, RHPN2; |19g13.1 s
colorectal cancer. rs961253 20p12.3

13406 14012

6 |Genome-wide association | 2008 1012 1012 iskogya rs3802842, SMAD7, |(11q23, Tenesa A Carcino
scan identifies a colorectal _ rs7014346, | POUSF1P1, |8qg24, genesis
cancer susceptibility locus 14500 13294 ‘Iskogya, rs4939827 | HsG57825, |18q21
on 1123 and replicates risk loci Ingiltere, DQ515897
at 8g24 and 18q21. ~ Almanya,

Israil, Ispanya,
Kanada,
Japonya

7 |Colorectal cancer risk is not|2009 921 929 ingiltere nope nope nope Spain SL Cancer
associated with increased levels _ Res.
of homozygosity in a population 1214 1435 Ingiltere
from the United Kingdom.

8 |A genome-wide scan of 10 000|2009| 2873 2871 ingiltere rs1133950 uTP23 8924.11 |WebbE Eur )
gene-centric variants and K195Q Hum
colorectal cancer risk. Genet.

9 [Meta-analysis of three genome- |2010| 3334 4628 Avrupa rs6691170, LARP4, 1941, Houlston RS |Nature
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wide association 18095 20197 Avrupa rs6687758 | DIP2B, ATF1, |3926.2, Genet.
studies identifies  susceptibility rs10936599, LAMAS, [12q13.13,

loci for colorectal cancer at rs1116955 MYNN 20g13.33

1941, 3926.2, 12g13.13 and rs7136702,

20q13.33. rs4925386

10 |Genome-wide association| 2010 371 1263 Almanya rs12701937, |GLI3, INHBA, | 8924.21 |Lascorz) Carcino
study for  colorectal  cancer rs6038071, | CSNK2A1, |and 11923 genesis
identifies risk polymorphisms in 4915 5607 rs11014993 MYO3A
German familial cases and
implicates MAPK signalling
pathways in disease
susceptibility.

11 |Genotype-environment 2011 1191 999 Kanada, Yeni nope nope nope Figueiredo |Cancer
interactions in  microsatellite Zelanda, JC Ep.
stable/microsatellite instability- Avustralya Biomar.
low colorectal cancer: results 872 810 Avrupa Prev
from a genome-wide association
study.

12 |Common variant in 6q26-q27 is| 2011 1583 1898 Japonya rs7758229, | SLC22A3, (69g26-927, |CuiR Gut
associated with distal colon rs6983267, SMAD7 |8qg24
cancer in an Asian population 4809 2973  |Japonya, Kore | 57837328

13 |Evidence of 2011 241(53 - Avustralya, | rs10508218 PFKP, 10p15.3— |Saunders IW [Eur )

Aile) ispanya ,rs10508270| PITRM1, |p15.1 Hum
linkage to chromosomes KLF6 Genet.
10p15.3-p15.1, 14¢24.3-g31.1
and 9933.3-g34.3in
non-syndromic colorectal cancer
families.

14 |Genome-wide association| 2012 2098 5749 Dogu Asya |rs647161, s CCND2, 5931.1, Jia WH Nat.Gen
analyses in east Asians identify 2423279, HAO1, 20p12.3, et.
new susceptibility loci for 5358 5922 rs10774214 PLCB1, 12p13.32
colorectal cancer PITX1,

CATSPER3,
PCBD2,

MIR4461,
H2AFY

15 | Association of Caucasian-| 2012 1000 1000 Kuzey ve rs6983267, EIF3H, 8024.21, |Thean LF Plos
Identified Variants with HonKong rs6695584, UTP23, 1941, One
Colorectal Cancer Risk in Cinlileri rs11986063,| SMAD7 |8q23.3,

Singapore Chinese rs3087967, 11g23.1,
rs2059254, 16922.1,
rs7226855, r 18qg21.1

s827401

16 |Genome-wide investigation of|2012 314 - Almanya rs1944511 TRIM29 |11g23.3 |SiegertS Hum
gene-environment interactions Genet
in colorectal cancer. 259 1002

17 |Genome-wide search for gene-|2012| 8380 10558 Fransa, rs10795668, 10p14, Jiao S PLoS
gene interactions in colorectal Almanya, rs367615, 5021, One
cancer. Kanada, rs1571218, 20pl12.3,

Avustralya, | rs10879357 12g21.1
Amerika

2527 2628 Almanya

18 [Colorectal cancer-susceptibility| 2013 105 - Kore rs4939827, SMAD7, |(18q21, Hong SN J of
single-nucleotide rs4779584, CRAC1, 15q14, Gastro
polymorphisms in Korean 189 190 rs10795668, 4928, and
population rs17051076 10p14, Hepatol

19 |Fine-mapping of genome-wide|2013| 1894 4703 Afrikal rs12759486, | GPATCH1, |19913.1, [WangH Hum.
association study-identified risk Amerikall rs7547751, RP11- 1941 Mol.
loci for colorectal cancer in rs7252505 815M8.1 Genet.
African Americans

20 |A colorectal cancer genome-|2013 882 473 ispanya rs12080929,| SLC5A9, (1p33, Fernandez- |BMC
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wide association study in a 1436 1780 rs11987193 DUSP4 8p12 RozadillaC |Genomi
Spanish cohort identifies two cs
variants associated with

colorectal cancer risk at 1p33

and 8p12

21 |BMP2/BMP4 colorectal cancer|2013 1449 1000 ispanya rs4444235, BMP4, 14922.2, |Fernandez- [Carcino
susceptibility loci in northern _ rs1957636, BMP2, 20p12.3 |[RozadillaC |genesis.
and southern European 2028 4273 Ispanya, rs961253,
populations. qutekiz, rs4813802

Italya

22 |A genome-wide association|2013 881 667 ispanya rs1944682 OR4A15 |11ql1 Fernandez- |Hum
study on copy-number variation RozadillaC |Genet.
identifies a 1111 loss as a 1342 1874
candidate susceptibility variant
for colorectal cancer.

23 |Single Nucleotide| 2014 705 1802 Tayvan rs10795668, | FLI3802842, (10p14, Yang CY Plos
Polymorphisms Associated with rs4631962, CCND2, |(10q11.22, One
Colorectal Cancer Susceptibility rs1338565, BMP4, 5031.1,
and Loss of Heterozygosity in a rs12657484,| ZNF239, (11qg23,

Taiwanese Population rs3802842, Cl1orf93
and
rs4444235

24 |Genetic ancestry is associated|2014| 303-190 243 Kolombiya 678 SNP Valide Valide Hernandez- |Eur. J of
with colorectal adenomas and adenocarc edilmedi |edilmedi |Suarez G1 Hum.
adenocarcinomas in  Latino inomas, Genet.
populations 113

sporadic
adenomas

25 |A colorectal cancer susceptibility | 2014 480 801 ispanya rs3987, TRAM1L1 (4926, Real LM PLoS
new variant at 4926 in the rs1100508, | and NDST3 |7qg31.33, One
Spanish population identified by 1305 2049 rs8111948, | GPR37, |[19q12,
genome-wide association rs10936599, | LINCO0662, |3936.2 ,
analysis. rs10505477, | LINCO0906, (8q24,

rs6983267, | LINCO0587, |8q24.21,
rs3824999, PRNCR1 |11q13.4,
rs4444235 14g22.2

26 |Genome-wide association study|2014 1773 2642 Cin, Gliney | rs7229639, SMAD7 |18qg21.1 |ZhangB Int.
identifies a new SMAD7 risk Kore, Japon | rs4939827 Journal
variant associated with 3612 3,523 of
colorectal cancer risk in East Cancer

. 3290 4339
Asians

27 |Large-scale genetic study in East| 2014 2098 6172 Cin, Japonya, | rs647161, TCF7L2, |10922.3, |ZhangB Nat.Gen
Asians identifies six new loci Gliney Kore |rs10774214, TGFB1, 10g25.2, et.
associated with colorectal rs2423279, ZMIZ1, 11g12.2,
cancer risk 3519 6275 Gin rs7229639 FEN1, 12p13.31,

FADS1, 17p13.3,

2814 11358 Japonya FADS2 19q13.2,

. 8q24.11,

6532 8140 Clrl, Japonya, 109211,

a6 | areas | o o 10q24.2
11934 | 28282

28 |Trans-ethnic genome-wide|2014| 4521 8500 Japonya, rs12241008 VTI1A 10925 Wang H Nature
association study of colorectal Afrika Kokenli Com.
cancer identifies a new (Metaanaliz)
susceptibility locus in VTI1A 16,823 18211 Avrupa

29 |A novel colorectal cancer risk|2014| 2462 1497 Askenazi rs35509282 FSTLS 4932.2 Schmit SL Carcino
locus at 4g32.2 identified from Yahudileri, genesis
an international genome-wide Kanada,
association study. Avustralya,

Amerika
1131 831 Askenazi
Yahudileri

30 |Genetic  variations  affecting| 2014 - 4346 Kuzey Cin rs1047781 FUT2 19913 Liang Y PLoS
serum carcinoembryonic erkek One
antigen levels and status of 194 -

regional lymph nodes in patients
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with sporadic colorectal cancer
from Southern China

31 |Genome-wide association study|2015| 18299 19656 Kuzey rs35360328,| CTNNB1, (3p22.1, Schumacher |Nature
of colorectal cancer identifies six Amerika, rs812481, LRIG1, 3pl4.1, FR Com.
new susceptibility loci. Avustralya, |rs11190164,| SLC25A28, [10q24.2,

Avrupa rs3184504, ENTPD7, |12q24.12,
4725 9969 Cin, Japonya, |rs73208120, COX15, 12924.22,
Kore rs6066825 CUTC, 20913.13
ABCC2,
SH2B3,
NOS1, PREX1

32 |A new GWAS and meta-analysis| 2015 7577 9979 Kanada, rs72647484, CDC42, 1p36.2, Al-Tassan NA [Sci Rep
with 1000Genomes imputation Amerika, rs16941835, | WNT4RP11- |16q24.1,
identifies novel risk variants for Avustralya, | rs10904849 | 58A18.1, |[10p13
colorectal cancer ingiltere CUBN

33|A genome wide association|2015 431 - Kanada rs17057166, |AC011343.1, |2p21, XuW Biomar.
study on Newfoundland rs17026425 | LINCO1121, |19p13.2 Res.
colorectal cancer patients' JUN/JUND
survival outcomes.

34 |A genome-wide association|2015| 16517 14487 Avrupa rs17094983 RTN1 14g23.1 |Lemire M Hum.
study for colorectal Genet.
cancer identifies a risk locus in 1894 4703 Afrika
14923.1. 22627 3797 Japonya

35 |Genome-wide association study|2015 932 966 Han Cinlileri |rs12522693, | CDC42SE2, |5923.3, |JliangK Oncotar
identifies two new susceptibility rs17836917, CHSY3, 17q12, get.
loci for colorectal cancer at 1759 1875 rs6983267, | ASIC2, CCL2 |8q24.21,
5q?3.3 and 17912 in Han YE) 1838 rs10795668 10p14
Chinese.

36 |Common genetic variation and|2016 3494 - Avrupa rs209489 ELOVLS |6pl2.1 Phipps Al Carcino
survival after colorectal cancer genesis.

diagnosis: a  genome-wide
analysis.
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3. GEREKCE VE AMAC

Bu tez calismasinda hipotezimizi, “Sporadik kolorektal kanser i¢in bat1 popiilasyonlarinda
yiiksek istatistiki giic ve anlamlilik ile tanimlanmig TNP’ler Tiirk popiilasyonunda goriilen
KRK’lar ile de iliskilidir.” olarak kurduk. Hipotezimizi test etmek i¢in uygun calisma

grubu ile deney tasarimini yaptik ve s6z konusu tez ¢alismasini gergeklestirdik.

