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GASTROINTESTINAL SISTEM KANSERLERINDE MTHFR 677C—T, 1298
A—C ve MTR 2756A—G POLIMORFIZMLERININ INCELENMESI
OZET
Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) ve metiyonin sentetaz (MTR) genleri folat

metobolizmasinin anahtar rolii oynayan genlerindendir. MTHFR geninde 677C—T ve
1298A—C, MTR’ de ise 2756 A—G polimorfizmleri en yaygin goriilen
polimorfizmlerdir. Calismamizda gastrointestinal sistem kanserli 64 hastanin (41 kolon
ve 23 mide karsinomlu vaka) ve 40 saglikli kontroliin periferal kan 6rnekleri alinarak
DNA izolasyonu yapildi. MTHFR geninde 677C—T ve 1298A—C, MTR’ de
2756A—G polimorfizmleri PCR ve RFLP analizi yapilarak belirlendi. 64 GIiS kanserli
hastada MTHFR 677CC, 677CT, 677TT genotipleri sirasiyla 26(%41), 31(%48),
7(%11); kontrol grubunda ise 15(%37.5), 23(%57,5), 2(%5) olarak tespit edildi.
MTHFR 1298 A—C polimorfizmi 64 GIS kanserli hasta arasinda 34(%53)’ii 1298AC ve
29(%45,5)’u 1298AA; 40 saglikli kontrol arasinda 20(%50)’si 1298AC ve 20(%50)’si
1298AA bulundu. Sadece bir hasta 1298A—C polimorfizmi acisindan 1288CC
(homozigot mutant) bulundu ancak bu sonuc istatiksel bir deger ifade etmemektedir.
MTR 2756 A—G polimorfizmi 64 GIS kanserli hastada 8(%5)’ i 2756GG, 23(%45)’i
2756AG, 33(%50)’t 2756AA olarak; 40 saglikli kontrolde ise 4(%10)’ti 2756GG,
16(%40)’ s1 2756AG, 20(%50)’ si 2756 AA tespit edildi.

Bu bulgular GIS kanserlerinde MTHFR 677C—T ve MTR 2756A—G
polimorfizmlerinin c¢ok o©nemli oldugunu isaret etmektedir. Fakat bu genlerin
polimorfizimlerinin folat diizeyleriyle iligkilerinin incelendigi daha genis hasta

grubundaki ¢alismalarin bizim goriisiimiizii destekler nitelikte olacagi kanisinday1z.

Anahtar kelimeler: MTHFR, MTR, folat



THE INVESTIGATION OF MTHFR 677 C—T,1298 A—->CAND MTR 2756 A—»G
POLYMORPHISMS IN GASTROINTESTINAL CANCER
ABSTRACT
Both methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) and methionine synthases (MTR)
are genes play key role in folate metobolism. The most common polymorphisms are

MTHER 677C—T , 1298 A—C substitions and 2756 A—G polymorphism of MTR.

In Our study, peripheral blood samples we obtained from 64 GIS cancer’s cases and 40
controls, DNA was extracted from these samples. MTHFR 677C—T, 1298A—C and
MTR 2756A—G variant alleses were determined by PCR-RFLP assay. Frequencies of
MTHEFR 677CC, 677CT and 677TT genotypes were 26(%41), 31(%48) and 7(%11) in
the GIS cancer’s cases and 15(%37,5), 23(%57,5) and 2(%5) in the controls.
Frequencies of MTHFR 1298AA and 1298 AC genotypes were 29(%45,5), 34(%53) in
the GIS cancer’s cases and 20(%50), 20(%50) in the controls, respectively. For MTHFR
1298, we found homozygous mutant only one case of GIS cancer’s but this finding
haven’t any statistical value. Frequencies of MTR 2756AA, 2756AG, 2756GG
genotypes were 33(%50), 23(%45) and 8(%>5) in the GIS cancer’s cases and 20(%50),
16(%40) and 4(%10) in the controls, respectively.

In our study MTHFR 677C—T and MTR 2756A—G polymorphisms are very
important sign for GIS carcinomas at the result. But the possible association of this gene
polymoprhisms with the folate levels, merits further study in larger populations and we

think that this further studies will support our idea.

Key words: MTHFR, MTR, folate
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1. GIRIS VE AMAC

Kolon kanseri cesitli genetik ve cevresel faktorleri iceren kompleks bir hastaliktir.
Kirmizi etin fazla tiiketimi, diisiik meyve, sebze ve lif tiiketimi ve yiiksek alkol
tilketimiyle iliskilendirilen folat ve metiyoninin diisiik alinmasi kolon kanserinin
artistyla iligkilendirilmistir. DNA metilasyonu ve DNA sentezi gibi bircok biyokimyasal
yolda folat onemlidir. Folat eksikliginde DNA’da bazlarin yanlis eslesmesi, DNA
hipometilasyonu ve insan kolon epitelyal hiicrelerinde DNA tamirinin inhibisyonu
gozlenebilir. DNA metilasyonundaki farklanmalar onkogenlerin ve timor supressor
genlerin anormal ekspresyonuyla sonuglanabilir. Folat metabolizmasini da bircok gen
etkiler. Bu genlerdeki DNA polimorfizimleri olduk¢a dikkat c¢ekicidir. Bunlardan
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR C677T, A1298C) , metiyonin sentaz (MTR
A2759G) metiyonin sentaz retilktaz (MTRR A66QG), sistatiyonin B-sentaz (CBS ekzon
8) ve timidilat sentaz (TS) en bilinenleridir. Polimorfizmlerin hepsi genotip sikliklari,

etnik ve cografik dagilimlar gostermektedir.

Bu calismada, gastrointestinal sistemde en sik gozlenen mide ve kolon kanserli
hastalarda MTHFR C677T, MTHFR A1298C ve MTR A2756G gen polimorfizmlerinin

Tiirk toplumunda sikliginin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.GASTROINTESTINAL SiSTEM TUMORLERI

Gastrointestinal Sistem (GIS) tiimorler sikca gozlenen tiimorler arasindadir. GIS
etyolojisinde genetik etkilerin 6nemli oldugu, bunun yaninda cevresel etkilerin de

siirecin bir parcasi oldugu bilinmektedir(1).
2.1.1.0rofarengeal Tiimorler

Oral kanserlerin ¢cogu yass: hiicreli malignansilerdir. Sikliklar1 cografik bolgelere gore
degiskenlik gosterir. Hindistan ve bolgelerinde c¢ok yaygindir. Bu bolgede tiim
kanserlerin %40 1m igerir. Ingiltere de ise %1 ’den daha azdir. Yashlarda ve erkeklerde
2 kat fazla goriiliir(2). Findik yapragi ve tiitiin cignenen bolgelerde yiiksek oranda

belirlenmistir (1).

Orofarinks bolgesinde olusan malignansiler, 16koplakiden dolayr kalitimsal
dermatolojik bir komplikasyon olabilir. Ozellikle otozomal dominant durumlarda
pakronensia kongenita ve X-e bagli resesif durumlarda diskeratozis konjenitaya sebep
olur(3). Submukozal fibrosis ve liken planus da premalignant lezyonlar olabilir. Coliak

hastalig1 farangeal malignansi olusumuna predispozisyon yaratir.

Fankoni anemisi goriilen hastalarda sik goriilen solid tiimorler arasinda orofarangeal

kanserler dikkati cekmektedir(4).



2.1.2.Tiikriik Bezi Timorleri

Bu tiimérler 100.000 kiside 1 siklikta tespit edilmistir. Daha ziyade Ispanyol, Eskimo,
Kontom Cini ve Hindistan popiilasyonunda sik goriiliir, fakat olusumunda gii¢lii bir
genetik temelden bahsedilemez(5). Karma tiikriik tiimorlerinin ailesel olgular1 sikca
bildirilmistir. Fakat olusumunun kalitsal kaynakli m1 yoksa cevresel faktorler kaynakli

mi olup olmadig1 heniiz tespit edilememistir(1).

Tiimorlerin cogunlugu (yaklasik %80’1) parotis bezinde bulunur, bunu submandibuler
bez ve damagin minor tiikriikk bezleri izler. Tim tiikrilk bezi tiimorlerin %80-85’ini
benign mikst timor (pleomorfik adenom) olusturur. Parotisdeki neoplazmlarin %751

pleomorfik adenomdur(2).

Tiikriik bezi adenomalarinda yiiksek oranda 7, 8, 9, 15, 18, 19, 21, 22 ve Y
kromozomlarinda yapisal ve sayisal hatalar gozlenir. 8q12, 3 ve 12 kromozomlarinin

katildig1 translokasyonlar tiikriik bezi tiimorlerinde gozlenmektedir(6, 7).
2.1.3.0zofagus Tiimorleri

Klinik olarak yutma giicliigii, kilo kayb1 ve istahsizlik ve bazen de agr1 veya hematemez
ile kendini gosteren saldirgan bir tiimordiir. Genellikle yass1 hiicreli karsinomdur. %56
orta 1/3’de, %32 alt Y2, %12 alt 6zafagusta gelisir %60 polipoid tarzdadir. Daha az
olarak aberran mide mukozasi, submukozal bezler veya Barret 6zofagusunun

metaplastik silindirik epitelinden kaynaklanan adenokarsinom goriiliir(2).

Ozofajit, epidermolizis bullaso, akalazya ve cinko eksikligi bir yatkinlik olusturur.

Sigara i¢imi ve alkol tiiketimi de sikligini biiyiik oranda artirir (2) .

Ozafagusta goriilen yassi hiicre karsinomlarinin sikhigr cografik bolgelere gore degisim
gosterir rnegin; Iran, Cin ve Giiney Afrika’nin Transkei bolgesinde yiiksek siklikta,
goriildiigii buna karsilik Avrupa ve Giiney Amerika’da beyazlarda diisiik siklikta oldugu
tespit edilmistir. Orofarangeal tiimorler ©Ozofagus kanserinin yiiksek gozlendigi

bolgelerde daha da yaygindir (1).

Bu bulgular cevresel etkenlerin, karsinogenezis lizerinde major genetik faktorlerden
daha etkili olduguna isaret etmektedir bununla birlikte GIS kanser tiirlerinin gelisiminde
etnik kokenin de 6nemli oldugu Mongol veya Tiirk toplumlarin da GIS kanserlerinde

daha biiyiik risk altinda oldugu kanisina varilmistir. Ingiltere‘de 6zofageal kanserin
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insidans1 100.000 de 6’dir ve erkeklerde daha yaygindir. Gozlenen 6zofagus

kanserlerinin neredeyse tamami (%98) yassi hiicreli karsinomalardir(1).

Fankoni anemisinde 6zofagus kanserinin artmis riski vardir(4) APC gen lokusundaki
heterozigotluk kaybi1 Barret 6zofagusundaki adenokarsinomanin klonal habercilerinde
bildirilmistir.9p21’in allelik kayb1 ve CDKN2/pl16’nin mutasyonu erken neoplastik
lezyonlarda belirlenmistir(8,9). Sasirtici bir bulgu da Barret 6zofaguslu hastalarda

kolonik kanserin artmis insidansinin bulunmasidir(10).

P53 tiimor suprosor gen anormallikleri ve retinoblastoma lokus allel kayiplar1 6zofageal
tiimorlerin bir kisminda tanimlanmistir. Ayrica mikrosatellit diizensizlikleri (11-13) ve

9.kromozomun p kolundaki CDKN2 genindeki mutasyonlar rapor edilmistir(14).
2.1.4. Gastrik Karsinoma

Midenin benign tiimorleri yaygin degildir. Popiilasyonun %1’den daha azinda polipoid
adenomalar olabilir ve intestinal metaplaziyle iliskilendirilebilir, karsinomaya
egilimlidirler. Ailesel adenomatous polipozis koli, Cowden sendromunda ve Peutz
Jeghers Sendromunda gastrik polipler olusur. Mideyle sinirlandirilan gastrik poliposis

bir ailenin 3 kusaginda belirlenmistir (15).

Hiperplastik gastrik polipler gastrik poliplerle karsilastirildiginda 5 kez daha yaygindir
ve daha diisik malignansi riskine sahiptir. Pernisiéz anemi, ailesel adenomatous
poliposis koli (16) Peutz-Jeghers sendromlarinda (17,18) artmis siklikta bulunmustur.
Karsinoidler, lenfomalar, sarkomlar ve leiomyosarkomalar da midede ortaya ¢ikabilir.

Bir ailede bir baba ve iki kiz ¢ocugunda B hiicreli gastrik lenfoma taninmistir (19).

Gastrik kanserin insidanst cografik dagilim gosterir, Japonya’da her 100.000 erkekten
88’i, Ingiltere ve Amerika’da ise her 100.000’de 11 gastrik kanser gozlenmektedir.
Gastrik kanseri histolojik olarak intestinal tip ve diffiiz tip olmak {izeri ikiye ayrilir.
Gastrik Kanser erkeklerde kadinlara gore yaklasik iki kat siklikta gozlenir. Genetik
yatkinligr diisiindiiriilecek sekilde A kan grubundakilerde daha sik goriiliir(2). Etkilenen
hastalarin birinci derece akrabalarinda iki ile ii¢ kat arasinda daha fazla gastrik kanser
riski vardir, 6zellikle 50 yas altindaki tan1 konulan hastalarda Gastrik kanserin intestinal
histolojik tipinde kronik gastritler, atrofi ve metaplazi oncesinde bulunur (20). Fakat
diffiiz histolojik tip tanimlanan haberci degisimlere sahip degildir(21). Literatiirdeki

hastalarin eslerinde gastrik kanserin artmis riski goriilmemistir (22). Calismalarin
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cogunda gastrik kanser(6zellikle diffiiz tip) ve A grubu kan arasinda iligki gosterilmistir.
Pernisioz anemide de gastrik kanser beklenenden daha yiiksektir (23). Literatiirdeki
hastalara iligkin gastrik kanser riski, diffiiz tipin intestinal tipten daha ziyade
yayilldiginin bildirildigi goriilmektedir (24). Gastrik karsinomanin diffiiz tipi hemen
hemen erkek ve kadinlarda esit, daha geng yastaki hastalara diffiiz ve cografik gocte
kiiciik degisimler, intestinal tiple iligkili gosterilmistir. Kronik atrofik gastrit, gastrik
adenokarsinomalar ve pernisioz anemili index hastalariyla kiyaslandiginda artmis
siklikta bulunmustur. Ozellikle diffiiz karsinomali index hastalarinin akrabalarinda
konrollerden daha sik olabilecegi gosterilmistir, bu diger gastrik kanser tiplerinde

goriilmemektedir (25).

Kronik helikobakter pilori (HP) infeksiyonu, intestinal — tip kronik gastritler ve kanser
stiphesi arasinda bir iliski olabilecegi iddia edilmektedir. Mide kanserli hastalarda artan
HP infeksiyonu rapor edilmektedir (26). Kronik gasritler kalitsal bir komponente sahip
olabilir, fakat bunun dogast ve helikobakter infeksiyonundaki iliskisi agikca
bildirilmemistir. Menetrier hastaligi da muhtemelen gastrik kanserin artmis bir riskiyle

de iliskilendirilmistir c¢iinkii atrofik gastrit etyolojik olarak bu hastalikta gelisebilir (25).

Otozomal dominant kalitm modeline uyan, gastrik kanserin daha yiiksek oranda
bulundugu aile olgulart rapor edilmistir(27). Gastrik karsinoma kalitsal nonpoliposis

kolorektal kanserin bir komponentini meydana getirir (28,29).

Mide kanserinin artmis bir insidansi medullary veya tiibiiler histolojik tipli meme
kanserli bayanlarin yakin akrabalarinda isaret edilmektedir ayrica bu ailelerin Li-
Fraumeni sendromuna sahip olmasi muhtemeldir(30). Diger taraftan gastrik

karsinomada p53 gen mutasyonu bazi ailelerde tantmlanmistir (31).

Midenin adenokarsinomasi ailesel adenomatous poliposis koli’de bildirilmistir (32).
Ayrica Ataxia telangiektasia ve immiin eksikligi olan hastalarda daha sik oldugu rapor
edilmistir. Ig A eksikligi intestinal metaplasia ve gastrik kanserin artmis riskiyle
iliskilendirilmigtir. (33). Ig A eksikligi kalittmi agik degildir ve multifaktoriyel
olabilir(34). Gastrik kanser germline BRCA2 mutasyonu tasiyicilarinda artmis oranda
bulunur (35). Gastrik karsinoma (6zellikle intestinal tipte) HNPCC de bulunan
kanserlerin spektrumlarinin da bir pargasidir ve bdyle ailelerde replikasyon hatalarinin
karekteristik durumunu sergiler. HNPCC’deki gastrik karsinoma tanmisinda ortalama

yasin 56 oldugu bildirilmistir (36). E-cadherin (CDH 1) genindeki germline
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mutasyonlar Oncelikle ailesel gastrik kanserli 3 Maori soyunda tamimlanmistir, fakat

bundan sonra Maori popiilasyonunda bildirilmemistir (37-39).

Ailesel gastrik kanser hastalarinin sadece kii¢iik bir kisminda CDH 1 mutasyonu ve
heterojen lokusa sahip oldugu yayinlanmistir. Germline CDH1 mutasyonlarinin yayilan

tip gastrik kanser ve diger kanserlere hassasiyetle iligskilendirilmesi muhtemeldir (1).

Gastrik adenokarsinomalarda kromozom 8 ve 9’un yapisal ve sayisal anormallikleri
bulunmustur. 1, 3, 7, 19 ve Y kromozomlarinda da daha az anomaliler belirlenmistir.
pS53 timor siipressor gen mutasyonlart anoploid gastrik kanser hiicrelerinde siklikla
fakat diploid olanlarda nadiren belirlenmistir (40). P53 mutasyonlar1 gastrik kanser
gelisim siirecinde daha ¢ok son asamalarda devreye girmektedir (13). Mikrosatellit
instabilitesi ailesel gastrik kanser hastalarinin biiylik bir kisminda gosterilmistir (41,
42). Fakat ailesel gastrik kanser kiimelerinin hepsinin germline bMLH

mutasyonlarindan dolay1 olabilecegi diisiiniilmemelidir(1).

Gastrik kanser konusunda etkili olan genetik degisiklikler arasinda; onkogenlerin etkisi,

mutasyonla ortaya ¢ikan tiimor siipressor gen inaktivasyonu, timor siipressor geni
tasiyan kromozomlarda heterozigotluk kaybi (loss of heterozygosity; LOH) ve kismen
basit tekrarlayan sekanslarda DNA replikasyon hatalar1 yeralabilir.Ornegin; c-ki-ras, c-
erb-2, K-sam, Hst/int-2, c-met ve c-myc onkogenlerinde mutasyonlar ve/veya
amplifikasyon over ekspresyonlar, p5S3, APC, DCC ve RBI1 tiimér siipressor genlerinin
inaktivasyonu,hiicre siklusu regiilator genleri (CDH;E-cadherin), uygunsuzluk tamir
genleri (mismatch repair genes;MMR) ve kromozom 1q, 5q, 7q, 12q, 13q, 17p, 18q ve
Y’ yiicine alan bir veya daha fazla LOH’un rol oynadigina inanilmaktadir(43-45).

APC geni mutasyonlari, kolorektal tiimorgenezise benzer sekilde mide adenoma
gelismesinin erken safhasinda meydana gelir(46,47). Genetik instabilite, neoplastik
transformasyon GK ilerlemesinde giiclii bir etkiye sahiptir(48). Bu sekildeki genetik
instabilite GK da iki formda simiflandirilabilir. Bunlar; hipermutabilite ile meydana

gelen mikrosatellit instabilitesi ve kromozomal instabilitedir (49,50).
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2.1.5. Duodenal (On iki parmak bagirsagi) Tiimorleri

Ailesel adenomatous polipozis koli hastalarinin yaklasik iicte biri duedonumdaki
adenomalarin riskiyle iligkili olabilecegi bilinmektedir (51). Ayrica FAP’da karsinoma
riskinin, Ozellikle periampuller bolge, %12’nin iizerinde olabilecegi tahmin
edilmektedir. Tleal karsinoma daha az yaygindir. Boyle komplikasyonlar igin diizenli ist

gastrointestinal endoskopik inceleme tavsiye edilir (52).
2.1.6. ince Bagirsak Tiimorleri

Ince bagirsagin benign tiimorleri yaygin degildir, en sik olanlar leiomyomave
lipoma’dir. Malign ince bagirsak tiimorleri de nadirdir. Tlim intestinal malignitelerin
yaklasitk %1’1 olarak hesaplanmistir ve insidanst 100.000’de 0,5’dir. Goriilme
sikliklarina gore adenokarsinomalar, karsinoidler, lemfomalar ve leiomyosarkomalar

azalan oranda siralanmaktadir(1).

Ailesel adenomatous poliposis koli bulunan hastalarin %8’inde gastrik, %31’inde

duodenal ve %53’iinde jejunal adenomalar rapor edilmistir(53).

Kolektomi yapilan ailevi adenomatous poliposis koli hastalarinda iist gastrointestinal

sistem tiimorii en yaygin 6liim sebebidir(54).

HNPCC’li ailelerde ince bagirsak adenokarsinomu bildirilmistir.  HNPCC’deki

kanserlerin karekteristik replikasyon hatalar1 gosterilebilir (55).