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) 2015 yil1 verilerine gére, diinya ¢apinda &liime sebep
olan hastaliklar arasinda kanser ilk siralarda yer almaktadir. En yaygin olarak goriilen
kanser tiirleri; akciger, akciger karaciger, mide, kolorektal, meme ve 6zofagal kanserlerdir.
Kolorektal kanser diinyada oliimciil hastaliklar arasinda iicilincli sirada yer almaktadir.
Tiirkiye’de ise Kolorektal kanser (KRK), 6liimciil hastaliklar i¢inde igiincii, erkeklerde

ticiincii, kadinlarda ise ikinci sirada goriilmektedir.

Sporadik kolorektal kanserin altinda yatan genetik temellerin anlasilmasi hastaligin erken
tan1 ve tedavisine yansimast acisindan 6nemlidir. Yapilan pek cok calismada kolorektal
kanserde goriilen molekiiler degisimler tespit edilmistir. Kromozomal kayiplar/kazanclar,
mikrosatellit instabilitesi, mutasyonlar ve ekspresyon degisimleri bagliklar1 altinda
toplanan bu molekiiler degisimler kolorektal kanserlerin heterojenitesinin anlasilmasina

onemli dlgiide katki saglamistir.

Kanser gibi multifaktoriyel hastaliklarda genetik yatkinlifin temelinin agiga ¢ikarilmasi
icin kullanilan giincel strateji popiilasyon veya aile temelli olarak iki farkli sekilde
tasarlanabilen genom boyu asosiyasyon ¢alismalaridir. Popiilasyon temelli asosiyasyon
calismalarinda giivenilir sonu¢ alabilmenin yolu binlerce hasta-kontrol iizerinde
calisilmasindan gecer. Buna karsin ikinci bir yontem olan aile temelli genom boyu
asosiyasyon calisma tasariminda etkilenmis birey/hasta (¢ocuk) ile onun saglikli anne ve

babasi (trio) ile ¢alisilabilmektedir.

Kolorektal kanser diger kanserlerde oldugu gibi genis capta bir genetik heterojenitenin
etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Kolorektal kanserin gesitleri arasinda da sebep olan genetik
unsurlara gére farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin, kalitimsal kolorektal kanser tek bir

genin mutasyonu ile ortaya ¢ikabilirken sporadik kolorektal kanser birden fazla gendeki
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mutasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir. KRK’e neden olan gen lokuslari genom boyu

asosiyasyon ¢aligmalart ile belirlenmistir.

TNP’ler bireyler arasinda farklilik gosterdigi gibi popiilasyonlar arasinda da farklilik
gostermektedir. Popiilasyonlar arasinda goriilen bu farkliliklardan dolayr cesitli
popiilasyonlarda tanimlanmis olan TNP’ler farkli cografik bolgelerde yasayan toplumlar
i¢in de valide edilmelidir (33,39). Bu nedenledir ki Bat1 popiilasyonunda tanimlanmis olan
TNP’ler Tiirk popiilasyonu icin de dogrulanmalidir. Bu tez c¢alismasi ile Tiirk
popiilasyonunda kolorektal kansere yatkinliga yol agan tekli niikleotit polimorfizmlerinin

onemli bir kismui belirlenmis olacaktir.

Calisma grubumuz daha onceki calismalarinda, Avrupa’da binlerce hasta kontrol grubu
tizerinde yapilan calismalarla yiiksek istatistiki giic ve anlamlilik ile tanimlanmis olan
sporadik kolorektal kanser ile iliskilendirilmis 7 TNP’yi (rs1035209, rs6691170,
rs11169552, rs7136702, rs4925386, rs6983267) Tirk popiilasyonu i¢in analiz etmis ve
bunlar iginde yalnizca tek bir TNP’nin (8q24°¢ lokalize olan rs6983267) Tiirk toplumunda
goriilen KRK ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu tespit tezimizi desteklemektedir;
ilgilenilen TNP ne kadar genis bir popiilasyonda dogrulanmis olursa olsun ilgili
popiilasyon biitiin diinya popiilasyonunu temsil edememektedir. Iste bu nedenledir ki TNP

validasyon c¢alismalar1 her popiilasyona 6zgii olacak sekilde tekrarlanmalidir.

Yapmis oldugumuz daha 6nceki ¢alismalar ve bu ¢aligma sonucunda elde edilecek verilerin
birlestirilmesi ile Tiirk popiilasyonunda goriilen sporadik kolorektal kanser TNP’lerinin
diger popiilasyonlardan farkliliklar1 gosterilmis olacaktir. Tiirk popiilasyonuna 6zgi
sporadik kolorekal kanser TNP’lerinin belirlenmesi ile bu hastaligin tanimlanmasi, erken
tan1 ve tedavisi i¢in literatiire ve ilerleyen yillarda onleyici klinik uygulamalara dnemli bir

katk1 saglanacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Bu tezde kullanilan ¢alisma grubu ve saglikli kontroller, ¢aligma grubumuz tarafindan
TUBITAK 1128348 numarali projesi kapsaminda toplanmistir. Ornekler Tiirk
popiilasyonunu temsilen Tirkiye’nin yedi bolgesinden farkli sehirlerden toplanmistir.
Tiirkiye genelinde 45 merkez ve 52 cerrahi uzmani ile ¢alisilmstir (Sekil 4-1) (Ek 1). ilgili
izinler ~Tiirkiye Kamu  Hastaneleri Kurumundan alinmistir (Karar sayisi
41343506/5454.9788). Orneklerin toplanmas1 igin gereken etik kurul karar1 Ankara
Universitesinden 28.12.2015 tarihli 20-879-15 numarali izin ile alinmstir.

(Ardeni: Bolges)

Sekil 4-1. Orneklerin toplandig1 merkezlerin temsili goriintiisii (38)

4.2. HASTAKONTROL GRUBUNUN OLUSTURULMASI

Calisma grubu Tiirkiye’nin yedi bolgesinden kolorektal kanser teshisi koyulmus, aile
hikayesi olmayan bireylerden, kontrol grubu ise kolonoskopi kontrolleri yapilmis saglikli

bireylerden alinan periferik kan 6rneklerinden olugmaktadir.

Projeye baslarken hasta kontrol 6rnekleri toplanirken en bastaki amag¢ 1000 kontrol 1000
ornek olmak iizere toplam 2000 6rnek toplanmasi idi. Ancak 3 yillik TUBITAK projesi
stiresince 1019 hasta, 948 kontrol olmak iizere toplam 1967 o6rnek toplanabilmistir.

Toplanan bu 6rnek sayist ile hedeflenen 6rnek sayisinin %95’ine ulasilmistir.

Proje bitimine kadar, hasta 6rneklerinde istenilen sayiya ulasilmis olmasina ragmen hasta

yas ve cinsiyet dagiliminda homojeniteyi saglamak i¢in Ornek toplanmasina devam
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edilmistir. Aym1 zamanda, kontrol Ornekleri de toplanmaya devam edilerek sayisinin

artmasi saglanmistir.

Hasta/kontrol gruplarinin; sayisi, yas-cinsiyet ve bolgelere gore dagilimi (Cizelge 4-1 ve

Cizelge 4-2), Klinik verileri ise (

Cizelge 4-3) verilmistir. Tez ¢calismasinda kullanilan hasta ve kontrol DNA 6rnekleri, ifade

edildigi lizere 112S634 numarali proje devam ederken bu projede gorev almis caligma

arkadaslarim tarafindan toplanmis ve izole edilmistir.

Cizelge 4-1. Toplanan hasta ve kontrol sayisinin bolgelere gore dagilimi (38)

Kontrol (%) | Calisma Grubu (%) | Toplam (%)
I¢ Anadolu 178 (21) 208 (23) 386 (22)
Akdeniz 193 (22) 155 (17) 348 (20)
Ege 27 (3) 58 (7) 85 (5)
Karadeniz 187 (22) 143 (16) 330 (19)
Marmara 197 (23) 222 (25) 419 (24)
Dogu Anadolu 51 (6) 76 (9) 127 (7)
Giiney Dogu Anadolu 26 (3) 24 (3) 50 (3)
Ara Toplam 859 886 1745
Bilgisi Eksik Kontrol Birey Sayisi 89
Bilgisi Eksik Hasta Birey Sayisi 133
Toplam 1967

Cizelge 4-2. Tez ¢alismasinda kullanilan hasta-kontrol 6rneklerinin yas ve cinsiyet dagilimi

(38)
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Grup Yas/Cinsiyet n (%) TO?(!/?) ;n n TOF()(Q ;n :
50 yas tistii Erkek | 524 (27)
638 (32)
50 yas alt1 Erkek 114 (6)
Cahisma Grubu 50 yas iistii Kadin | 235 (12) 319 (16) 957 (49)
50 yas alti Kadin 84 (4)
50 yas ustii erkek | 226 (11)
Kontrol Grubu S0 yas .?‘“?. erkek | 191 (10) Hrey 908 (46)
50 yas tistii kadin | 258 (13) 491 (25)
50 yas alti kadin | 233 (12)
Toplam 1865 (95)
Dogum Tarihi Belirsiz | Erkek- Yags Belirsiz | 36 (2)
Calisma Grubu Kadin-Yas Belirsiz | 26 (1) 102(5)
Dogum Tarihi Belirsiz | Erkek- Yas Belirsiz | 11 (1)
Kontrol Grubu Kadin-Yas Belirsiz | 29 (1)
Toplam 1967

Cizelge 4-3. Hastalardan toplanan klinik veriler (38)

Klinik Parametreler

Doktor Bilgisi

Tedavi Merkezi

Ikincil Odak Durumu

Ailesel Kanser Durumu

Radyolojik Evre

Lezyonun Yeri

Preoperatif- Neoodjuvan

Cevre Organ Invazyonu

Lenf Nodu Metastazi

Uzak Organ Metastazi

Kanser Tipi

Differansiasyon

TNM EVRESI

Periferal Noral-Periferal Vaskiiler invazyonu
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4.3. YONTEM

4.3.1.

Kandan DNA izolasyonu

Tez calismasinda kullanilan DNA 6rnekleri calisma arkadaslarimiz tarafindan daha onceki

proje ve tez ¢alismalarinda toplanmis ve DNA izolasyonu yapilmistir. Kolorektal kanser ve

saglikli kontrollerden toplanan toplam 1967 periferik kan 6rnegi Promega DNA izolasyon
Kiti (Promega, Wizard Genomic DNA Purification Kit-A1125) kullanilarak izole edilmistir.
DNA o6rnekleri -20°C ve -80°C’de saklanmuistur.

1.

6
5
8.
9

300 pl kan 6rnegi tizerine 900 pl hiicre liziz soliisyonu (Cell Lysis Solution) eklenir
ve karigtirilir.

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir.

13.000 g’de 20 saniye santrifiijlenir, slipernatant atilir ve pelet vortekslenir.

Peletin tizerine 300 ul cekirdek liziz soliisyonu (Nuclei Lysis Solution) eklenir ve
ters diiz edilerek karistirilir.

Uzerine 100 pl protein ¢oktiirme soliisyonu (Protein Precipitation Solution) eklenir
ve 20 saniye vortekslenir.

13.000 g’de 3 dakika santrifiijlenir

Stipernatant i¢inde 300 pl izopropanol olan yeni bir tiipe alinir.

13.000 g’de 1 dakika santrifiijlenir.

Stipernatant atilir ve peletin iizerine 300 pl %70 etanol eklenir.

10. 13.000 g’de 1 dakika santrifiij yapilir.
11. Etanol uzaklastirilir ve pelet 10-15 dakika havada (air-dry) kurutulur.

34



12. DNA 100 pl DNA rehidrasyon (DNA Rehydration Solution) sulandirilir. 1 saat
65°C’de veya 4°C’de gece boyu inkiibe edilerek DNA’nin ¢6ziinmesi saglanir.