Crohn hastalig1 genellikle kronik hastalarda ince bagirsak karsinomasinin artmis riskiyle
iliskilendirilmistir (56). Etkilenmis bireylerin birinci derece akrabalarinda yaklasik %8
artmis risk vardir (57). Resesif kalitim, azalmis penetransli dominant kaliim ve
multifaktoriyel kalitim kaliplar1 bildirilmistir. Son calismalarda inflamasyon bagirsak
hastaligina iligkili olabilecek birkag¢ lokus saptanmistir. Bu lokuslardan 6zellikle biri 16.
kromozomun sentromer bolgesine yakin, diger lokus ise 12. kromozomdadir. Genetik

modelin kompleks olmas1t muhtemeldir(58,59).

Koeliac hastalig1 yetiskinlerde ince bagirsak lenfomasinin ve karsinomasinin artmis
riskiyle de iligkilendirilmistir. ince bagirsak lenfomalarr immiin yetersizlik durumlarinin

bir komplikasyonu gibi de gelisebilir (1).



2.1.7. Kolon ve Rektum Tiimorleri

Kalin bagirsakda gozlenen malign hastaliklar en yaygin Oliim sebeplerindendir.
Ingiltere’de 100.000 de 32 siklikla gozlenir. Afrika ve Asya bolgelerinde daha az bir
insidanstadir. Kalin bagirsak kanserlerinin neredeyse tamami adenokarsinomalaridir
(%98). Kolon adenomalarinin malignansi gelistirme potansiyeline sahip oldugu
diisliniilir ve hastalarinin %75 inde her ikisi birliktedir (60). Adenomalar birincil
karsinomadan daha fazla kolonda mevcuttur, bir veya daha fazla adenoma kolon
karsinoma hastalarinin yaklagik {icte birinde mevcuttur. Karsinomalarin ¢ogunlugunun
adenomalardan gelismesi muhtemeldir. Genel popiilasyondaki solit kolonik poliplerin

insidans1 yagsla iliskilidir, 60’11 yaslarda %34’e varir ve 75 yasin iizerinde %75’tir(61).

Kolon kanserinde o©nceden bulunan faktorlerden biri de muhtemelen kronik
inflamasyondur. Ornegin; iilseratif kolitler ve Crohn hastalign kolon karsinomasinin

artmis riskiyle iligkilendirilmistir(1).

Genetik faktorler kanserin patogenezinde onemlidir ve kapsamli aile hikayesi kolorektal
kanserli tiim hastalarin degerlendirilmesinin bir pargasi olabilir. Riskin hesaplanmasinda
onemli olan konulardan biri de erken yasta etkilenmis akrabanin bulunmasidir. Artmis
kolon kanseri riskine sahip bireylerin tanimlanmasi dnemlidir, ¢ilinkii taramalar yiiksek
riske sahip bireylere Onerilebilir. Tarama ile kolorektal kanserden etkilenmeye bagl

morbidite ve mortalite oranlar1 diisiiriilebilir(1).

Dominant kalitim gosteren kolorektal kanser olgularinin yaklasik %35’i tahmin
edilmektedir. Kolonik poliplerle iliskilendirilen genetik durumlar artmis kolorektal
kanser riski tasir. Bunlar ailesel adenomatous poliposis koli, juvenile poliposis, Turcot’s
sendromu ve Peutz-Jeghers sendromlaridir. Ailesel giant hyperplastik poliposis
bulunmasi nadir bir ailesel sendromdur ve kolorektal kanser yatkinligiyla tanimlanir
(62). Ailesel adenomatous poliposis bahsedilen hastaliklarin en yaygin goriilenidir,
fakat tiim kolon kanser hastalarimin %1’inden daha azi icin hesaplanmistir. Kolon
kanserinin daha genis orami kalitsal non-poliposis kolorektal kanserdir (HNPCC),
kolorektal kanserde otozomal dominant kalittm beklenir, gercekte Lynch sendrom
olarak bilinir, bagirsak kanserleri yiiksek siklikta erken bir yasta vuku bulur (sporadik

vakalardan ortalama 20 yi1l daha erken).
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DNA’nin uygunsuzluk tamir genlerinden birindeki mutasyonlarin hem “Lynch sendrom
tip I’ (kalitsal alan-6zel kolon kanser) hem de “Lynch sendrom tip II” (ailesel kanser
sendrom)’de HNPCC’ye sebep oldugu bulunmustur. Hastanin yapisal DNA’siyla
kiyaslandiginda tiimor DNA’sinda multiple allelik degisimler ve genomik diizensizlik

gosterilebilir(1).

Bagirsak kanserinin erken baslamasi icin gerekli sartlar bu hastaliklar arasinda su anda
cok acgik degildir. HNPCC diger malignansilere bir meyile sebep olur (uterus, over,
pankreas, mide ve diiriner bolge). Muir-Torre sendrom kolon kanserine dominant
kalittma meyillidir. Sebase adenomalar ve karekteristik deri lezyonlariyla da
iliskilidir(1).

BRCA 1 ve BRCA 2 germline mutasyonlu bireylerde kolon kanserinin hafif artmis
relatif riski vardir (63, 64).

Kolon kanseri hastalarinin yaklasik %10’unun bir etkilenmis birinci derecede akrabalari
vardir ve en az iki etkilenmis birinci derece akrabaya sahiptir. Fakat HNPCC i¢in
“Amsterdam Kriterlerini” tamamen dolduran ailelerin siklig1 tiim hastalar i¢cinde %5’ten

daha azdir, en son tahminler %2’ye yakindir(65, 66).

Kolon kanserinin molekiiler genetik ¢alismalari ¢cok basamakli bir patogenez icin giiclii
deliller saglar. En az 5 genin sirasiyla dahil edilebilecegi goriiliir. Baslangicta
kromozom 5qg21 deki hem APC (FAPC genel) hem de MCC (Mutated Colon Cancer)
geni mutasyonlaridir ve sonra kromozom 18q ve 17 p’de ayr1 ayn sirasiyla K-ras
onkogen, DCC (deleted colon cancer) geni ve p53 tiimor siipressor gen mutasyonlaridir.
Bu mutasyonlara gen metilasyonu da dahil edilebilir. Kritik faktoriin; onlarin 6zellikle

siralanmasindan ziyade mutasyonlarin yigilmasi oldugu goriilmektedir (67).

Mikrosatellit instabilite erken baglayan ailesel kolorektal kanserde ¢ok yaygindir,

ozellikle proksimal tiimorde, fakat HNPCC ailelerinde daha ¢cok yaygindir (68).

Artmis riskteki kolon kanseri hastalarin taranmasi erken Oliim ve kaginilabilir
mortaliteden korur. FAPC icin riskteki bireylerin taranmasi, smiflandirilmasi ve

belirlenmesi i¢in genetik testlerin faydasi daha iyi anlasilmistir(1).

2000 yilinda diinya ¢apinda tahmini 943.000 yeni kolorektal kanser hastasina tani
konulmus ve 492.000 hasta Olmiistiir (69). Bu olgularin 2/3’ii gelismis iilkelerde

olmustur. Erkekler arasinda en yaygin iiciincii kanser, kadinlar arasinda en yaygin ikinci
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kanserdir (70). Insidanstaki uluslar arasi degisim onemlidir. Kolondaki kolorektal

kanserlerin oran1 %60’tan %70’e yiikselmistir (69).

Kolorektal tiimor olaylarin %10’dan daha az1 HNPCC ve FAPC’den dolayidir. (71) Bu
sendromlar hari¢ tutuldugunda kanser ve adenomalarin hepsinde ailesel yatkinlik vardir.
Cevresel faktorlerin ne kadar etkin oldugunun tam bir hesab1 yoktur. Bu bilgi kolon
kanserinde genetik faktorlerin potansiyel 6nemine, bunlarin yaninda ¢evresel faktorlerin

de etkisine isaret etmektedir(72-76).

1960’larda Amerika Birlesik Devletlerindeki Japon go¢menlerde yapilan ¢alismalarda,
kolorektal kanser etiyolojisinde cevresel faktorlerinden beslenmenin 6nemini

aciklanamaktadir (77). Bu hastalik i¢in risk faktorleri tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Cevresel Faktorlerle Kolorektal Kanser Hi$kisi(69)

Artan Risk Azalan Risk

Fazla kilo Fiziksel aktivite

Tiitlin i¢imi Hormon yenileme terapisi

Alkol Aspirin ve diger steroidal olmayan antifyamatuar ilaclar
Sebzeler

Kolorektal kanserde dietin ©Onemi her gecen giin artmaktadir(69). Gozlenen
epidemiyolojik kanitlar yiliksek sebze aliminin azalan riskle iliskili oldugunu
gostermistir (69,75,76). Buna ragmen son yillardaki ¢alismalar bu iligskinin kompleks
oldugunu gostermistir. Sebzeler, 6zellikle yesil lifli sebzeler, major folat kaynagidir.
Serum folat, eritrosit folat, veya total folat aliminin vaka-kontrol ve prospektif
calismalarinin ¢ogunda kolon kanser ve adenomalariyla ters iliskileri tespit edilmistir
(76, 78-92). Folat alim1 ve rektal kanser arasinda birbirini tutan iligki yoktur (81,86,88-
90, 93). Baz calismalar alkol aliminin, folat metabolizmasini ters yonde etkiledigini
gostermistir ve alkol ile kolerektal neoplazi arasinda pozitif bir iligki tesbit edilmistir
(94,95). Diisiik metilli diyetler, yliksek alkol alimi ve diisiik folat ve metiyonin (a
vitamin B6 ve B12) alimi kolon kanserinin artmis riskiyle iliskilendirilmistir (81, 85,

86, 96).
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pS3, insan kanserlerinde en cok mutasyona ugrayan genlerden biridir. Normal p53 geni,
apopitozis (programlaNmis hiicre 6liimii) indiiklemesinden yada replikasyon boyunca

DNA onarimi kolaylastirilmasinda rol oynar (97).

p53 geninde olusan mutasyonlar, kanser olgularinda en sik rastlanan mutasyonlarin
basinda gelir. Ornegin kolon kanserlerindeki tiimorlerin %75-80 de p53 geni ve bitisik
lokuslar i¢in heterozigotluk kaybi goriilmektedir. Normal olarak p53 proteini hiicre
siklusunu diizenlenmesinde gorevlidir. Diger tiimor supressor genlerinde benzer roller
tistlendigi sanilmaktadir ve bu nedenle bu genlerin yoklugunda kontrolsiiz hiicre

cogalmasi gerceklesir (98).

K-ras mutasyonlar1 kolonda premalign adenomatdz poliplerde yaygin olarak meydana
gelir. Baslangic olay olmamasmna ragmen Ras geni mutasyonlarinin kolon

karsinogenezisinin olusumunda rol oynadigi bilinmektedir (99).
2.1.7.1 Kolon Kanserinin Tarihcesi

Birinci derecede akrabalar arasindaki kanser tarihcesi kanserin bir ¢ok tipinde artmis
riskle iligkilendirilmistir. Epidemiyolojik calismalar bir veya daha fazla birinci derece
akrabasinda kolorektal kanser bulunan bireylerde kolorektal kanser riskinin yaklasik iki
kat artmis oldugu kabul eder (100). Son zamanlarda Ponder (101), Pharacoh ve
ark.(102) Ingiltere’deki meme kanseri iizerine yaptiklar1 arastirmalarda cok sayidaki
diisiik penetransli genin cevresel faktorlerle kombinasyonunda meme kanseri riski
artisinda rol oynayabilecegini ileri siirdiiler. Sadece birkag¢ ailede yiiksek penetransli,
BRCA1 ve BRCA2 genlerinde mutasyonlar tesbit etmekle birlikte, diger bircok ailede
fazla miktarda diisiik penetransh genlerde polimorfizimler belirlediler. Bu bulgular bir
poligenik modeli diisitk—penetransli genlerin bir araya gelmesi ile artan meme kanseri
riskinde cok yonlii davramisindaki etkilesim modelini gostermektedir (103).Benzer bir
model kolon kanserine de saglanabilir. Paralel olarak, ailelerdeki kolon kanserinin
toplami sebepli ve sebepsiz faktorlerden olabilir. Sebebi bilinen agiklamalar :

1 ) Yiiksek penetranshi genlerin ayrimi, 6rnegin Ailesel Adenomatous Poliposis Koli
(FAP) da APC genindeki kalitilan mutasyonlar veya kalitsal non poliposis kolon
kanserinde(HNPCC) uygunsuzluk DNA tamir genindeki (hMsh2, h MLHI1)
mutasyonlar

2 ) Daha yaygin diisiik penetransh genlerin toplami, 6rnegin N-asetiltransferaz (NAT 1

ve NAT 2) ve MTHFR polimorfizmleri
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3) Cevresel risk faktorlerinin toplami
4) Cevresel faktorler ve genler arasindaki etkilesimler ve gen-gen etkilesimleri igerir.
Sebebi bilinmeyen aciklamalar ise sans, aile hikayesinin yanlis simiflandirilmasi ve

kolorektal kanser hastalarinin akrabalarinin artmis taramasin icerir (103).
2.1.7.1.1 Major Genler

Ailesel kolon kanseri sendromlar1 1800’lerin sonlarinda bir ailede tanimlanmistir(104).
HNPCC olarak isimlendirilen ve bu sendromlar1 agiklayan birka¢ genin, 6rn hNSH2 ve
hMLHI1, kimligi saptanmistir. Lynch ve Lynch (105). 1970’lerde bu sendromun ilave
karakterizasyonunu yapmistir. FAP’da, APC gen mutasyonlari 6nemli rol oynar.
Yiiksek penetransh genlerde gozlenen mutasyonlar genel popiilasyondaki kolon kanseri

hastalarinin en fazla %15’ inde goriilebilir.

HNPCC’de DNA tamir genlerindeki mutasyonlar bireylerde daha geng yasta gozlenir

ve birinci derece akrabalar1 arasinda daha erken baslama yasina sahiptir (103, 106).
2.1.7.1.2.Minér Genler

Diisiik penetransli genlerin kolon kanserli ailelerde toplanmasi da muhtemeldir.
Metabolik genlerdeki polimorfizmleri iceren aday genler, ornegin NAT1 ve NAT2,
glutatiyon — S — transferaz M1 (GSTM1) ve MTHFR’dir. NAT1 ve NAT2’deki
polimorfizm bulunan bireyler pismis kirmiz: etteki bulunan karsinojenlere kars: direnci
bulunmaktadir. MTHFR, folat metabolizmasina dahil edilen bir enzimi kodlayan gen,
polimorfizmleri kolon kanseri riskiyle iliskilendirilmistir (107). Kolon kanserli bir veya
daha fazla hastali ailelerde ilave polimorfizimler toplanmasi muhtemeldir. Slayt ve
ark.(108) kolon kanserli bir aile hikayesi olan ve olmayan bireylerde birkag¢ riskli
genotipte (NAT2, MTHFR ve GSTMI1) sikligim arastirdilar. NAT2 ve MTHFR
genotiplerinin siklig1 iki grupta benzerdi, fakat bir aile hikayesi olan bireylerde GSTM1
gecersiz (riskte) genotipinin daha yiiksek siklig1 vardi(103).

2.1.7.2. Gen - Cevre Etkilesimi

Kolon kanserinin artmis ailesel olgularinda beklenen agiklamay: cevresel ve genetik
faktorler paylasir, fakat sadece birkac calismada direkt olarak bu hipotez
degerlendirilir(109, 110). Le Marchand ve ark. genis bir popiilasyon temelinde

kolorektal kanserin vaka-kontrol calismalarinda birka¢c yasam tarzi faktoriiyle aile
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hikayesi arasindaki etkilesimi incelediler. Bir aile hikayesi olan ve en iist seviyede alkol

ve s18ir eti alan erkeklerde kolon kanserinin artmis riski oldugunu gozlemlediler(110).
2.2. KANSERIN GENETIK YAPISI

Kanser terimi tek bir hastalik adi olmayip temel nedeni, kontrolsiiz biiyiime olan malign
tiimorlerin tiimiine verilen addir. Hiicre ¢ogalmasi sonucu bir kitle haline gelen tiimor
(neoplazma) kendini saran komsu hiicrelere de saldirir ve sonraki evrelerinde tiim

viicudu sarar (metastaz) (98).

Kanserde temel sorun hiicre ¢ogalmasindaki kontroliin kaybolmasidir ve cogalma yada
biiylime, gen kontrolii altinda olduguna gore genetik faktorlerde tiim kanser
hiicrelerinde etkilidir, seklinde bir genelleme yapilabilir. Bununla beraber bazi kanser
hiicrelerinde primer faktor olarak herhangi bir anormal gen sorumlu tutulurken diger
bazilarinda c¢evresel faktorler sorumlu tutulmakta ve dolayisiyla kontrolsiiz hiicre
cogalmasi sekonder faktor durumunu almaktadir. Fakat hangi faktor etkili olursa olsun
tim kanser tiirlerinin somatik hiicrelerdeki mutasyon ya da mutasyonlar sonucu
olustugu ve mutasyonlarin bir seri genin ekspresyonunu etkiledigi artik bilinen bir

gercektir (98).

Kanserin baslangicinda farkli tiirlerde genlerin varligi bilinmektedir. Bu grupta yer alan

genler:

v" Kontak inhibisyonun olusumunda yer alan hiicre komponentlerini
v' Mitotik siklus regiilatorlerini

v" Programlanmuis hiicre 6liim komponentlerini

v Mutasyonlarin tanimlanmasi ve tamirinden sorumlu olan proteinleri kodlayan

genlerdir (111).
Kanserin olusumundan sorumlu farkli tipte mutasyonlar vardir. Bu mutasyonlar:
v Bir proto-onkogenin, bir allelinin fonksiyon kazandiran mutasyonla aktivasyonu;

v' Bir tiimor siipressor gene ait, bir allelinin dominant negatif mutasyonu ya da her iki

allelin fonksiyon kaybu;

v" Genlerin yanhs eksprese olmasina yada yeni bir fonksiyonel 6zellik kazandiran

kimerik genlerin olusumuna neden olan kromozomal translokasyonlardir.
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v' Olay bir kez bagladiginda; sitogenik yapinin korunmasindan ve DNA’da
olusabilecek hasar1 tamirden sorumlu hiicresel mekanizmalari kodlayan genlerin
mutasyonu yada epigenetik sessizligi seklinde ilave genetik hasarlarin biriken

etkisiyle kanser yayginlasir (111).

Kanserde yer alan genler, iki temel alt gruba ayrilmaktadir: Onkogenler ve tiimor
siipressor genler. Onkogenler, c¢ogunlukla proto-onkogen adini verdigimiz normal
hiicresel genlerin mutant (aktif olan) allelleri olmakla birlikte telomerazlar1 kodlayan
veya apopitozisi bloke eden genler de olabilirler.Onkogenler genellikle fonksiyon —
kazandiran mutasyon Ozelligine sahip olup, proliferasyonu stimiile etme, tlimoriin
kanlanmasin1  artirma ve apopitozu engelleme gibi mekanizmalarla malign
transformasyonu gerceklestirmektedir. Timor siipressor genler ise adlarindan da
anlagilacagi gibi hiicre biiyiimesini regiile ederek tiimor gelisimini engelleyen genlerdir.
Tiimor siipressor genler tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon kaybi, kontrolsiiz
hiicre boliinmesine, anormal hiicre biiylimesine ve defektif apopitozise neden

olmaktadir (111).

Onkogen tiimor siipressor genlerin disindaki diger bazi genlerde, karsinogenez
metabolizmadaki rollerinden dolayi, kisilerin kansere olan predispozisyonundan

sorumludurlar (98).
2.2.1. Genetik Polimorfizim Kavrami

Diinyadaki bir ¢cok bireyin kromozomlarinda ayni1 yerde bulunan DNA dizileri birbirine
benzerlik gosterir. Popiilasyonda iki farkli birey arasinda DNA'min yaklasik 1000 baz
cifti uzunlugundaki herhangi bir kismi ortalama sadece bir baz cifti degisimi icerir. Bir
genin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine allel adi verilir.
Alleller, yaygin oldugu zaman genel popiilasyonda kromozomlarda %] den daha fazla
bulunur; bunlar da genetik polimorfizim olarak bilinirler. Aksine, zit olarak alleller %1
den daha az siklikta ise, nadir degisimler (rare variants) olarak isimlendirilir. Intronlarda
ve genler arasinda lokalize olmus DNA dizilerinde degisim gosteren bazi alleller vardir.
Bunlar, herhangi bir genin fonksiyonu i¢in 6nemsizdir ve sadece direkt DNA analizleri
ile belirlenir. Genlerin kodlanan dizi degisimleri farkli protein cesitliligine, bu durum da
farkli fenotiplerin ortaya cikmalarina sebep olur. Genetik hastalifa neden olan zararh

mutasyonlarin bircogu nadir degisimlerdir. Agir genetik hastaliga neden olan mutant
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alleller genetik cesitliligin bir sonucudur. Bircok proteinin, farkli popiilasyonlarda

nispeten yaygin ve ayrilabilen sekillerde oldugu tespit edilmistir.

Bu tip polimorfizimler, DNA dizilerindeki farkliliklarin bir sonucu olmasina ragmen,
DNA dizilerinin incelenmesinden ziyade, alleller tarafindan kodlanan proteinlerdeki

cesitlilik incelenerek de, bazi polimorfik lokuslar ¢aligilabilir.