4.3.2. DNA Nicelik Ve Nitelik Analizi

Izole edilen DNA 6rneklerinin kalite ve saflig1 spektrofotometrik olarak Nanodrop cihazi
ile analiz edilmistir. 260, 280 ve 230 nm dalga boylarinda 2 pl 6rnek kullanilarak DNA

miktar1 ve saflig1 6l¢iilmiistiir.
Izole edilen DNA 6rnekleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek biitiinliigii goriintiilenmistir.
%1°lik Agaroz Jel Hazirlanisi;

1 gr agaroz (Sigma-A9539) hassas terazide tartilir ve 1X Tris borik asit EDTA tamponu
(TBE) ile 100 ml’ye tamamlanir. Mikrodalgada yiiksek sicaklikta yaklagik 2 dakika

boyunda kaynatilarak ¢oziinmesi saglanir.

1X Tris Borik Asit EDTA Hazirlanisi;
e Trisma Base: 10,8 gr (Sigma-T1503)
e Borik Asit: 5,5 gr (Sigma- B6768)
e EDTA (0,5M, pH:8): 4 ml (Lonza-51201)

Hacim ddH20 ile 1 1t’ye tamamlanir ve karistirilir.

TBE iginde ¢6ziinmiis agaroz yeterince soguduktan sonra 4 pl Red Safe boyas1 (Chembio-
21141) eklenerek uygun jel tabak ve taraklari kullanilarak polimerlesmeye birakilir. 3 ul
DNA o6rnegi ve 1,5 pl 5X yiikleme boyasi (Fermentas, R0611) karistirilarak kuyulara
yiiklenir ve 85 Voltta 1 saat yiiriitiiliir. UV ile goriintiileme yapilir.

4.3.3. Rekabetgi Alel Spedifik Pcr (Kompetative Allel Specific PCR, KASP)

Tez calismasinda kullanilan 1967 6rnek ve 9 TNP sayis1 dikkate alindiginda, islem hacmini
artirmak i¢in, ornekler 384 kuyulu plakalara (plate) dagitilmistir. Ayn1 anda 4 tane 384
kuyulu plaka ile su banyosu temelli PCR gerceklestiren Hydrocyler cihazi kullanilmigtir
(Sekil 4-2).
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Sekil 4-2. Hydrocyler, 384 kuyulu plaka, repeater dispenser

Omekler 384 kuyulu plakalara dagitilir ve iizerine uygun oranlarda karistirilmis olan
primer ve KASP master karigimi repeater dispenser pipet ile eklenir. Dagitim islemi
bittikten sonra plakanin iizeri K-Seal cihaz1 kullanilarak sicaklikla aktiflesen naylon tabaka
ile kapatilir. K-seal cihaz1 ile 3 saniye 175°C’de plakalarin iizerini kaplama islemi

gerceklestirilir (Sekil 4-3).

Sekil 4-3. K-Seal cihazi

Plakalar Hydrocyler cihazinda uygun PCR kosullarinda reaksiyonuna birakilir (

Cizelge 4-4). PCR bitince plaklarin floresan okumasi Omega cihazinda uygun dalga
boylarinda gergeklestirilir (Sekil 4-4). Okumalarin analizi i¢in Kluster programi kullanilir.
Bu programda flroresan 1s1malara gore her bir kuyudaki DNA 6rneginin homozigot veya
heterozigot kiimelemesi yapilir (Sekil 4-5).

Cizelge 4-4. KASP reaksiyonu PCR kosullari

94°C 15:00

94 °C 00:20 10 déngi
61-55 °C 01:00

94 °C 00:20 26 dongii

55°C 01:00
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KlisterCaller

e nstes

Sekil 4-5. KlusterCaller programi ara yiizli ve temsilen secilen rs4939827 goriintiisii

4.3.4. KASP Verilerinin Istatistiki Analizi

1967 ornekten olusan genis c¢aptaki popiilasyon temelli asosiyasyon c¢alismamizin
istatistiksel analizini, hasta ve saglikli bireylerin alelik frekanslarini karsilagtirarak
gerceklestirdik. Hasta ornekleri kolorektal kanseri teshisi konmus aile hikayesi olmayan
bireylerden toplanan periferik kan Ornekleridir. Saglikli 6rnekler ise kolonoskopileri
yapilmis kanser teshisi koyulmamis bireylerden alinan periferik kan ornekleridir. Yapilan
istatistiki analizler sonucu hasta ve saglikli ornek grubu arasindaki tekli niikleotit
polimorfim alellerinin frekans farkliliklar1 hesaplanmis ve genetik yatkinlik ile kanser

riskindeki artiga sebep olabilecek genetik belirtecler belirlenmistir.

Popiilasyon temelli asosiyasyon c¢alismalarinda oncelikle Hardy-Weinberg dengesi kontrol
edilir. Sonrasinda ise genetik belirtecler ve hastalik lokusu arasindaki asosiyasyonu

Olgebilmek igin Cochran-Armitage Ki-kareli egilim testi ve alel hasta kontrol testi
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uygulanmistir. Cizelge 4-5te gosterildigi sekilde iki alelli belirte¢ tablosu olusturulmus,

1019 sporadik kolorektal kanser ve 948 saglikli kontroliin analizinde bu testler

kullanilmustir.

Cizelge 4-5. Hasta-Kontrol ¢alismalarinda genotip dagilimi (38)
Genotip | AA | Aa | aa | Toplam

Hasta o I I R

Kontrol | so | S1 | S S

Toplam | ng | n; | Ny N

Cochran-Armitage’in ki-kareli egilim testi ve alel vaka-kontrol testi igin istatistikler
sirastyla denklem (1) ve (2)’de verilmektedir (38).

> NIN(r,+2r,)—R(n, +2n,)?

AT T RIN=R)[N(n, + 4n,) — (n, +2n,)] @

) 2N[2N(r, +2r,) = 2R(n, +2n,)J?

A= 2R)2(N —R)[2N(n, +2n,) — (n, +2n,)7] 2

Sifir hipotezi, bu analizler i¢in, genetik belirte¢ ve hastalik lokusu arasinda asosiyasyon
yok olarak kurulur. Bu iki istatistik de, sifir hipotezi altinda, asimptotik olarak, yani biiyiik
orneklemlerde, bir serbestlik dereceli ki-kare egilim dagilimini takip eder. Bu dagilim ile p-
degerleri hesaplanmis ve iliskili lokus ve belirtegler belirlenmistir. Bu tip veriler i¢in,
lojistik regresyon ve skor testleri de yukarida bahsedilen testlerle iliskili veya denk
oldugundan, c¢aligmamizda sadece bu ki-kare testlerinin uygulanmasinin yeterli
goriilmiistiir. Ayni veri setine birden fazla istatistiksel test uygulamamizdan kaynaklanan ve
bu tip veriler i¢in hep gegerli olan ¢oklu test diizeltmesi (‘multiple testing correction’) de

uygulanmugtir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. DNA MIKTAR, KALIiTE VE BUTUNLUK ANALIZLERI

DNA izolasyon, miktar, kalite ve biitiinliik analizleri Dr. Ozge Cumaogullar1 tarafindan
TUBITAK 1125348 nolu proje dahilinde gerceklestirilmistir. Yapilan DNA izolasyonlar1
sonucunda DNA o6rneklerinin kalite ve miktar tayini spektofotometrik 6l¢tim ile Nanodrop
cihazinda yapilmistir. (Cizelge 5-1).

Cizelge 5-1. DNA orneklerinin maksimum minumum degerleri

DNA Ol¢iim Minimum/Maksimum
Degerleri
Konsantrasyon (ng/ul) 25-1369
Ao260/280 1,8-1,9
A,260/230 1,9-2,30

5.2. KASPANALIZLERIi

KASP genotiplendirme deneyleri 1967 ornek iizerinde, Avrupa’da genis c¢apta calisma
ornekleri ve yliksek istatistiki veriler ile tanimlanmis ve KRK ile iligkilendirilmis 26 TNP
arasindan sectigimiz 9 TNP ile gergeklestirilmistir. Calisma planinin genel goriintiisii

Cizelge 5-2’te verilmistir.

Yapmis oldugumuz kapsamli literatlir arastirmalari sonucu, Avrupa’da yapilmis olan
genom boyu asosiyasyon c¢alismalarindan elde edilen yliksek istatistiki veriler ile KRK ile
iliskilendirilmis olan 25 TNP belirlenmistir (Cizelge 5-3). 7 TNP g¢alisma grubumuz
tarafinda analiz edilmis ve 1 TNP p<0,05 degeri ile anlamli bulunmustur. Bu tez
calismasinda, TNP’ler arasindan 9 tanesinin se¢imi, yakinindaki genler, TNP’lerin genlere
gore durumu, kolorektal kanser veya kanser yolaklarinda rol alma durumu, literatiirdeki
diger ¢alismalardaki varlig1 ve literatiirde rastlanma siklig1 gibi kriterlere gére yapilmistir

(Cizelge 5-4).

1967 ornek toplamda 6 plakaya dagitilmistir. Her plaka ikiser kuyu olmak tizere negatif
kontrol icermektedir. Plakalarin 6rnek diizeni ve TNP’lerin rs numara bilgileri Ek-2 ve Ek-

3’te verilmistir.
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e Plaka 1: 376 6rnek
e Plaka 2: 376 6rnek
e Plaka 3: 376 6rnek
e Plaka 4: 376 6rnek
e Plaka 5: 288 6rnek
e Plaka 6: 178 ornekten olusmaktadir.

Cizelge 5-2. 1967 Ornek ve 9 TNP KASP Deneyleri Genel Goriiniimii

PLAKA1 | PLAKA?2 | PLAKA3 | PLAKA4 | PLAKAS5 | PLAKAG6
TNP1 TNP1 TNP1 TNP1 TNP1 TNP1
TNP2 TNP2 TNP2 TNP2 TNP2 TNP2
TNP3 TNP3 TNP3 TNP3 TNP3 TNP3
TNP4 TNP4 TNP4 TNP4 TNP4 TNP4
TNPS TNPS TNP5 TNP5 TNPS TNPS
TNP6 TNP6 TNPG6 TNPG6 TNP6 TNP6
TNP7 TNP7 TNP7 TNP7 TNP7 TNP7
TNP8 TNP8 TNP8 TNP8 TNP8 TNP8
TNP9 TNP9 TNP9 TNP9 TNP9 TNP9

Cizelge 5-3. Avrupa’da yapilan genom boyu asosiyasyon calismalar1 sonucu KRK iligkili

TNP’ler

Kromozom | Yakin Gen(ler) TNP rs p degeri Referans
Lokusu numarasi
1025.3 LAMC1 Rs10911251 | 1.75x10° Whiffin vd. 2014
1941 DUSP10 Rs6691170* | 9.55x10™ | Houlston vd. 2010
3g26.2 | TERC, MYNN | Rs10936599 | 3.39x10° Houlston vd. 2010
6p21.2 CDKN1A Rs1321311 | 1.14x10"° Dunlop vd. 2012
8023.3 EIF3H Rs16892766 | 3.3x10 " | Tomlinson vd. 2008
8g21.1 | CCAT2/CASC8 | Rs6983267 * | 3.16 x10™ Zanke vd. 2007,
Tomlinson vd. 2007
10p14 GATA3 Rs10795668 | 2.5x10 ° | Tomlinson vd. 2008
10024.2 - Rs1035209 * | 4.54x10™ Whiffin vd. 2014
11q13.4 POLD3 Rs3824999 | 3.65x10 "7 Dunlop vd. 2012
11923.1 FLJ45803 Rs3802842 | 5.8 x 10™ Tenesa vd. 2008
12p13.32 CCND2 Rs3217810* | 2.16x10™"° Whiffin vd. 2014
12913 DIP2B, ATF1 | Rs11169552* | 1.89x10™° | Houlston vd. 2010
12913 DIP2B, ATF1 | Rs7136702* | 4.02 x10® | Houlston vd. 2010
14022.2 BMP4 Rs4444235 | 8.1x10™ Houlston vd. 2008
14022.2 BMP4 Rs1957636 | 1.36x10° | Tomlinson vd. 2011
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15q13.3 | SCG5, GREM1 | Rs4779584 | 4.44x10™ Jaeger vd. 2008,
Tomlinson vd. 2011
15q13.3 | SCG5, GREM1 | Rs16969681 | 5.33x10° Jaeger vd. 2008,
Tomlinson vd. 2011
15q13.3 | SCG5, GREM1 | Rs11632715 | 2.30x10°"° Jaeger vd. 2008,
Tomlinson vd. 2011
16022.1 CDH1 Rs9929218 4.6x107 Houlston vd. 2008
18q21.2 SMAD7 Rs4939827 | 1.0x 10 | Broderick vd. 2007
19913.11 RHPH2, Rs10411210 | 4.6 x107 Houlston vd. 2008
GPATCH1
20p12.3 BMP2 Rs961253 2.0x107° Houlston vd. 2008,
Tomlinson vd. 2011
20p12.3 BMP2 Rs4813802 | 7.52x10°'" | Houlston vd. 2008,
Tomlinson vd. 2011
20013.33 LAMAS Rs4925386* | 1.89x10™° Houlston vd. 2010
Xp22.2 SHROOM?2 Rs5934683 | 7.30x 10" | Dunlop vd. 2012

*igaretli TNP’ler caligma grubumuz tarafindan 6nceden analiz edilmistir.