DNA analizlerinden ¢ok, degisik proteinler iizerindeki calismalar, daha fazla bilgi verici
olmaktadir. DNA dizilerinin degisimlerinden daha ¢ok polimorfik allellerin {iriinii olan
bu proteinler, farkli fenotiplerden sorumludur. Bu nedenle, ¢evre ile birey arasindaki
iliskiyi, genetik cesitliligin nasil etkiledigini bize aciklayan bu degisik proteinlerdir.
Regiilator bolgede polimorlik alleller, genlerin transkripsiyonel regiilasyonunu

etkileyerek fenotiplerin belirlenmesinde onemli rol oynayabilir.

Herhangi bir bireyin, tiim lokuslarin yaklasik %20 sinde allellerin yapisal olarak farkli
polipeptidler icin heterezigot olabildigi gosterilmis; farkli etnik gruplardan bireyler
mukayese edildigi zaman proteinlerin biiyiik bir kisminin tesbit edilebilen polimorfizmi
gosterdigi saptanmistir. Boylece kendi enzimlerinin yapilisim1 ve diger gen iiriinlerini
iceren insan tiirleri icinde, ©nemli derecede biyokimyasal bireysellik (chemical

individuality) vardir. Bir¢cok biyokimyasal yoldaki iiriin etkilesim halindedir(111).
2.2.2. Tibb1 Genetikte Polimorfizimlerin Kullanim

Polimorfizimler, tiim insan genetik arastirmalarinda anahtar niteligindeki elementlerdir.
Polimorfizimler genin farkli kalitsal formlarini veya genomun farkli bolgelerini ayirt
edebilmek icin kullanilmaktadir. Genetik belirleyiciler tibbi genetikte kullanim i¢in
pratiklik sunar. Baglant1 analiz yolu ile kromozomlarin belirli bolgelerindeki genlerinin
haritalanmasi, genetik hastalikta dogum 6ncesi tani, genetik hastaliklarda heterezigot
tasiyicilarin belirlenmesi , kroner kalp hastaligi, kanser ve diyabet gibi yaygin yetiskin
hastaliklara yatkin kisilerin yiiksek ve diisiik risklerin degerlendirilmesi adli tipta ve ba-
balik testinde kullanim ve organ transplantasyonu i¢in doku tiplenmesi tibb1 genetik

kapsamui i¢cindedir(111).
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2.3.FOLAT METABOLIZMASI
Folat eksikligi noral tiip defekti , kardio vaskiiler hastaliklar ve anemi ile baglatildir.

Folat eksikligin kanser gelisimine dahil edilmesi sadece son zamanlardadir. Folatin
kanserden koruyabilmesinin mekanizmasi ¢cok agik degildir, fakat bu etki DNA sentezi
ve DNA metilasyonunda folatin roliiyle ilgili olabilir. Epidemiyolojik caligmalar
miitemadiyen folat diizeyi ve kolorektal karsinomlarin siklig1r arasinda ters baglanti
gosterir. Hayvan caligmalarinin sonuclari folat ilavesinin kanser riskini artirmasi veya
azaltmasinin dozaj ve zamanlamaya bagl olabilecegini ileri siirmektedir. Folatin etkisi
alkol, methionine ve MTHFR polimorfizmleriyle hafifletilmis gibi goriinmektedir

(112).

Folat diizeyi bu genlerin polimorfizmleriyle potansiyel olarak alt iist edilebilir. Folat

eksikliginin malignansi etkilemesinde 2 mekanizma bulunmas1 muhtemeldir (113).

1)Bir karbon transferi diisiiniildiigiinde, folat S-adenosil metiyonin (SAM)’1n sentezi
icin Onemlidir. SAM DNA metilasyonunda onemli bir bilesiktir. DNA metilasyonu gen
ekspresyonunda (112), DNA stabilizasyonunda ve mutagenezisde epigenetik bir
belirleyicidir. Folat eksikligi DNA hipometilasyonuna ve bdylece proteonkogenlerin

aktivasyonuna sebep olabilir (113-115) ve/veya

2)Folat normal DNA sentezinde ve tamirinde 6nemlidir. Bu sebeple folat eksikligi DNA
habercilerinde bir dengesizlige (112), DNA sentezi esnasinda urasilin yanlis
birlesmesini tesvik ederek, DNA tamir felaketi, DNA kiriklig1 ve kromozom hasarina
yol acar. DNA kiriklari, kolorektal kanserler dahil neredeyse tiim insan kanserlerinde

karekteristiktir (116).

Folat, MTHFR dahil birka¢c enzimin katalizledigi metabolik transformasyonlarda
gereklidir(Sekil 2.1.) (117).
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Sekil 2.1. Insan folik asit metabolik yolunda MTHFR ve MTR ‘nin rolii

2.4. MTHFR

5,10-MTHFR folat metabolizmasinda merkezi bir rol oynar. Folatin birincil forma
sirkiilasyonunda tersinmez olarak 5-10, metilentetrahidrofolati, 5- MTHF a cevirir
(113). 5- metil THF de nova metiyonin sentezi i¢in metil grup saglar ve indirekt olarak
DNA metilasyonuna katilir. DNA sentezi i¢in deoksiiiridiilatin timidilata doniismesinde

5,10-metil-THF gereklidir (112, 116).

Gen 5,10 MTHEFR yi sifreler.(113) Gayette ve ark. (1994) floresans in stii hibridizasyon
yontemiyle” MTHFR geninin 1p36.3 de lokalizasyonunu belirlediler. Gen 150 kD’luk,
656 amino asitten olusan homodimerik bir proteini sifreler. Insanda MTHFR geni 11

exondan olusur ( 118).
2.4.1. MTHFR Polimorfizimleri

MTHFR eksikligi (yetersizligi) olan hastalarla yapilan ilk caligmalarinda, bazi
hastalarda spesifik enzim aktivitesinin thermolabil oldugu belirlenmistir. Kang ve ark.
thermolabil MTHFR’l1 bireyler ve kalp hastaligi olan kisiler arasinda yaptiklari
arastirmalarinda thermolobil MTHFR’nin artmis insidansi oldugunu o©ne siirdiiler.
MTHFR geni klonlandiktan sonra, alanin —valin degisimiyle MTHFR ’nin spesifik

aktivitesinde %50-%60 azalmasiyla sonuglanan 677 C— T polimorfizmi gosterilebildi.
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Bu allelik varyant icin homozigot bireyler %15’in iizerindedir. 677C—T mutasyonu
ayrica 5-metil THF in diizeyinin azalmasina ve DNA sentezi ve timidilat i¢in 5-10 metil

THF’1n diizeyinin artmasiyla sonuglanir (119).

Folat ve homosistein seviyelerinde 677 C— T polimorfiziminin etkilerinin folat

alimiyla degistirebilecegi bilinmektedir (119).

MTHFR ve DNA metilasyonu incelendiginde bir ¢alismada (677°deki) TT varyanth
bireylerin DNA’s1 ile (1298) CC varyanth bireylerin DNA’s1 ile kiyaslandiginda 6nemli
derecede yiiksek metil grup kapasitesine sahip olduklar1 bulunmustur, fakat bu ¢alisma

genis calismalarla desteklenmemistir(119).

677 C — T polimorfizimi kolon kanseri ve losemi ic¢in koruyucu olabilecegi
bildirilmistir. Ik calismalar T allelinin lenfatik 16semi igin koruyucu olabilecegi fakat

myeloid 16semi icin olmadigini ileri stirmektedir(119).

Genel popiilasyonda MTHFR’nin thermolabilitesi kesfedildikten sonra 677 C—T
degisimiyle iliskilendirilmistir ve bu polimorfizm ile ¢esitli hastalik tipleri arasindaki

korelasyon arastirilmigtir(119).

Calisilan hastalik tiplerine; Noral tiip defekti, Alzheimer’s hastaligi, kolon kanseri,
I6semi, kardiovaskiiler hastaliklar, seker hastalifi, Down sendromu, gebelik

komplikasyonlarida dahil edilmistir(119).

Kalp hastaliginda 677 C— T’nin etkisini gosteren erken caligmalari yorumlamak
zordur. Ciinkii bu polimofizm yiikselmis homosistein diizeyleriyle her zaman iliskili
degildi. Son ¢alismalarda polimorfizim sadece diisiik folat alan hastalardaki yiikselmis
homosistein seviyesiyle iligkili oldugu aciklanmigtir. Bdylece bu polimorfizimin

etkisinin bireyin beslenme diizeyine baglanmasi1 miimkiindiir(119).

MTHFR’nin en yaygin ikinci polimorfizmi niikleotid 1298’deki A— C
siibstitisyonunun igerir (112). Bu substitisyon MTHFR proteininde C terminal kontrol
bolgesinde glutamatin alanine degisimidir. MTHFR aktivitesinde yaklasik %35
azalmayla iligkilendirilmistir fakat thermolabil degildir ve plazma folatiyla baglantisi
gozlenmemistir (112, 120). Ayrica son bir ¢alismada, bu polimorfizm i¢in homozigot

olan bireylerde diyetteki total homosistein diizeyleri normal gosterilmistir(119).
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MTHER 677 TT genotipindeki bireylerin yam sira 1298 CC genetipli bireylerde de akut
lemfatik 16seminin riskinde azalma gozlemlenmistir. ilaveten cift heterozigotlar (677
CT/1298 AC) normal bireylerle (TT) kiyaslandiginda gelisen ALL riskinde 6nemsiz bir

azalma gosterilmistir(117).

Buna zit olarak, Song ve ark, yaptigi vaka kontrollii bir calismada 1298 CC genotip
1298 AA genotipiyle kiyaslandiginda 6zofagus yassi hiicre karsinomasinin yiikselen
riskiyle baglantili bulunmustur. Bu iliski su sekilde aciklanabilir; MTHFR metil vericisi
yapist ve de nova niikleotid sentez aracilifiyla folat metabolizmasinda merkezi bir rol
oynamaktadir Bu metabolik yolun DNA sentez, tamir ve DNA metilasyonunun normal
kalmasinda kritik rol oynadigina inanilir. Diisiik folat alimi durumunda hem bozulan
DNA metilasyonu hemde DNA sentez/tamiri varyant MTHFR genotipe sahip olanlarda

korsinogenezisin birincil mekanizmasi olabilir (117).

Polimorfik MTHFR lokusu endometrial, kanser, servikal intraepitelyal neoplasi (5-26)
ve meme ve /veya overyum kanseriyle de iligkilidir. Folat ve kobalamin
metabolizmasindaki tiim genler birbirleriyle iligkili oldugundan, Folat veya kobalamin
yolundaki bir gendeki polimorfizmin varligi ya da yoklugu kanser veya kalp hastaligi

gibi yaygin multifaktoriyel hastaliklar i¢in tek basina agiklanamaz(117).
2.4.2. MTHFR Eksikligi

MTHFR metilentetrahidrofolatin ~ timidilat sentez i¢in tek karbon vericisi,
metiltetrahidrofolata, homosisteinin metiyonine yeniden metilasyonu i¢in metil vericisi,
rediiksiyonunu katalizler. MTHFR tarafindan katalizlenen bu reaksiyon tersinmez
oldugundan, folatlara hem piirin hem de primidin metabolizmasinda ihtiya¢ hissedilir,
sadece kobalamin-bagimli metiyonin sentez reaksiyonu araciligiyla fonksiyonel olarak

azalmus folat havuzuna donebilir(119).

Ciddi MTHFR eksikligi 85’den fazla yayimlanan vakada folat metabolizmasinin en
yaygin dogum hatasidir. Major laboratuar bulgulart hiperhomosistenemia ve
hipomethioninemia’dir.  Ciinkii  timidilat sentez ve MTHFR’nin  substrati
metilentetrahidrofolatin eksikligi yoktur. Ciddi MTHFR eksikligi olan hastalar
megaloblastik anemiye sahip degildir. Bu cbl E ve cbl G’I1 hastalarin ondan ayrilmasina
yardim eder. Neonatal periyottan eriskinlige herhangi bir yasta klinikle ilgili bulgular
olabilir, hastalarin ¢ogu bebeklikte tanimlanmasina ragmen Oncelikli bulgular

norolojikti. Apne, gelisme geriligi ve senzures yaygin olandir ve muhtemelen beyindeki
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metiyoninin diisiik seviyesiyle iligkilidir. Diger yaygin 6zellik thrombosisdir.
Muhtemelen homosisteinin artan seviyesi araciligiyla meydana gelir. Bazi yetiskinler
tamamen semptomsuzdur ve sadece probandin teshisinden sonra bir ailede tanimlanir.
Gen kromozom 1p36.3’de klonlanmistir ve bu zamana kadar 32 hastada 23 mutasyon
bulunmustur. Ciddi MTHFR eksikliginde tedavi oldukc¢a zordur ve betaine en yararl
terapi olmustur(119).

2.4.3. MTHFR Popiilasyon Sikliklari

C677T varyantinin sikliginin etnik ve cografi degisimi oldukg¢a fazladir. TT oram
Amerika’daki siyah popiilasyonda, sahra Afrikasinin u¢ kisimlarinda ve Gliney
Amerika’da %1 iken US Hispaniks, Kolombiya ve Brezilya’daki Amerindianlarda
%20’nin iizerindedir. TT genotip sikligt Avrupa’daki beyaz toplumda, Kuzey
Amerika’da ve Avusturalya’da %8-20’dir. Avrupa’da, kuzeyden giineye dogru varyant
siklig1 artmaya meyillidir. Japonlarin %12’si TT homozigottur (113).

A1298C i¢in, Kuzey Amerika calismalarinda CC prevalansi, temelde beyaz tenli
bireylerin dahil edildigi, %7-12 arasindadir. 4 Hispanik seride (n < 90 ), siklik %4-
S'tir. 2 Amerika Afrika serisinde CC’li bireyler %24’tiir. Avrupa’daki ¢aligmalarin
cogunda CC dagilim siklig1 %4-12 arasindadir. Cin, Japon ve Havai toplumlarinda CC
genotipli bireyler %1-4 arasindadir. Brezilya, Morocco, Giiney Afrika, Tiirkiye ve Israil
Yahudilerindeki tek bir ¢alismada siklik sirasiyla %6 ,%3 ,%4 ,%6 ve %]13’tiir. Bazi
serilerde, ¢cok az sayidaki bireyde 3 veya 4 varyant allele (677TT/1298AC, CT/CC,
TT/CC) sahip olduklar1 rapor edilmistir.Baz1 serilerde cok az kiside {i¢ veya dort
varyant allel (6rnegin; 677TT/1298 AC, CT/CC, TT/CC) bildirilmistir(113).

2.5. MTR GENIi

MTR geni 1.kromozomun q kolunun 42.3-44. bantindadir (121). Li ve arkadaslar1 insan
MTR genininl.265 amino asitli bir proteini sifreledigini tesbit etmislerdir. MTR,
MTRR tarafindan aktif formunda korunur. MTRR ise 5. kromozomun p kolunun 15.3-
15 bolgelerinde lokalize olmustur(119).

Metiyonun Sentetaz, folat metabolizmasinda Onemli bir rol oynar. 5-
metiltetrahidiofolattan homosisteine bir metil grubu transferini metiyonun ve
tetrahidrofolata ayrilarak katalizler. (Sekil 2.1.) Metiyonin sentetaz, 6nemli bir amino

asit ve. SAM ‘in habercisi olan intraseliiler metiyonin yeterli miktarda olmasi icin
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gereklidir. SAM, DNA metilasyonu dahil 1000’in iizerinde metilasyon reaksiyonlarini
iceren ¢ok onemli bir metil grup vericidir. Protoonkogenlerin promotor bolgelerinin
hipometilasyonu veya timor siipressor genlerin bu bolgelerinin hipermetilasyonu,
hiicrelerin transformasyon ve segici biiyiimesine sebep olabilir. Biiylime diizenleme
genlerinin, promotor bolgeleri ve onlarin transkripsiyonlar: inaktif olabilir, i¢cerisindeki
CpG adaciklarinin de nova metilasyonu kolonik tiimorlerde sikca gozlemlenmistir
(122). Metiyonin Sentetaz ayrica intraseliiler folat havuzlarinin yeterli miktarda kalmasi
icin ve homosistein konsantrasyonlarinin toksik diizeye varmamasini saglamak i¢in de

gereklidir.

Vitamin B12 veya metiyonin sentazin ciddi eksikligi hipomethioninemia,
hiperhomosistenemia ve homosistinuriaya sebep olur. Ayrica 5- metiltetrahidrofolatin
yigilmast ve timidilat sentezi icin gerekli olan 5,10 metilentetrahidrofolat dahil
intraseliiler folat tiirevlerinin azalmasina da yol acabilir. “metil folat tutulmasinin”
kayitlar1 deoksiniikleotid havuzunda dengesizlige ve megaloblastik anemiye yol
acabilir. Bu DNA’da deoksiiiridilat yigilmasina yol acar ve bu anormal temelin
kaldirilmast DNA’dan hasar yapabilir. Bu da kolorektal kanserde yayginca goriilen
kromozom kirikliklarina sebep olabilir (122, 123).

2.5.1. MTR Polimorfizimi

Pernicious anemi, B12’nin yetersiz emiliminden kaynaklanan, 6zofagus, mide ve kolon
kanser riskinin artmasiyla baglantilidir. Son zamanlarda, metiyonin sentetaz genindeki
bir polimorfizim, (MTR 2756 A— G ) aspartik asitin — glisine degisimiyle sonuclanan,
metiyonin sentaz eksikligi olan hastalarda ve saglikli kontroller arasinda polimorfik

olabilecegi tespit edilmistir (124).

2756 A—G polimorfizimi bu kisiler arasinda ilk tespit edilen polimorfizim olmasina
ragmen, bu polimorfizimin biyolojik etkisi bilinmiyor (124) 2756 bp’deki bu A— G
degisimi aspartik asitin (D919 G) glisine degisimine neden olur. D-919, kobalamin-
bagimli E coli metiyonin sentazda Q893’e kars1 gelir. Bu cok yaygin homolog
bakteriyel enzimdeki rezidiiler kobalamin domaininden SAM baglayici domainine
yonelen uzun bir helix i¢indeki sondan bir evvelki pozisyondadir. Glisin rezidiileri
aspartik asit ile kiyaslandiginda daha giiclii helix kirici olarak kabul edilir, proteinlerin

sekonder yapilarini etkileyebilir ve bu yiizden fonksiyonel neticesi olan, vitamin B ,,

folat veya tHcy nin diizeylerinin karismasina yol agabilir (122).
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2.5.2. MTR Eksikligi

Hiicrede, kobalamin mitokondride Adenosil kobalamin(Ado cbl )e ve sitoplazmada
Metil kobalamin(Me Cbl / cbl E)’e cevrilir. Me Cbl’'nin sentezi kobalaminin hedef
enzime metiyonin sentetaz, baglanmasini takiben meydana gelir. Metiyonin sentaz gen
iiriinli(cbl G)ve metiyonin sentaz rediiktaz gen {iriini (cbl E) hastalarinda
hiperhomosisternemia ve homosistinuria vardir. Ciinkii metilmalonik asit (MMA)
yoktur ve metiyonin seviyesi diisiiktiir. Klinik olarak bu hastaliklarin ayrilabilmesi
miimkiin degildir ve siniflandirilmasi genellikle somatik hiicre tamamlama analizleri
araciligiyla yapilir. Megaloblastik anemi yaygindir fakat sikca norolojik ve hatta
psikiyatrik semptomlar1 daha goze carpan Ozellikleridir. Bunlar gelisme geriligi,
serebral atrofi, kasdaki degisimler, ataxia, felc ve EEG abnormaliteleri, nystagmus ve
korliik. Yasamin ilk yillarinda tipik derecede bulunmasina ragmen, bazi hastaliklar
sadece yetigkinlikte mevcut bulunur, ¢cok yonlii sklerozun ilk teshisi 21 yasindaki bir
kadinda konuldu (119).

Norolojikal degisimler tersinmez olabilmesine ragmen, Cbl G ve cbl E’nin tedavisi
sistemik hidroksikobalamin ile ve genellikle hizli hematolojik bir cevapla sonuglanir

(119).

Gen hem cblG hem de cblE klonlarindan sorumludur. MTR geni, metiyonin sentetazi
sifreler, kromozom 1q 43 iizerinde lokalizedir, ve cbl G hastalarinda tespit edilmistir,

yaygin PI173 mutasyonu icerir (119).
2.5.3. MTR Popiilasyon Sikhiklar:

Japon, Cin ve Kore popiilasyonlarinda GG genotip siklig1 %2-3’tiir. Avrupa serilerinin
cogunda bireylerin %3’ti GG genotipine sahiptir iki ¢alisma hari¢ Kuzey Amerika
caligmalarinin hepsinde siklik %1-5’tir. Bu iki serinin biri Kanada’daki beyaz ¢ocuklar
ve onlarin anneleri, digeri ise Hawai’deki beyaz insanlardir ve siklik %10-11 dir.
Afrika-Amerika popiilasyonundaki tek bir calismadaki bireylerin %6’s1 GG genotipine
sahiptirler. 3 calismada genotip sikliklar1 Hard-Weinberg yasasina uymamaktadir (113).