Cizelge 5-4. Tez ¢alismasinda analiz edilen TNP listesi

TNP | Kromozom | Yakin Gen(ler) TNP rs Genlere gore durumu | P Degeri Referans
No Lokusu numarasi
1 6p21.2 CDKN1A Rs1321311 5" intergenik 1.14x10"°| Dunlop vd.
2012
2 15q13.3 | SCG5, GREM1 | Rs4779584 GREMI igin 5' 4.44x10% | Jaeger vd.
intergenik 2008,
Tomlinson
vd. 2011
3 18¢21.2 SMAD7 Rs4939827 intronik 1.0 x 10™ | Broderick vd.
2007
4 8923.3 EIF3H Rs16892766 5" intergenik 3.3x10 ™| Tomlinson
vd. 2008
5 11923.1 FLJ45803 Rs3802842 intronik varyant 58x10"| Tenesa vd.
(COLCA1/2) 2008
6 10p14 GATA3 Rs10795668 | 3'intergenik, \cRNA [2.5x10 " | Tomlinson
iginde vd. 2008
7 14922.2 BMP4 Rs4444235 5" intergenik 8.1x10° | Houlston vd.
2008
8 16g22.1 CDH1 Rs9929218 intronik 4.6x10?° | Houlston vd.
2008
9 20p12.3 BMP2 (CAS20) Rs961253 BMP2 5'(uzak), CAS20 | 2.0x10° | Houlston vd.
5'(yakin) 2008,
Tomlinson
vd. 2011
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5.3. HAM VERILERIN ANALIiZi

Plakalara dagitilan DNA oOrnekleri {izerine KASP karisimi eklendikten sonra Hydrocycler
cihazinda alel spesifik PCR ile TNP lokusunun verdigi floresan 1s1ma Omega cihazinda
Olciilmiistlir. Alinan 6l¢iim sonuglart Kluster Caller adli program ile goriiniir hale getirilip
analiz edilmistir. Program her bir kuyudan gelen 1sima sinyallerine gore alellerin
homozigot veya heterozigot olmasi durumuna goére Ornekleri XY diizleminde
konumlandirir. Analiz sonuglar1 “csv” dosya formatinda alinarak istatistiksel analize hazir
hale getirilir. Sekil 5-1 ve Sekil 5-2’te Kluster Caller programi analiz goriintiileri ve csv

dosya formatinda sonug goriintiileri verilmistir.

KltisterCaller =

et

2 20170621_52P Pate 5] (SN 14 779504)
T0R21_S2P6_1 [YARIM] [SNP a4 779584]
2017062152941 [VARM] [SNP o4 779684
20170621 _S2P02 [Piate 6] [SNP 104 779604]

20170622_5301_1 [FULL YATAY] [SNP 4930827

{ 20170622_539 11 FULL YATAY] [SNP re4909027)
3912 Prate 1) [SNP r04339827)

¥ 20170622_53P2_1 FULL DIEY] [SNP rnd)8627)

20170622_83P 1 [FULL YATAY] [SNP 54930827]
7 20170622_S39 22 [Plate 3| (8NP
20170623_S3P4_1 [PULL DIKEY) [SNP re4930827]
U 2017062)_8364x1 [FULL DIXEY] [SNP 194339627]
2 20170623_53P42 [Prate 4] [SNP 4939827
2017062)_8395_1 [FULL DIKEY) (SN 154930827)
2 201

3_S3PSa1 [FULL DEY] [SNP 154339627)

2 20170623 _S3P02 [Prate 6] [SNP 194339027)
% 2017064_84P1_1 [FULL YATAY] [SNP 1516092706)

2017064_S4P 1) [FULL YATAY] [SNP 16892706)
2 20170624 54142 [Prate 1] [SNP 1 16092766)

4 20170624 _S4P221 [PULL DWEY] [SNP 1016052766)

Sekil 5-1. KlusterCaller programi temsilen sec¢ilen rs4939827 analiz goriintiisii

X — : F y [ S B > Otomatik Toplam =~ A

Y3 o oA A 5 Metni Kaydic Genel & &) £ B & & [x] ¥ Doldur~ z

Yoprstr clEc | BrA- S B o @ | Kojullu  TabloOlarak Hicre  Ede  SI  Bigim Swalay
it e BT A S A ES Birlestin ve Ortala % b i < Biinbendi - St~ - v & Temidle~
fno YanTiph n Haalama & san n Stller Haaeler Dazenteme

At - | LabKodu
P v [ o | & £ 6 H | 1 ] 3 L ) N | o e | a ® s [ u
1 [(ab Kodu]Grubu _ Dog. Bolgesi Do i _ia. i Dog. Tarini Ginsiyet. Lab. Kayit Tar. Kan Alim Tar, Doktor Ady/Soyadt 151079568 rs1321311 rs16892766 rs3802842 rsaAdA235 rsA779584 154939827 rs961253 1s9929218
8 [13/083 Konuol igAnadolu Swas igAnadoluAnkara 1940 Erkek 27062013  27.062013 Cihangir Akl |AA GG AA aA_cr o hid [
9 |13/08¢ Galigma Karadeniz  Gorum  Karadeniz Corum 195  Erkek 27062013  27.062013 CihangirAkol GG 16 AA A et cc bid A 6s
10113/086  Calizma Akdeniz Hatay  Akdeniz Hatay '1960 Xadin 04072013 04072013 Ayhan kuzu GG L) cA AA cc cc cr cA GG
11 13/087 Gangma ig Anadolu  Kirgehir i AnadoluAnkara 1950 Erkek 04072013 02072013 BalentErkek  |GA GG AA AR e cc T cA  aa
12/13/088 Kontrol Karadeniz  Samsun IgAnadoluAnkara 1978 Erkek 0407.2013 28062013 CihangirAkyol |GG GG AA AA o1 cc il cA GG
13113/089  Konwol I¢Anadolu  Kinikkale Ic AnadoluAnkara "1960 Kadin 04072013 0207.2013 Cihangir Akyol |AA 6 AA cA cr cc cr AA GG
18 13/0%0 Konwol Marmora  Bileck Marmara Bilecik 1980 Erkek 04072013 02072013 66 16 AA @ cc cc cc A GG
15113/091 Calgma Marmara  Balikesir Marmara Balikes(1544  Erkek 08072013 05072013 Ayhankwzu  |GA GG AA A er  ecc T e 66
16/13/092 Caigma icAnadolu  Ankara icAnadoluénkaraiST3  Erkek 0807013 0507013 BllentErkek |G GG A AT ad cc 66
17.13/093 Caisma Karadeniz  Trabzon Karadeniz Trabzon1$59  Erkek 08072013 02072013 OrReyjan Yildim GA 6 A o 2] o cc o A
18 13/03¢ CalgmaKaradeniz  Rize  Keradeniz Rize 195 Erkek 0807013 03072013 OrMehmetUiusalGG 6 AR A cc = ol A 66
19 13/095 Konwol igAnadolu  Kirjehir igAnadolunkara 1859 Erkek 08072013 05072003 ClnangirAkyol |GA GG A AT = c A GG
201309 Konuol Karadeniz  Rize  Marmera istanbuiS50  Erkek 08072013 03072013 Prof Dr Mithat Ker GA 66 A A cc o cc < 6%
2113/097 Konwrol GuneyDofu A Sanlurfa Akdeniz Adana 1961  Kadin 10072013 0L07203 Sefalryszci |GG 6 aA cc c1 cc o1 AR GG
22(13/098 Konwol Akdeniz  Adana 959 Ekek 10072013 01072013 SefsOryona GG 5] AA A et cc cc cc 66
2313/099 Konwwol Akdeniz  Adana 941 Kadn 10072013 01072013 SefaOnyanc  |GA 66 ca aA et cc had o A
24 13/100 Kontrol Dofu AnadoluBitiis _ Akdeniz  Adana Kadn 10072013 08072013 SefaOranci GG 21 ca AA cT  cc cc AA GG
25 13/101 Konwrol GiineyDogu A GazianteyAkdeniz Adana "I98 Kadi 1007013 0807013 SefaOzpozci |GG 16 AA AT o< [ Y
26/13/102 Konwol GineyDoguAMardin  Akdeniz Adana 1982 Kadm 10072013 08072013 SefaOrama  |AA 6 AA AT cc T cA 66
2713/105 Kontrol IAnadolu  Ankara IgAnadoluAnkara"iST7  Kadin 17072013 16072013 Ahankum  |GA 6 AA A e cc cc 66
28 13/10¢ Konwol Akdeniz  OsmaniyeAkdeniz Osmanii%52  Kadn 10072013 0807013 Sefalamazai  |GA GG aA At cc T < 6o
2013/105 Calsma Karadeniz  Tokat Marmara Bolu 1851  Erkek 10072013 02072013  Prof. Or.N. SengdlGA 6 A A cc = cr 6t
30/13/106 Konuol Mamara  Bolu  Mammara Bolu 1854 Kadin 10072013 09072013  Prof. Or.N. Seng0/GA 6 Ak A ec cc et « 66
3113107 CaigmaMamara  Bolu  Marmera Bolu 14  Kadn 1007013 04072013  Prof.Or.N. 5engu GG e AA ca et o ot < s
32 13/106 Konwol Karadeniz  Tokst  Mamera Bolu 1566 Kadin 10072013 08072013 Prof.Or.N. Sengy/G:A T an @ e o< ot A 66
3313/109 Konuol Mamara  Bolu  Marmara Bolu 1975 Kadin 10072013 02072013  Prof.Dr.N. Sengu AA T A cA et o cc (Y
3813110 CansmaicAnadolu  Kayseri Ege  Mufia 3953 Erkek 10072013 10072013 Suleyman DenizKGA 16 AA YR cc € e 6%
3513/111 Caigma igAnadolu  Gankin i AnsdoluAnkara 1961 Erkek 10072013 10072013 Sileyman DenizKGG L] 2 A cc o1 A 66

Sekil 5-2. Analiz sonuglarinin .csv formatindaki goriiniimii
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5.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ
5.4.1. Asosiyasyon Analizi

1967 6rnekte 9 TNP icin yapilan genotiplendirme analizleri i¢in Ki kare testi kullanilmastir.
Ki kare testi ile beklenen ve gozlenen arasindaki fark saptanmistir. Analizler; tiim Tiirkiye,
dogum vyeri, ikamet adresi 7 cografik bolge esas alinarak yapilmistir. Asagidaki
cizelgelerde yapilan analizlerin sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 5-5. Tiirkiye geneli istatistiki olarak anlamli bulunan TNP listesi

SNP | rs Numarasi | n Kayip Ki- p-degeri | Kromozom | Gen Sembolii
veri (n) Kare
1 | Rs1321311 | 1967 52 14,077 | 2x10™** 6p21.2 CDKN1A
2 | Rs4779584 | 1967 119 1,04 | 0,3078 | 15913.3 | SCGS5, GREM1
3 | Rs4939827 | 1967 44 7,261 | 7x10°* 18g21.2 SMAD7
4 | Rs16892766 | 1967 66 16,513 | 1x10™** 8023.3 EIF3H
5 | Rs3802842 | 1967 40 8,272 | 4x10°* 11923.1 FLJ45803
(COLCA1/2)
6 |Rs10795668 | 1967 30 5,601 | 0,0179* | 10pl4 GATA3
7 | Rs4444235 | 1967 25 5,786 | 0,0162* | 14q22.2 BMP4
8 | Rs9929218 | 1967 29 0,103 | 0,7485 | 16022.1 CDH1
9 Rs961253 | 1967 32 11,231 | 8x10™** 20p12.3 | BMP2 (CAS20)

*istatistik olarak anlamli bulunanlar

Tiirkiye genelinde analiz ettigimiz 9 TNP arasindan 7 tanesinin (rs1321311, rs4939827,
1516892766, rs3802842, rs10795668, rs4444235 ve rs961253) p degerleri 0,05’ten diisiik
cikmistir. Cikan bu sonuglar 7 TNP’nin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir

(Cizelge 5-5).