2.5.4. Genotip Kombinasyonlari

Genotiplerin kombinasyonlarinin sikliklarin rapor edildigi ¢alismalarin cogu kiiciiktiir.
Ingiltere’deki 1.300’den fazla erkek iizerine yapilan genis bir calismada %20’si hem
MTR G hem de MTHFR T alleli tasidiklar: rapor edilmistir (117).
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2.6. HOMOSISTEIN

Homosistein, proteinlerin yapisina katilmayan bir amino asittir. Normal olarak diyetle
alinmaz. Viicuttaki tek kaynagi esansiyel bir aminoasit olan metiyonindir. Homosistein
adenosil metiyonin-bagimli transmetilasyon reaksiyonlarinda metiyoninden sentezlenir.
Metiyoninin yeniden metilasyonu iki farkli enzim yoluyla meydana gelir. Dokularin
cogunda bu reaksiyon metiyonin sentaz tarafindan katalizlenir ve kofaktdr olarak

kobalamin  (vitamin B ,)e substrat olarak metilentetrahidrofolat  gerekir.
Metilentetrahidrofolat, vitamin B, ’ye bagimli enzim MTHFR nin araciligiyla yaygin

folat havuzlarindan gelir. Sonugta sistatiyonin B-sentez (CBS)’in katalizledigi vitamin
B6 bagimli iki sira reaksiyonda homosistein sisteine, glutatiyon’un habercisi olarak

cevrilebilir.

Homosistein metabolizmas1 bazi vitaminlerle yakindan iliskilidir ve homosistein
metabolizmasindaki degisiklikler ateroskleroz, vendz tromboz, malignite ve noral tiip

defekti gibi patolojilerde 6nemli bir faktor olarak goriilmektedir.

Hiicresel homosistein metabolizmasi, metiyoninin kullanilabilirligi, homosisteinin

metiyonine remetilasyonu ve sisteine transsiilfiirosyonu ile regiile edilir.

Plazma homosistein konsantrasyonlari, genetik ve beslenme faktorleri tarafindan regiile
edilir. Plazma homosisteinindeki degisimler homosistein metabolizmasinin yeniden
metilasyonu yollar1 veya transsiilfiirasyondaki genetik veya cevre iligkili hasarlardan
sonuglanabilir.  Boylece, MTHFR plazma homosistein  konsantrasyonunun

diizenlenmesinde ve metiyonin havuzunun yeterli kalmasina da dahil edilir (125).

Hiperhomosistenemia kardiovaskiiler hastaliklarla iligkilidir. Goriilen risk siniflandirilir
ve yayilan risk faktorlerinden bagimsiz ve tiim kroner arter hastaligi oliimlerinin
%10’undan fazlas1 bu fenotipe atfedilir (USA’da yilda 50.000’1in {izerinde)
Hiperhomosistenemia ayrica noral tiip defektleri, inflamasyon bagirsak hastaliklar1 ve

Alzheimer’s hastaligiyla da iliskilidir (119).
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2.7.DNA METIiLASYONU

Sitozin metilasyonu sitozinin 5.karbon atomuna bir metil grubu transfer edilerek yapilir
ve olusan baz 5-metil sitozin (5-mC) olarak adlandirilir. (126,127) Sitozinin
metillenmesi bir enzimatik reaksiyon sonucunda olusur. Genellikle 5-metilsitozin
palindromik 5-CG-3’ sekanslarinda yer almaktadir. Memelilerde CpG diniikleotidlerin
cogunlugu metil grubu tagimaktadir (128).

CpG adalar1 1 kb uzunluklarinda olup, fonksiyonel genlerin 5’ucunda lokalizedirler.
DNA metilasyonu Okaryotlarda da prokortyotlarda oldugu gibi konakg¢1 hiicre savunma
mekanizmas1 olarak yabanct DNA’ya karsi restriksiyon-modifikasyon sisteminin bir

parcasi olarak gorev yapmaktadir (128).

Sitozinin metilasyonu metiltransferaz enzimleri aracilifiyla yapilir. DNA metil
transferaz enzimleri bir metil donorii olan S-adenozil metiyoninden (SAM) metil grubu

alarak sitozinin 5.karbon atomuna transfer ederler (126).

DNA metilasyonu hiicre icinde meydana gelen epigenetik kalittm ve hiicre farklilagsmast
gibi bir¢cok onemli gorev yapmaktadir. Dokuya 6zgiidiir. Metilasyon kalitsaldir ayrica
iki DNA zinciri agisinda spesifiktir. DNA yapisinda tasidigi 5-mC oranlarina gore
hipometile, metile, hipermetile ve demetile DNA olarak gruplandirilir (129-131).

DNA metilasyonu 0Okoryotik hiicrede; DNA tamiri, hiicre farklilagsmasi, gen
eksperesyonu, DNA replikasyonu ve transkripsiyonun baslatilmasi, mutagenezis,
protoronkogen aktivasyonu ve tiimor baskilayici gen inaktivasyonu ile onkogenez ve
apopitozis gibi bir ¢ok o©nemli gorevler yapmaktadir. Okoryotlarda metilasyon

derecesiyle gen experesyonun derecesi arasinda ters bir iliski vardir (132,133).
2.7.1. DNA Metilasyonu ve Kanser

Normal DNA metilasyon modellerinin aksamasi, insan kanser hiicrelerinin yaygin
isaretleri olarak tespit edilmistir. Saglikli bir hiicrede DNA metilasyon modelleri hiicre
boliinmelerinde muhafaza edilir. Metilasyon, hiicre tipi i¢in gerekli hiicresel genlerin
kurulmas1 ve ekzogeneze dahil edilen sekanslarin ekspresyonunun bloklanmasinda
ekspresyona 0Ozgli izin verir(134). Kanser hiicreleri CpGs adaciklar1 olarak
isimlendirilen CpGs’lerde zengin birkac kiiciik bolgenin hipermetilasyonuna eslik eden
global hipometilasyonun ¢ift yonlii fenomenini sik¢a sergiler (136). Malignant

hiicrelerde genellestirilen 5-metil sitozin kaybi temelde daginik CpGs’lerde, genlerin
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yapisinda ve ayrica kendini tekrar eden sekanslarda meydana gelir. CpG adaciklarindaki
degisen metilasyon birkag¢ tiimér supressor genin, orn hMLH 1, VHL,CDH 1, p16 INK
4 a ve APC, promotor bolgelerin 5’ucunda lokalize olmustur ve bu yakin genlerin
ekspresyonunu kapatir (135). Cogu tiimor verilen bu genlerden biri icin degisime
kapatilmasina ragmen, promotor hipermetilasyonun yegane profilleri énemli biyolojik

ve klinik sonugla her tiimor tipi i¢in vardir (136).

Birka¢ soru cevapsiz kalmaktadir, bazi genlerin ve/veya 0zel tiimorlerin global
hipometilasyon veya lokal hipermetilasyonun farkli derecelerine sahip olmasina
yonelten bir hassasiyet faktorii var midir ? Bu soruya gecmiste farkli deneysel bakis
acilartyla yaklagilmistir. CpG adaciklarinin detayli yapr calismalarinda Spl baglayici
bolgelerinin  metilasyona karst koruyucu faktor olarak gorev yapabilecegi
onerilmektedir. Fakat, Spl ile transfekte edilen fare CpG adaciklar1 metilasyon
modellerinde degisim kanit1 gostermektedir. Diger bir deyisle bazi CpG adalan
metillenmeye daha meyilli olabilirler. Ciinkii normal olarak metilenmis, 6rn Alu
sekanslar1 ve diger tekrar elementleri, bolgelerin arasinda veya yaninda bulunurlar ve
oradan metilasyon dagilabilir. Benzer bir yayilma hipotezi de son zamanlarda yasa baglh
bir davranista CpG adaciklarinin sinirlarinin - etkiledigi, orn beyin hiicrelerinde,
metilasyon gibi sunulmustur. Fakat bugiine kadar etkilenen faktorlerden en genis kabul
DNA metilasyonun genetik temelli oldugudur. Ilk olarak DNA metiltransferaz
DNMT3b4’deki germline mutasyonlar 1,9 ve 16 kromozomlarin perisentromerik
satellitlerinin hipometilasyonuyla sonuclanir. lkinci, kromatin-remodeling factor
ATRX’deki germline mutasyonlar, ATRX sendromunda (X-e bagimli « - thalassemia /
mental retardosyon) meydana gelir ve olaya ribozomal DNA diizenleri, bir Y-spesifik
satellit ve subtelemorik tekrarlardaki metilasyon degisiklikleri neden olur. Uciincii de
bir somatik DNMT1’in c¢ikarilmasiyla kanser hiicre siklusunda juxtasentromerik
satellitlerinin yeniden metilasyonuyla sonuglanir. Son alarak 3 en bilinen DNA
metiltransferaz (DNMT)’lari, DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b, c¢ikarilmis farelerde
hipometilasyonun birkag¢ derecesi tesbit edilmistir (136-137).

Normal ve kanser hiicrelerinin metilasyon dercelerini etkileyebilecek diger daha yaygin
ve dogal gerceklesen faktorler var midir ? Metil grup metabolizmasina dahil edilen
genler iyi adaylar olarak gosterilebilir ve bu siirecteki ¢cevresel faktorlerin etkilesimine

izin verir. Ornegin kolin ve metiyonin gibi metil grup donérlerinde veya folat ve
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vitamin B12 gibi metil grup metabolizmasinin koenzimlerindeki diyetle yetersiz alinim
DNA hipometilasyonuna sebep olan intraseliiler SAM diizeylerini degistirebilirligi uzun
siiredir bilinmektedir. (Sekil 2.1. metil-grup aginin metabolik yolu ve enzimatik
komponentlerini gosterir.) DNA metilasyonu modellerindeki metil grup donorii SAM
beslenmedeki metiyoninden sentezlenir ve yeterli hiicresel kaynaga baghdir. Fakat
kullanilan metiyonin metilasyon reaksiyon iiriinii S-adenozil homosisteinden de yeniden
kazanilir. Bu tablodan 3 aday gen 6ne ¢ikar; Bunlar MTHFR bir metil grup vericisi olan
metilentetrahidrofolati saglar; MS homosisteinin yeniden metilasyonuyla metiyonin

meydana getirir. CBS homosisteini serine ¢eker (136).

Epidemiyolojik caligmalar folat eksikligi gibi bazi cevresel risk faktorlerinin kanser
tiirlerinde etkili oldugunu belirlemislerdir. Folatin en biiyiik kaynagi olan meyve ve
sebzelerin diisiik tiiketimi artmis 6zofageal yassi hiicre karsinomu (117) ve kolon
karsinomu iligkisi bulunmustur. MTHFR ve polimorfizmlerinin cevresel etmenlerle
birlikte (diisiik folat alinimi1) kolon kanseri arasinda ters bir iligki bildirilmistir(119). Biz
de calismamizda tiirk popiilasyonunda folat metabolizmasinin énemli enzimlerinden
MTHFR ve MS enzimlerinin yaygin polimorfizmlerini (MTHFR 677 C—T, MTHFR
1298 A—C, MTR 2756 A—QG) arastirdik. Calismamiz kolon ve mide kanseri tanisi
konulan 64 hasta ve 40 kontrol periferal kan oOrnekleri alinmistir. PCR ve RFLP

analiziyle sonuclar degerlendirilmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1.GERECLER
3.1.1.Demirbas Malzemeler

1.