Orneklerin dogum yeri bolgesine gore ki-kare testi yapildiginda p degeri 0,05’ten diisiik
olan 6 TNP icin 10 farkli p degeri bulunmustur. Dogum yeri bilgilerine I¢ Anadolu’da
rs1321311 ve rs16892766, Dogu Anadolu’da rs1321311, rs4939827 ve rs16892766,
Akdeniz’de rs1321311 ve rs4779584, Karadeniz’de rs16892766, Marmara’da rs10795668,
Giiney Dogu Anadolu’da ise rs961253 anlamli bulunmustur (Cizelge 5-6).
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Cizelge 5-6. Dogum yeri bilgilerine gore Tirkiye’nin 7 bdlgesinde istatistiksel olarak
anlamli bulunan TNP’lerin listesi

Dogum Yerine Gore Ki-Kare Testi p<0,05 Olan TNP'ler

rs Numarasi Bolge n | Kayip (n) | Ki-Kare | p-degeri | p<0.05 | p<0.1
I¢ Anadolu 349 5 10.387 | 0.0013 * *
rs1321311 Akdeniz 289 12 6.649 0.0099 * *
Dogu Anadolu 240 6 6.546 0.0105 * *
rs4779584 Akdeniz 289 23 4.099 0.0429 * *
rs4939827 Dogu Anadolu 240 7 29.007 | 0.0092 * *
I¢ Anadolu 349 12 4.813 0.0282 * *
rs16892766 Dogu Anadolu 240 6 6.271 0.0123 * *
Karadeniz 491 16 6684 0.0097 * *
rs10795668 Marmara 263 7 10414 | 0.0013 * *
rs961253 Giineydogu Anadolu |118 1 5.378 0.0204 * *

Yapilan genotipleme analizleri sonucu ikamet yeri bilgilerine gore ki-kare testi uygulanan
orneklerde 7 TNP 13 farkl1 0,05°ten kiigiik p degeri ile degisik bolgelerde kolorektal kanser
ile iliskili cikmistir. Ic Anadolu’da rs1321311, rs4939827, rs16892766, Akdeniz’de
rs1321311, rs4779584, rs4939827, rs16892766, Dogu Anadolu’da rs1321311 ve
rs10795668, Karadeniz’de rs16892766, Giineydogu Anadolu’da rs4444235, Marmara
bolgesinde ise rs10795668 ve rs961253’lin p degerleri 0,05’ten diisiikk ¢ikmustir (Cizelge
5-7).

Cizelge 5-7. Ikamet bolgesine gore Tiirkiye’nin 7 bolgesinde istatistiksel olarak anlaml
¢ikan TNP listesi

ikamet Bolgesine Gore Ki-Kare Testi p<0,05 Olan TNP Listesi

rs Numarasi Bolge n | Kayip (n) | Ki-Kare | p-degeri | p<0.05 | p<0.1
I¢ Anadolu 386 5 5,192 0,0227 * *
rs1321311 Akdeniz 348 14 12,34 4,00E-04 * *
Dogu Anadolu 127 5 5,279 0,0216 * *
rs4779584 Akdeniz 348 26 6,299 0,0121 * *
I¢ Anadolu 386 6 4,816 0,0282 * *
154939827 Akdeniz 48| 8 4107 | 00427 | = *
I¢c Anadolu 386 13 6,729 0,0095 * *
rs16892766 Akdeniz 348 13 5 0,0253 * *
Karadeniz 330 10 5,013 0,0252 * *
Dogu Anadolu 127 1 4,155 0,0415 * *
rs10795668 Marmara 49| 9 1068 | 00011 | = *
rs4444235 Guneydogu Anadolu | 50 0 5,784 0,0162 * *
rs961253 Marmara 419 11 6,409 0,0114 * *
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6. TARTISMA VE SONUC

Kompleks hastaliklarda etkin olabilecek genetik bilesenlerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in mevcut
en etkin yaklasim olan genom boyu asosiyasyon c¢alismalart 2 asamali olarak
planlanmaktadir. Birinci agsamada genis hasta ve kontrol popiilasyonlarinda tiim genomun
taranmas1 yolu ile hastalikla iligkili TNP’ler saptanmakta, ikinci asamada ise bu TNP’ler
bagimsiz ve genis hasta, kontrol popiilasyonlarinda valide edilmektedir. Kompleks
hastaliklarda ilgili hastalikla iligkili bulunmus olan TNP’lerin bagka popiilasyonlarda
calisiimast durumunda bu iliskinin tekrar tespit edilememesi durumu ile sikca
karsilasilabilmektedir (33,34). Bu durum asosiyasyon c¢aligmalar1 6zellikle dar hasta,

kontrol gruplar ile yapildiginda ortaya ¢ikmaktadir.

Diger yandan kompleks hastaliklarda hastaliga genetik yatkinlik profili toplumdan topluma
da farklilik gosterebilmektedir (33,34). Iste bu nedenlerden 6tiirii bu tez calismasinda
Avrupa popiilasyonlarinda KRK ile iligkili bulunmus TNP’lerin Tiirk popiilasyonunda

KRK ile iligkili olup olmadig1 sorgulanmak istenmistir.

Bu amagla, bu tez calismasinda Avrupa popiilasyonlarinda genis ¢apta popiilasyonlarda
yapilmis ve yiiksek istatistiki degerler ile kolorektal kanser ile iliskilendirilmis olan tekli
niikleotit ¢alismalar1 derin bir literatiir arastirmasi ile belirlenmis ve s6z konusu tekli
niikleotit polimorfizmlerinden segilen TNP’ler genis captaki Tiirk popiilasyonunda

dogrulanmistir.

Avrupa popiilasyonunda tanimlanmig 25 TNP’den (Cizelge 5-3) 7 tanesi daha Once
grubumuz tarafindan calisilmis ve yalnizca TNP (rs6983267) KRK ile iligkili bulunmustu.
Bu c¢alismada ise bu TNP’lerden 9 tanesi se¢ilmistir (Cizelge 6-1). TNP’lerin se¢imi, p
degerleri, yakinindaki veya icinde bulundugu genler, kanser ve kolorektal kanser

yolaklarinda rol almalari, literatiirdeki yeri ve rastlanma siklig1 gibi kriterler ile yapilmistir.

Avrupa popiilasyonunda tanimlanmis olan TNP’lerin analiz edilmesinin amaci ise,
Tiirkiye’ye cografik yakinlig1 ve toplumlar arasindaki benzerliktir. Tiirklerin yakin zamana
kadar olan tarihine baktigimizda Orta Asya’dan baslayan ve Avrupa’ya kadar uzanan bir
go¢ geemisi vardir. Bu da toplumlarin siirekli etkilesim i¢inde olmasina neden olmaktadir.

Ayrica Tiirkiye’nin jeopolitik konumuna baktigimizda ise 6nemli ticaret yollar1 lizerinde
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bulundugunu bilmekteyiz. Tekli niikleotit polimorfizmleri gibi bireyler arasinda ve
poplilasyonlar arasinda farklilik gosteren genetik varyasyonlar genetik belirtecler olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢esitlilikten dolayr popiilasyonlarin kendi i¢inde anlamli olan
polimorfizmleri belirlemeleri gerekmektedir. Yapilan ¢alismalara baktigimizda ise Tiirk
poplilasyonunun Avrupa toplumuna O6zellikle Giiney Avrupa ve Akdeniz gen havuzuna

genetik olarak daha ¢ok benzedigi goriilmiistiir (40).

Tez calismasinda analiz edilen TNP’lerin bilgileri, yakinindaki genler ve genlere gore
durumu ve referanslar1 (rs1321311, rs4779584, rs4939827, rs16892766, rs3802842,
rs10795668, rs4444235, rs9929218, rs961253) Cizelge 6-1’de gosterilmistir (41-46).
Yapilan Cochran-Armitage Ki-kareli egilim testi ile p<0,05 olan istatistiki olarak anlamli
bulunmus olan 7 TNP vardir (rs1321311, rs4939827, rs16892766, rs3802842, rs10795668,
rs4444235, rs961253).

Cizelge 6-1. Tez ¢alismasinda analiz edilen ve anlamli bulunan TNP’ler

SNP | rs Numarasi | n Kayip Ki- | p-degeri | Kromozom | Gen Sembolii
Veri | Kare

(n)
1 | Rs1321311 [1967| 52 [14,077|2x10™* | 6p21.2 CDKN1A

2 | Rs4779584 |1967| 119 1,04 | 0,3078 | 15913.3 SCG5,
GREM1

3 | Rs4939827 [1967| 44 | 7,261 | 7x10°* | 18921.2 SMAD7
4 |Rs16892766(1967| 66 |[16,513|1x10™*| 8¢23.3 EIF3H

5 | Rs3802842 [1967| 40 | 8,272 [4x10°*| 11q23.1 | FLJ45803
(COLCAL/2)
6 |Rs10795668(1967| 30 | 5601 |0,0179*%| 10pl4 GATA3
7 | Rs4444235 [1967| 25 | 5,786 |0,0162%| 14022.2 BMP4
8 | Rs9929218 [1967| 29 | 0,103 | 0,7485 | 16q22.1 | CDH1
9 | Rs961253 [1967| 32 |11,231|8x107*| 20p12.3 BMP2

(CAS20)

*[statistiki olarak anlamli bulunanlar

Tez c¢alismasinda analiz edilen ve anlamli bulunan TNP’lerin literatiir taramasi
yapildiginda ise farkli popiilasyonlar yapilmis bircok calismada bu polimorfizmlerin
sporadik kolorektal kanser ile iliskilendirildigi goriilmektedir. Asagidaki cizelgede bu
polimorfizmlerin analiz edildigi popiilasyonlar, hasta/kontrol sayilari, p degerleri ayrintili

bir sekilde verilmistir (Cizelge 6-2).
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Cizelge 6-2. Tezde analiz edilen TNP’lerin literatiir taramasi

rs Numarasi| Kromozom Gen Hasta/K p Degeri Popiilasyon Kaynak yil Analiz Sonug
ontrol
Rs1321311 6p21.2 CDKN1A | 21096/ 1.14x107° Avrupavel | Dunlopvd. | 201 | Meta-Analiz KRK iligkili
19555 Japon 2
1160/ 4.2x10° Avrupa, Kantor vd. | 201 |Genotiplendirme| KRK iliskili
9180 Amerika 4
776 <0.05 Kore Kang vd. 201 |Genotiplendirme|TT genotipi
5 kot
Hayatta
kalimla
iligkili
Rs4939827 | 18qg21.2 SMAD7 7423/ 1.0 x10™ Avrupa Broderick vd. | 200 |Genotiplendirme| KRK iliskili
5984 7
10731/ 1.7x10° Avrupa Tomlinson | 200 |Genotiplendirme| KRK iliskili
10961 vd. 8
17457/ 7.8x107% Avrupa, Tenesa vd. | 200 |Genotiplendirme| KRK iliskili
16353 Kanada, 8
Japonya israil
Rs16892766| 8qg23.3 EIF3H 10731/ 33x107° Avrupa Tomlinson | 200 |Genotiplendirme| KRK iligkili
10961 vd. 8
684 1x 10" Avrupa, Talseth- 201 |Genotiplendirme| KRK iligkili
Avusturalya | Palmer vd. 1
927 0,003 Avusturalya, Win vd. 201 |Genotiplendirme| KRK iligkili
Amerika, 3
Kanada
34620/ <0,001 Beyaz irk, Li vd. 201 Meta-Analiz KRK iliskili
39296 Afrika 5
Rs3802842 | 11g23.1 | COLCA1/2 | 3311/ 4x10° Avrupa, He vd. 201 |Genotiplendirme| KRK iligkili
4466 Amerika, 1 (Avrupal
Japon, Afrika Amerikan)
Hicre Biancolella | 201 Fonksiyonel KRK iligkili
Kaltura 4
1030/ < 0,002 Kanada Peltekova vd. | 201 Fonksiyonel KRK iliskili
1061 4
419 0,04 Avrupa Ghorbanoghli| 201 |Genotiplendirme| KRK iligkili
vd. 6
Rs10795668| 10p14 GATA3 10731/ 6.9 x10™? Avrupa Tomlinson | 200 |Genotiplendirme| KRK iligkili
10961 vd. 8
489/781 < 0,05 Amerika Burnett- 201 |Genotiplendirme| KRK iligkili
Hartmanvd. | 4
37294/ <0,001 Avrupa, Hong vd. 201 Meta-Analiz KRK iliskili
41037 Amerika, 6
Asya, Afrika
Rs4444235 | 14q22.2 BMP4 20186/ 8.1x107"° Avrupa Houlston vd. | 200 Meta-Analiz KRK iliskili
20855 8
4327 0,0015 Avrupa Morris vd. | 201 |Genotiplendirme| CC aleli
5 kotu
hayatta
kalimla
iliskili
58626/ <10™ Beyaz irk, Zhou vd. 201 Meta-Analiz KRK iligkili
88068 Afrikan 5 (Avrupa ve
Amerikan, Asya)
Dogu Asya
Rs961253 20p12.3 BMP2 20186/ 2.0x107° Avrupa Houlston vd. | 200 Meta-Analiz KRK iliskili
(CAS20) | 20855 8
24910/ 1.89 x10™® Avrupa Tomlinson | 201 |Genotiplendirme| KRK iligkili
26275 vd. 1
641/ <0,001 Cin, Avrupa Zheng vd. | 201 |Genotiplendirme| KRK iliskili
1037 2 / Metaanaliz
29859/
29696
641/ 2.0x107° Gin, Avrupa | Khanvd. | 201 |Genotiplendirme| KRK iliskili
1037 3 / Metaanaliz
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r1321311, p=2x10*

rs1321311 G>T degisimi 6p21.2°de yer almaktadir ve p=2x10" degeri ile calisma

grubumuzda kolorektal kanser ile iligkili bulunmustur.

Literatiire baktigimizda ise rs1321311 degisimi farkli caligmalarda kolorektal kanser ile
iliskili oldugu gosterilmistir (42,47,48). rs1321311 polimorfizmini tasiyanlarin yas,
cinsiyet, viicut kitle indeksi, alkol tiiketimi, sigara kullanimi, menopoz sonrasi hormonlar,
aspirin kullanimi, lifli gida, kalsiyum, folat, kirmiz1 et, islenmis et, meyve sebze gibi
beslenme aligkanliklart olanlarin bagimsiz olarak kolorektal kanser riski tasidigini
gostermistir (48). Dunlop ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklari metaanaliz ¢aligmasi
sonucunda rs1321311 polimorfizminin kolorektal kanser prognozunda Onemli bir
biyobelirteg olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (42). Kang ve arkadaslariin 2015
yilinda yaptig1 bir calismada ise TT genotipinin kotii hayatta kalim sonuglarina neden

oldugu gosterilmistir (47) (Cizelge 6-3).

Cizelge 6-3. rs1321311 polimorfizminin literatiir taramasi

RsNo |[Kromozom| Gen Hasta/ p Degeri |Popiilasyon| Kaynak | Yil Analiz Sonu¢
Kontrol

Rs1321311| 6p21.2 |CDKN1A 21096/ 1.14 x 107" | Avrupa ve | Dunlop |2012 Meta-Analiz KRK Tliskili

19555 Japon vd.

1160/ 42x10° Avrupa, | Kantor |2014| Genotiplendirme | KRK iligkili

9180 Amerika vd.

776 p<0,05 Kore Kang vd. | 2015| Genotiplendirme TT genotipi
kotii hayatta
kalimla iligkili

rs1321311 polimorfizmi yaklasik 21kb yakinindaki CDKN1A (Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 1A veya P21) geni ile kolorektal kanser ile iliskilidir (Sekil 6-1). CDKN1A, siklin
bagimli kinaz inhibitor ailesine ait korunmus gendir. CDKN1A’nin kodladigi p21 proteini
siklin bagimli kinaz 2 ve 4 (CDK2, CDK4)’e baglanarak, G1 fazinda hiicre boliinmesini
inhibe eder. CDKN1A hiicre boliinmesinde, farklilasmada, migrasyonda, senesens ve
apoptoz gibi Oonemli hiicresel yolaklarda rol alir. Bu genin ifadesi p53 geni tarafindan
kontrol edilir. DNA hasar1 gibi stres durumlarinda p53-bagimli hiicre dongiisiiniin G1
fazinda CDK’lara baglanarak CDK substratlarinin fosforilasyonunu inhibe edip hiicre

boliinmesini durdurur. CDKN1A, PCNA (proliferating cell nuclear antigen, DNA polimeraz
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delta kofaktorii)’ya baglanarak DNA replikasyonu ve DNA hasar tamirinde diizenleyici rol
oynar. CDKN1A genini baskilayan herhangi bir gende meydana gelen mutasyon timor
gelisimine neden olmaktadir. MYC (proto-onkogen) geninin ifadesinin artmasi ile CKN1A
geni baskilanir ve tiimorigenez baslar (42,47,49). Azalan p2l1 ifadesinin kolonik

mukozasinda adenomalara sebep oldugu goriilmiistiir (42).

D NC_000006.12: 37M..37M (120Kbp) ~ | Find: v @ Q @ W == RTodsv = | fPTradks~> I -
36,600 | 36,610 K 36,620 K 36,630 K 36,640 K Sl rs1321311 & L 36,670 ¥ 36,680 K 38,690 K 36,700 K 36,71
enes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 108, 2016-06-07
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Sekil 6-1. rs1321311 G>T degisiminin genel goriintlisii

Literatiirdeki bu verilere gore rs1321311 geni hiicre donglisiinde 6nemli role sahip
CDKNI1A geni ile kolorektal kanser ile iliskilendirilmistir. Yapilan GWAS ve metaanaliz
sonuglarina gore ise kolorektal kanser prognozunda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini
gostermistir. Genis c¢aptaki Tiirk popililasyonunda yapmis oldugumuz tez calismasindan
elde edilen p degeri ve hiicre dongiisii ve kanser yolaklarinda énemli rollere sahip olan
CDKNI1A geni diistintildiigiinde ise rs1321311 polimorfizmi kolorektal kanser risk artigina
ve genetik yatkinliga sebep olabilir.

rs4939827, p=7x102

rs4939827 T>C degisimi 18q21.2°de SMAD7 geninin ii¢iincii intronunda lokalizedir (Sekil
6-2). Tez ¢alisma grubumuzda p:7X10'3 degeri ile kolorektal kanser ile iligkilendirilmistir.
Literatiirde farkli calismalarda kolorektal kanser ile klinik olarak iliskilendirilmistir
(41,44,46). OMIM veri tabanmna bakildiginda ise rs1939827 T>C degisimi SMAD7
genindeki degisimlerden kaynakli olarak CRCS3 (colorectal cancer, susceptibility to 3,
#612229) ile risk faktorii oldugu bildirilmistir.

£) NC_000018.10: 43M..49M (148Kbp) ~ | Find v q Q % ==

X 46,960 K 48,870 X 48,890 ¥ 48,89 K 48,900 X [48.910 K 48,920 K 48,940 X 48,950 K 43,960 ¥ 48,970 K
oo facter L 19
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Sekil 6-2. rs4939827 degisiminin genel goriintiisii
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Broderick ve arkadaglarinin 2007 yilinda, 7.473 hasta 5.984 kontrol {izerinde 550.163
isaretli TNP ile yaptiklari genom boyu asosiyasyon calismasi ile SMAD7 geni 3.
intronunda 3 TNP tanimlamiglardir. rs4939827 T>C degisimi p=1x10'12 degeri ile
kolorektal kanser ile yiiksek istatistiki derecede iliskili bulunmustur (41). Tomlinson ve
arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklari genom boyu asosiyasyon ¢alismasi sonuglarina gore
rs4939827 yiiksek istatistiki degerler ile kolorektal kanser risk haritasinda SMAD7 geni
intron 3’te konumlanmistir (46). Tenesa ve arkadaslarimin 2007 yilinda 7 farkli
popiilasyondan 14.500 hasta 13.294 kontrol {izerinde yaptiklar1 genom boyu asosiyasyon
calismasi ile rs4939827 degisimi kolorektal kanser ile iligkili bulunmustur. Rektal
kanserdeki risk faktorii kolon kanserindeki risk faktoriinden daha fazladir (44) (Cizelge
6-4).

Cizelge 6-4. 154939827 polimorfizminin literatiir taramasi

RsNo [Kromozom| Gen |Hasta/| p Degeri [Popiilasyon| Kaynak | Yil Analiz Sonug

Kontrol

Rs4939827| 18212 |SMAD7| 7423/ | | o . 0'12 Avrupa | Broderick [2007| Genotiplendirme | KRK Iliskili
5,984 ’ vd.
10.731/ - Avrupa |Tomlinson [2008| Genotiplendirme [ KRK iliskili

1.7 x 10
10.961 vd.
17457/ o 10'28 Avrupa, |Tenesa vd.[2008| Genotiplendirme | KRK iliskili
16,353 | Kanada,
Japonya
Israil

SMADY7, TGp reseptor 1 (Transforming Growth Factor Receptorl, TGfSRI)’e baglanarak
TGPSRI1'in degradasyonuna neden olur. SMAD7 tarafindan kodlanan niiklear protein, E3
ubikiitin ligaz SMURF2 proteinine baglanir ve bu protein kompleksi sitoplazmaya gegerek
TGPRI ile etkilesime girerek degradasyonuna neden olur. SMAD7 geninin ifadesi TGSR1
tarafindan indiiklenir. SMAD7 ve TGp antogonistik olarak calisirlar. 7Gf biliylime,
farklilasma, inflamasyon, immiin ve immiin olmayan hiicrelerin membran reseptorleri ile

etkilesimi aracilig1 ile fonksiyonlarini diizenleyen bir sitokindir (50).

rs4939827 T>C degisimini literatiirde kolorektal kanser ile gliglii bir risk faktorii olarak
iliskili oldugu bir¢ok ¢alismada bildirilmistir. rs4939827 polimorfizminin iliskili oldugu
SMAD?7 geni ve TGS geni kansere sebep olabilecek yolaklarda birlikte rol almaktadirlar.
Tiirk popiilasyonunda yaptigimiz bu tez caligmasinda ise p=0,007 degeri ile rs4939827
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polimorfizmini tasiyan bireyler kolorektal kanser riski gosterebilir ve genetik yatkinliga

neden olabilir.

rs16892766, p=1x10*

rs16892766 A>C degisimi 8q23.3’te yer almaktadir. 220kb yakinindaki EIF3H (eukaryotic
translation initiation factor 3 subunit H) geni ile kolorektal kanser ile iliskilendirilmistir.
Tez ¢aligmamizda ise p=0,0001 degeri ile anlamli bulunmustur. OMIM veri tabaninda

kolorektal kanserile iligkilendirilmis olan (CRCS6) 8q23 lokasyonunda yer almaktadir
(Sekil 6-3).
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Sekil 6-3. rs16892766 A>C degisimi 8q23.3 genel goriiniimii

Tomlinson ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar1 calismada rs16892766 ve EIF3H
kolorektal kanser ile iliskili bulunmustur (46). Li ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar
bir meta analiz galismasi sonucu rs16892766 degisiminin 34620 hasta 39296 kontrolde
p<0,001 degeri ile beyaz irk ve Afrika popiilasyonunda kolorektal kanser riskini artirici
etkisi oldugu gosterilmistir (51). Talseth-Palmer ve arkadaglarinin 2010 yilinda Lynch
sendromlu 684 bireyde yaptiklar1 ¢alismada 9 TNP incelenmis ve bu TNP’ler arasindaki
rs19892766 A>C degisiminin kolorektal kanser ile iligkili oldugu gosterilmistir (52). Win
ve arkadagslarinin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada rs16892766 degisiminin CC homozigot
alelini tasiyan ve DNA tamir mekanizmasi genlerinden olan MSH2 mutasyonu tasiyan

bireylerin kolorektal kanser riski arasindaki iliskiyi gostermistir (53) (Cizelge 6-5).

Cizelge 6-5. 1516892766 polimorfizminin literatiir taramasi

Rs No Kromozom| Gen | Hasta/ | p Degeri [Popiilasyon| Kaynak [ Yil Analiz Sonug
Kontrol
Rs16892766| 8g23.3 |EIF3H| 10731/ “%1 Avrupa |Tomlinson|2008| Genotiplendirme | KRK iliskili

3.3x10

10961 vd.

684 “ Avrupa, | Talseth- |2011| Genotiplendirme | KRK liskili
1x10

Avusturalya|Palmer vd.

o1



927 1x10™  |Avusturalya| Winvd. [2013| Genotiplendirme | KRK iliskili
Amerika,
Kanada

34620/ | < 0,001 Beyaz ik, Livd. |2015] Meta-Analiz KRK fliskili
39296 Afrika

EIF3H geni, oOkaryotik gen translasyonun baglamasi i¢in gerekli olan Onemli bir
molekiildiir. Hiicre dongiisii, farklilasma, apoptoz gibi birgok biyolojik yolakta onemli
rollere sahiptir. 40S ribozoma baglanarak stabilize eder ve mRNA’nin baslangi¢ kodonunu
taramastyla translasyonu baslatir. Fazla ifade edilmesi kanser hiicrelerine biiylime avantajt

saglar.

Tez calismamizda rs16892766 A>C degisimi p=1x10‘4 degeri ile Tirk toplumu i¢in
anlamli bulunmustur. Literatiirdeki veriler ve tez c¢alismasindaki veriler géz Oniine
alindiginda Tiirk toplumu igin, rs16892766 degisimi ve EIF3H geni kolorektal kanser

riskini artirict etki tagiyor olabilir.

rs3802842 p=4x10~

rs3802842 A>C degisimi 11923.1°de c¢akisan genler olan COLCAl1 ve COLCAZ2
(Colorectal cancer associated 1,2) genlerinin intronik bolgesinde lokalize olan bir
polimorfizmdir. rs3802842 100kb’lik ¢evresinde COLCAL, COLCA2, POU2AF1 (POU
Class 2 Associating Factor 1) ve Cllorf53 (Chromosome 11 Open Reading Frame 53)
genlerine ait 4 farkli ORF (open reading frame) iceren zengin bir bolgede yer almaktadir

(Sekil 6-4).

5 NC_000011.10: 111M.111M (28Kbp) ~ | Find yi@opla @ i ==

ppssocited prptein 2 isoforady ,;4',5‘

Sekil 6-4. rs3802842 A>C degisimi 11q23.1 genel goriiniimii
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Cizelge 6-6. rs3802842 polimorfizminin literatiir taramasi

Rs No Kromozom Gen Hasta/ p Degeri [Popiilasyo Kaynak Yil Analiz Sonug
Kontrol n
Rs3802842 11923.1 | COLCA1/ 3311/ 4x 10'5 Avrupa, He vd. 2011 |Genotiplendirme|KRK iliskili
COLCA2 4466 Amerika, (Avrupali
Japon, Amerikan)
Afrika
Hiicre Biancolella 2014 Fonksiyonel |KRK iliskili
Kiiltiirii
1030/ <0,002 | Kanada | Peltekovavd. | 2014 Fonksiyonel [KRK Tliskili
1061
419 0,04 Avrupa | Ghorbanoghli | 2016 |Genotiplendirme|KRK Tliskili
vd.

Gecmis yillarda yapilan ¢alismalar rs3802842 polimorfizmini erken donem (50 yas dncesi)
ve aile hikayesi olan bireylerde kolorektal kanser riski ile iliskilendirmistir. Lynch
sendromlu ve bu polimorfizmi tasiyan bireylerde kolorektal kanser riski artigina neden
oldugu goriilmiistiir. Aciklanamayan poliplerin oldugu hastalarda ise bu polimorfizm ile
iligkili oldugu bildirilmistir (54). Ghorbanoghli ve arkadaslarmm 2016 yilinda yaptiklar
bir calismada 8q23.3 ve 11923.3 lokasyonlarindaki risk varyantlarinin birbirleri ile ve
kolorektal kanser ile iliskileri analiz edilmistir. Analiz sonuglarina gore, 100°’den fazla
siddetli adenomaya sahip kodominant kalitim gdsteren hastalar ve rs3802842 polimorfizmi
arasinda sinirda bir iligki oldugu gosterilmistir. Dominant ve resesif kalitim modeline ile
kalitim gosteren vel00’den fazla adenomaya sahip hastalar ile rs3802842 polimorfizmi
incelendiginde kolorektal kanser riski ile risk aleli arasindaki iligki egiliminin daha fazla
oldugu goriilmistiir (54). Biancolella ve arkadaslarinin 2014 yilinda 11g23.1 bolgesindeki
risk varyantlarii tamimlamak ve karakterize etmek icin yaptiklar1 ¢aligmada, rs3802842
polimorfizminin tek basina fonksiyonel bir TNP olmadigin1 ama fonksiyonel TNP’ler ile
bagland1 dengesizligi igerinde bulundugunu gostermislerdir. Bu TNP’ler yine ayni
kromozomal bolgede genlerin promotor bdlgelerindeki rs10891246 ve rs7130173
degisimleridir (55). Peltekova ve arkadaglarinin 2014 yilinda Kanada’da 1.030 hasta 1.061
kontrol tizerinde yaptiklar1 ¢alismada COLCAL ve COLCAZ2 transkiriptlerinin rs3802842
degisimi ile korelasyon i¢inde oldugu bildirilmistir (56). He ve arkadaslarinin 2011 yilinda

53




Avrupali Amerikan, Afrikali Amerikan, Havaili, Japon Amerikan ve Latinlerden olusan
2.472 kolorektal kanser, 839 adenoma ve 4.466 kontrol olmak iizere bir ¢ok farkl
popiilasyon iizerinde yapilan c¢alismasinda farkli polimorfizmler ¢alisilmistir. rs3802842

polimorfizmi Avrupali Amerikan popiilasyonunda anlamli bulunmustur (39) (Cizelge 6-6).

COLCAL1 ve onunla ¢akisan COLCAZ2 geni koloraktal kanser yakinlik lokusu igermektedir.
Son yillarda karakterize edilmis olan COLCA1 ve COLCA2 genleri, kars1 zincirlerden
transkribe olan, birlikte diizenlenen genlerdir. Ifade seviyeleri rs3802842 polimorfizmi ile
korelasyon i¢indedir. Kolon dokusunda, COLCAL, eozinofiller, mast hiicreleri, notrofiller,
makrofajlar, dendritik hiicrelerin kristaloid graniillerine baglanan transmembran proteinleri
kodlar. COLCA2, normal epitel hiicreleri, immiin hiicreler ve diger hiicre kokenlerinde ve

timor hiicrelerinde bulunur (56).

Literatiirdeki veriler rs3802842 polimorfizminin kolorektal kanser ile iliskili oldugunu
gostermistir. Tiirk toplumunun genetik yatkinlig1 ve risk faktorlerini belirlemek amaciyla
yaptigimiz tez ¢alismasinda rs3802842 polimorfizmi p=0,004 degeri ile anlamli ¢ikmuistir.
Tiim bu veriler goz {linline alindiginda ise rs3802842 ve koloraktal kanser arasinda Tiirk

toplumu i¢in bir iliski oldugu séylenebilir.

rs10795668, p=0,0179

rs10795668 A>G degisimi 10pl4 konumunda yer almaktadir. Karakterize edilmemis
kodlamayan uzun RNA (LOC105376400) igerisinde bulunmaktadir. Yakin cevresinde
kodlayan herhangi bir gen bulunmamaktadir. rs10795668’¢ en yakin GATA3 geni
bulunmaktadir (Sekil 6-5).

) NC_000010.11: 7.6M..11M (3.0Mbp) ~ | Find: viQopla @ % ==

7.600 K 7,800 K 8 H 8,200 K 8,400 K

Sekil 6-5. rs10795668 A>G degisimi 10p14 genel goriiniimii

Tomlinson ve arkadaglarinin 2008 yilinda yaptiklar: ¢alismada rs10795668 degisiminin tek

basina anlamli olmadigini rs16892766 polimorfizmi ile baglant1 dengesizligi ile kolorektal
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kanser riski olusturdugunu bildirmistir (46). Hong ve arkadaglarinin 2016 yilinda Cin’de
yaptiklar1 ¢alismada rs10795668 polimorfizminin Tomlison’un verilerinden farkli olarak
kolorektal kanser riski olusturdugunu belirtmistir. Calismalar arasindaki farkli sonuglarin
nedenlerini, rs10795668 polimorfizminin Avrupa, Afrika ve Asya popiilasyonlari arasinda
farklilik gostermesi ve yapilan ¢alismalarda kullanilan 6rneklerin yeterliligi ile agiklamigtir
(35). Burnette-Hartman ve arkadaslarinin Amerikan popiilasyonunda 2014 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada rs10795668 polimorfizmi ile adenoma ve ilerlemis adenoma arasinda

iliski oldugunu gostermistir (57) (Cizelge 6-7).

Cizelge 6-7. rs10795668 polimorfizminin literatiir taramasi

RsNo |Kromozom| Gen |Hasta/| p Degeri [Popiilasyon| Kaynak | Yil Analiz Sonug¢
Kontrol

Rs10795668] 10pl4 |GATA3| 10731/ 21" Avrupa [Tomlinson[2008|Genotiplendirme| KRK

6.9 x10- L

10961 vd. Iliskili

489/781| < 0,05 Amerika | Burnett- [2014|Genotiplendirme] KRK

Hartman Mliskili
vd.
37294/ <0,001 Avrupa, |Hongvd. [2016] Meta-Analiz KRK
41037 Amerika, Mliskili
Asya,
Afrika

Tez calismamizda rs10795668 A>G degisimi p=0,0179 ile anlamli bulunmustur.
Literatiirdeki veriler ve polimorfizmlerin popiilasyonlar arasi farklilik gosterebilecegi goz
Oniine alindiginda rs10795668 degisimi Tiirk popiilasyonu i¢in kolorektal kanser riskine ve

genetik yatkinliga neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

rs4444235, p=0,0162

rs4444235 T>C degisimi 14q22.2 konumunda BMP4 (Bone Morphogenetic protein 4)
transkripsiyon baslangi¢ bolgesine yakin bolgede bulunmaktadir. rs4444235 degisimi
BMP4 geni ile koloraktal kanser risk varyanti olarak literatiire gegmistir (Sekil 6-6).

55



) NC_000014.9: 54M..54M (32Kbp) ~ | Find: vi|@ | @ % == A Tools~ = | £ Tracks -

Sekil 6-6. rs4444235 T>C 14q22.2 degisimi genel goriiniimi

Houlston ve arkadaslarimin 2008 yilinda Avrupa popiilasyonunda yaptiklar1 ¢alismada
rs4444235 degisimi kolorektal kanser ile yiiksek oranda iliskili bulunmustur (43). Morris
ve arkadaglarinin 2015 yilinda Avrupa’da yaptiklart calismada rs4444235 degisiminin
mikrosatellit stabil koloraktal kanser ile iliskili oldugu gosterilmistir (58). Zhou ve
arkadaglarmin 2015 yilinda toplam 15 yayindan 58,626 kolorektal kanser ve kolorektal
adenoma ve 88,098 kontrolii kapsayan meta-analiz calismasinda 14q22.2°de lokalize
rs4444235 degisimi Avrupa ve Dogu Asya popiilasyonu igin kolorektal kanser ile
iligkilendirilmistir (59) (Cizelge 6-8).

Cizelge 6-8. 154444235 polimorfizminin literatiir taramasi

rs Kromozom| Gen Hasta/ p Degeri [Popiilasyon|Kaynak| Yil Analiz Sonug
Numarasi Kontrol

Rs4444235| 14g22.2 [BMP4l 20186/ [8.1 x 107"°| Avrupa [Houlston[2008] Meta-Analiz | KRK
20855 vd. Miskili

4,327 0,0015 Avrupa | Morris |2015(Genotiplendirme|CC aleli
vd. koti
hayatta
kalimla
iligkili
58,626/88,068] <10 Beyaz irk, |Zhou vd.[2015( Meta-Analiz | KRK

Afrikan Miskili
Amerikan, (Avrupa
Dogu Asya ve

Asya)

BMP4 geni TGFp ailesinin ligandi olan proteini kodlar. Bu proteinin 7GFJ’ya baglanmasi
ile SMAD ailesi transkripsiyon faktorleri gelir ve aktive olarak gen ifadesini diizenler. Kalp
gelisimi ve adipogenezde rol alir. BMP4 genindeki mutasyonlar Wnt sinyal yolaginin
stirekli aktive olmasina neden olarak proliferasyonun siirekli devam etmesine ve

tiimorigenezin baglamasina neden olur.
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Yapilan calismalar ve tez c¢alismamiz dikkate alindiginda 1s4444235 degisimi
popiilasyonlar arasinda farklilik gostermektedir. Ancak, Avrupa popiilasyonunda kolorektal
kanser riski ile iligskilendirilmistir. Tiirk toplumunda yaptigimiz ¢alismada p=0,0162 degeri

ile istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

rs961253, p=8x10™*

1s961253 A>C degisimi 20p12.3’te BMP2 geninin (Bone Morphogenetic Protein 2) 5’ ucu
yakininda lokalizedir. Ayrica rs961253 yakininda protein kodlamayan gen CASC20 (cancer
susceptibility 20) de bulunmaktadir (Sekil 6-7)

&) NC_000020.11: 6.4M..6.8M (440Kbp) v | Find: v|@ DR @ am == A Tools» =
400 K 45-;~ K £,500 K 5,550 £,600 K 5,650 K 6,700 K 5,750 K
ane n a elease

Sekil 6-7. rs961253 A>C 20p12.3 degisimi genel goriiniimii

Houlston ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklari ¢alismada rs961253 A>C degisimi
kolrektal kanserini artirict etki gdstermektedir. C alelinin homozigot oldugu durumlar
heterozigot oldugu durumlara gore daha fazla risk olusturmaktadir (43). Tomlinson ve
arkadaslarinin 2011°de yaptiklar1 ¢alismada rs961253 degisiminin kolorektal kanser risk
varyantt oldugu ve BMP vyolaklarindaki genetik degisikliklerin kolorektal kanser
yatkinliginin belirlenmesindeki 6nemi gostermistir (45). Khan ve arkadagslari 2013 yilinda
rs961253 degisiminin kolorektal kanser ile iliskisini fonksiyonel ve yapisal olarak gosteren
ilk c¢alismayr yaymlamiglardir (60). Zheng ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklart
calisma ve meta-analizde rs961253 polimorfizminin Avrupa ve Asya popiilasyonlar1 i¢in

kolorektal kanserde risk artigina neden oldugu gosterilmistir (61) (Cizelge 6-9).

Cizelge 6-9. 15961253 polimorfizminin literatiir taramasi

RsNo |Kromozom| Gen | Hasta/ | p Degeri [Popiilasyon| Kaynak | Yil Analiz Sonug
Kontrol
Rs961253 | 20p12.3 BMP2 | 20186/ 2.0 x 10"”’ Avrupa | Houlston [2008] Meta-Analiz |KRK iliskili
(CAS20) [ 20855 |~ vd.
24910/ “*1 Avrupa |[Tomlinson[2011| Genotiplendirme [KRK Tliskili
1,89 x 10
26275 vd.
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641/ <0,001 [Cin, Avrupa| Zheng vd. |2012|Genotiplendirme /[KRK Tliskili
1037 Metaanaliz
29859/
29696
641/ “101Cin, Avrupal Khan vd. [2013|Genotiplendirme /[KRK iliskili
2.0x10 .
1037 Metaanaliz

BMP2 geni TGFJ siiper-ailesinin ligand proteinini kodlar. Bu proteinin TGFf’ya

baglanmasi ile SMAD ailesi transkripsiyon faktorleri gelir ve aktive olarak gen ifadesini

diizenler. Kodlanan protein proteolitik olarak islenir ve disiilfit bagiyla bagli homodimer alt

tiniteleri kemik ve kikirdak gelisiminde rol oynar. BMP2’de meydana gelen mutasyonlar

tiimor olusumuna neden olmaktadir.

1$961253 A>C degisimi tez calismamizda p=8XlO'4 degeri ile Tiirk toplumunda anlamh

bulunmustur. Bu sonuglart literatiirdeki veriler ile degerlendigimizde rs961253, Tiirk

popiilasyonu i¢in kolorektal kanser risk varyanti ve genetik yatkinliga sebep olabilir

seklinde yorumlanabilir.
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Sonuc ve oneriler;

v

Yapmis oldugumuz derin literatiir taramalari sonucunda Avrupa’da genis c¢apl
popiilasyonlar yapilmis kolorektal kanser riski ile yiiksek istatistiki gilic ve
anlamlilik ile iligkilendirilmis 25 tekli niikleotit polimorfizmi belirlenmistir.

25 TNP’den 7 tanesi daha Once calisma grubumuz tarafindan analiz edilmistir.
Yalnizca rs6983267 G>T degisimi 8q24.21°de lokalize olan 1 TNP, Tirk
popiilasyonunda kolorektal kanser ile p=0.0018 anlamlilik degeri ile
iliskilendirilmistir. Diger 6 TNP kolorektal kanser ile iliskili bulunmamustir.

Bu tez galismasinda ise, 9 TNP se¢ilmis ve Tiirk popiilasyonu i¢in analiz edilmistir.
Analiz sonucunda bu 9 TNP’nin 7’si Tiirk toplumunda goriilen KRK igin en diisiik
p=1x10" ve en yiiksek p=0.0179 degerleri ile anlaml bulunmustur.

Anlamli bulunan 7 TNP’nin tez ¢alismamizdaki verileri ve literatiirdeki veriler ile
karsilastirilmast sonucu; TNP ve bu noktalarda bulunan kodlama yapan veya
yapmayan genlerin kolorektal kanser riskini artirici etkisi ve genetik yatkinliga
sebep olabilecegi gosterilmistir.

Calisma sonuglart birlestirildiginde, Avrupa’da sporadik koloraktal kanser ile
iligkilendirilmis 25 TNP i¢inden 16 tanesi Tiirk popiilasyonunda analiz edilmistir.
Toplamda analiz edilen 16 TNP i¢inden 8 tanesi Tiirk popiilasyonunda anlamli
bulunmustur.

Tez calismamiz Tiirkiye’de bdylesine genis ¢apta bir drneklem grubunda sporadik
kolorektal kanser ile ilgili yapilan genom boyu asosiyasyon ¢aligsmalarinin ilkidir.
Elde edilen veriler popiilasyonlar arasinda ¢esitlilik gosteren TNP’ler ile dogrulama
caligmalar1 yapilmasinin, hastalikla ilgili genetik yatkinliklarin belirlenmesindeki
Oonemini gostermistir.

Tez calismamiz sonucunda elde ettigimiz veriler, calisma ekibimizin Tiirk
popiilasyonunda daha once yiirlitmiis oldugu iki asamali GBAC calismas: ile
dogrulamis oldugu 5 TNP ile beraber ileride Tiirk popiilasyonunda kolorektal
kansere genetik yatkinliga sebep olan boélgelerin haritalanmasinda, teshisinde
biyobelirte¢ olarak kullanilmasinda literatiire 6nemli katkilar saglamistir.

Tez calismasi sonucu elde edilen verilerin gelecekte ileri analizleri yapilarak

genetik yatkinliga neden olan faktorlerin belirlenmesi saglanmalidir.
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v" Suana kadar elde ettigimiz ve yapilacak ileri analizler dogrultusunda elde edilecek
olan veriler, Tiirk popiilasyonunun sporadik kolorektal kanser ile iliskili olan ve
genetik yatkinliga sebep olabilecek gen bolgelerinin haritalanmasi igin literatiire

onemli katkilarda bulunacaktir.
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EK-1: Ornek Akismin Saglandig1 Merkezler
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Hatay Hatay Devlet Hastanesi
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Aydin Aydin Atatiirk Devlet Hastanesi Hastanesi
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Bolu A.1.B.U Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Zonguldak Zonguldak Atatiirk Devlet Hastanesi
Zonguldak Ozel Level Hospital Hastanesi
Zonguldak B.E.U. Genel Cerrahi
Tokat G.0.P Universitesi Hastanesi
Ordu Ordu Kumru Hastanesi
Samsun Samsun Egitim Arastirma Hastanesi
Marmara
Istanbul Istanbul T1p Fakiiltesi Hastanesi
Istanbul Cerrahpasa T1p Fakiiltesi Hastanesi
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Istanbul Acibadem Maslak Hastanesi
Istanbul LIV Hastanesi
Istanbul Istanbul Ozel Hastanesi
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Istanbul Umraniye EAH
Dogu Anadolu
Erzurum Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Van Muradiye Devlet Hastanesi
Giineydogu Anadolu
Diyarbakir Diyarbakir Memorial Hastanesi
Diyarbakir Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
G.Antep Sehit Kamil Devlet Hastanesi
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Ek 2: KASP Deneyleri Plaka Calisma Diizeni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 [ 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24
Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or [ Or [ Or | Or | Or | Or | Or | Or
A nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or {[Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [Or [ Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or
8 nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or {Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [ Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or [ Or | Or | Or | Or
¢ nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or [ Or [ Or | Or | Or | Or | Or | Or
b nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or {[Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [Or [ Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or
£ nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or {[Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or
F nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or | Or
¢ nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or [ Or [ Or | Or | Or | Or | Or | Or
H nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or {[Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or | Or
! nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or
J nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or
K nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or | Or
- nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [ Or [Or [Or {[Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or | Or
M nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or
N nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek
Or [Or [Or [Or [Or [Or [ Or [Or [ Or [Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or [ Or | Or | Or | Or | Or | NT
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P nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | nek | C
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Ek 3: Tez calismasinda KASP ile Analiz Edilen TNP Bilgileri

NO TNP No TNP rs numarasi FAM>HF?( /,ALLEL
(DEGISIM)
1 TNP1 Rs1321311 G>T
2 TNP2 Rs4779584 T>C
3 TNP3 Rs4939827 T>C
4 TNP4 Rs16892766 A>C
5 TNPS Rs3802842 A>C
6 TNP6 Rs10795668 A>G
7 TNP7 Rs4444235 T>C
8 TNP8 Rs9929218 A>G
9 TNP9 Rs961253 A>C
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