L %2 NS0, E WD

PCR (PERKIN ELMER 9600)

pH metre (Best.-Nr. 100 740)
Vorteks (MS1 Minishaker IKA®)
Santrifiij (Jouan)

Hassas Terazi (Libror AEG-220)
Derin Dondurucu (Argelik)
Buzdolab1 (Arcelik)

Otomatik Pipet (Abimed Langenfeld)
Saf Su Cihaz1 (Millipore)

10. Elektroforez(Biozym TC)

11. UV transilliminator(Vilber Lourmat)
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3.1.2.Sarf Malzemeler
Amonyum Kloriir (SIGMA Katalog Numaras1 A9434)
Potasyum Hidrojen Karbonat (SIGMA Katalog Numarasi P-4913)
Ethylenediamine-Tetraacetic Asit (EDTA)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (MERCK Katalog Numarasi 822050)
Amonyum Asetat (SIGMA)
Etanol (MERCK)
Tris (SIGMA Katalog Numarasi T-1378)
Hidroklorik Asit (MERCK Katalog Numaras1 K24198114 732)
Sodyum Kloriir (MERCK, Katalog Numarasi 116224)

. Proteinaz K (MERCK V163868814)

. Fenol (MERCK Katalog Numaras1 K 21262000 444)

. Kloroform(MERCK Katalog Numaras1 242 K 18537631)

. Izo-propanol (MERCK Katalog Numaras1 K 26165295 905)

0 2 s W=

[ S = S e T
A W NN = O

. Cam Malzemeler

—
N

. Eppendorf Tiipleri

. Distile Su

. Tupliik

. Borik Asit (Riedel-de Haen)

. Etidium Bromid (SIGMA Katalog Numarasi e-7637)
. 10xPCR Tamponu (FERMENTAS)

.dNTP (LAROVA)

. MgCl (FERMENTAS)

. Taq DNA Polimeaz (FERMENTAS)

NN ST SR SR S o o i g
A~ LW D = O VO 0 I O

. Falkon tiipleri

. Hinf I restriksiyon enzimi(TAKARA Katalog Numarasi:1061A)
. Mboll restriksiyon enzimi(TAKARA Katalog Numarasi:1145A)
. Haelll restriksiyon enzimi(TAKARA Katalog Numarasi:1051A)

NN
~N N W
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3.2. YONTEMLER

3.2.1.Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda hasta ve kontrol gruplarindan kan ornekleri alinmistir. DNA izalasyonu

yapmak icin 0.3 ml EDTA iizerine 2ml kan olarak alindi.

3.2.2. Kandan DNA izolasyonu

Kullamlan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi

1-

Red Cell Lizis soliisyonu:
155 mM Amonyum Kloriir
10 mM Potasyum Hidrojen Karbonat

ImM EDTA
2- Cell Lizis soliisyonu:
25 mM EDTA
% 2 SDS
3- Protein prespitasyon soliisyonu :
10 M Amonyum Asetat
4- %70’1ik etanol
70ml etanol
30ml distile su
Metod

I- 1 hacim kan iizerine 3 hacim soguk Red Cell Lizis soliisyonu eklenir, altiist edilir
ve 20 dakika oda 1s1sinda bekletilir.

2- 2000 rpm’ de 10 dakika santrifiij yapilir. Siipernatant kismi atilir.

3- Dipte kalan 16kosit pelleti iyice vortexlenir ve tizerine 1 hacim Cell Lizis soliisyonu
eklenir. Yeniden vortexlendikten sonra 37 °C’ de homojenize olana kadar bekletilir.
(Ornekler homojenize olduktan sonra oda sicakliginda 18 ay kalabilir).

4- Homojenize olduktan sonra iizerine 1/3 hacim protein prespitasyon soliisyonu

eklenir. Iyice vortexlenir. 3000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilir.
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5- Siipernatant kismi temiz bir tiipdeki 1 hacim izopropanol iizerine alinir. Altiist edilir,
DNA goriiliir. Kisa santrifiij yapilir, siipernatant kismi atilir. Alttaki DNA pelleti %
70’ lik etanol ile yikanir. Etanol atilir ve oda sicakliginda DNA kurutulur.

6- DNA o6rnegi kuruduktan sonra iizerine distile su eklenir.
3.2.3.Molekiiler Calisma Basamaklari
3.2.3.1.PCR

DNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PCR)’nda c¢ogaltilmasi, her bir
polimorfizim i¢in ayr1 olmak iizere asagida verilen PCR miksleri hazirlandi. Bu

mikslerde degisen sadece primer ciftleridir. Diger parametreler degismemektedir.

10xPCR Tamponu 5ul

dNTP(2,5mM) 3ul
MgCl (25mM) 3ul
Primer-1 (10pm) 3ul

Primer-2 (10pmol) 3ul
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0,5ul
DNA Sug

Eklenir ve distile su ile total voliim 50ul’ ye tamamlanir.

Tablo 3.1. MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G polimorfizmleri

i¢in kullanmilan primer dizileri

677CT P,(sense) 5 “TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’
677CTP,(antisense) 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’
1298AC P (sense) 5’-GCAAGTCCCCCAAGGAGG-3’

1298 ACP,(antisense) 5’-GGTCCCCACTTCCAGCATC-3’

2756AG P, (sense) 5’-GAACTAGAAGACAGAAATTCTCTA-3’
2756 AGP,(antisense) 5’-CATGGAAGAATATCAAGATATTAGA-3’
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3.2.3.1.1.MTHFR 677C—T PCR Program
94°C 2dk.  Denatiirasyon periyodu

94°C 30sn
62°C 30sn 40 siklus
72°C 30sn

72°C 7dk.  Ekstensiyon

3.2.3.1.2.MTHFR 1298A —C PCR Program
92°C 2dk.  Denatiirasyon periyodu

92°C 1dk.
60°C 1 dk. 35 siklus
72°C 30sn

72°C 7dk.  Ekstensiyon

3.2.3.1.3.MTR 2756 A—G PCR Programi

95°C  5dk—denatiirasyon

95°C 30sn
82°C 30sn 30 siklus
72°C 30sn

72°C 10dk—ekstension
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3.2.3.2.PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR isleminin ardindan hedef DNA bdlgesinin amplifikasyonunun dogru gerceklesip

gerceklesmediginin kontrol edilmesi i¢in PCR iiriinleri jelde kosturulur.
3.2.3.2.1.Agaroz Jel Hazirlanmasi

Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

1-TBE Tamponu (10 X)

108 gr Tris

55 gr Borik asit

7,31 gr EDTA tartilarak 11t’ye tamamlanir.
Kullanilacagi zaman stok 1/10 distile su ile sulandirilir.
2- Etidyum Bromiir (%1°lik):

0,2 gr etidyum bromiir hassas terazide dikkatlice tartilarak 20 ml’ ye tamamlanir.
3- YiiklemeTamponu

3gr Ficoll 400

50mg Xylene Cyanole FF

2gr Bromofenol Blue

20ml distile su

% 2’ lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

2 gr Agaroz, TBE tamponu ile 100 ml’ ye tamamlanir, kaynatilarak erimesi saglanir, jel
kalibina dokmeden once yaklasik 65 °C’ye kadar sogutulur. Icerisine 4,5ul etidyum
bromo eklenir, karistiritlir ve jel kalibina dokiiliir, kuyucuklarin olusmasini saglayan
tarak takilir ve donmaya birakilir.

3.2.3.3.PCR Uriiniiniin Agaroz Jele Yiiklenmesi

Jelin ilk ve son kuyucuguna iirliniin bant boyutunu karsilagtirmak amaciyla DNA boyut
markirt yiiklendi. PCR iiriiniinden 0,5’lik ependorf tiipe 13ul alind1 ve iizerine 2ul
yiikleme tamponu eklendi. Mikropipetle karistirildiktan sonra sirasiyla her bir PCR

iriinii kuyucuga yiiklendi. % 2’ lik agaroz jelde 75 V 30 dakika elektroforez yapilir.
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3.2.3.4.MTHFR 677C—T Polimorfizim Analizi

Enzim Muamelesi;

MTHFR 677C—T polimorfizminde C— T baz ciftinin degisimi bir Hinfl (GlANTC)
restriksiyon bolgesi olusturur Hinfl restriksiyon muamelesi;

2,5ul buffer

2,5 U(0,5ul) enzim (HinfT)

15ul PCR iiriinii

distile su ile 25ul’ ye tamalnir. 37°C’ de 1 gece inkiibe edildi.

Elektroforez islemi;

Enzimle kesilmis PCR iiriinleri %3’liikk agaroz jelde kosturuldu. Yabanl tip (677CC)
198 bp’de tek bant gosterir, heterozigotlar(677CT) 198,175 ve 23 bp fragmentlerini

gosterir. Homozigot mutantlar(677TT) 175 ve 23 bp fragmentleri gosterir.
3.2.3.5.MTHFR 1298 A—C Polimorfizim Analizi
Enzim Muamelesi;

MTHFR 1298A—C polimorfizminde A—C baz ciftinin degisimi bir Mboll
(GAAGA(N)8/7)) Crestriksiyon bolgesi olusturur. Mboll restriksiyon muamelesi;

2,5ul buffer

2,5 U(0,5ul) enzim ( Mboll)

15ul PCR iiriinii

distile su ile 25ul” ye tamamlanir. 37°C’ de 1 gece inkiibe edildi.

Elektroforez islemi;

Enzimle kesilmis PCR iiriinleri %3’liik agaroz jelde kosturuldu. Yabanil tip (1298AA)
56, 31, 30, 28 ve 18 bp’lil 5 fragment gosterir. Heterozigotlar (1298 AC) 84, 56, 31, 30,
28 ve 18 bp’lik 6 fragment gosterir. Homozigot mutantlar(1298CC) 84, 31, 30 ve 18
bp’lik 4 fragment gosterir. Major goriiniir bantlar 84 ve56 bp’lik bantlardir.
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3.2.3.6.MTR 2756 A—G Polimorfizim Analizi
Enzim Muamelesi;

MS 2756A—G polimorfizminde A—G baz ciftinin degisimi bir Haelll (GG{CC)

restriksiyon bolgesi olusturur.Haelll restriksiyon muamelesi;

2,5ul buffer

2,5 U(0,5ul) enzim (HaellI)

15ul PCR iiriinii

distile su ile 25ul’ye tamamlanir. 37°C’ de 1 gece inkiibe edildi.

Elektroforez islemi;

Enzimle kesilmis PCR iiriinleri %3’lilkk agaroz jelde kosturuldu.Yabamil tip allel
(2756AA) 189 bp’de goriintiilenir. Mutant allel 159 ve 30 bp’ lik bantlarda

goriintiilenir.



4. BULGULAR

Bu calismaya 23 mide ve 41 kolon karsinomlu hasta DNA ornekleri alinmistir. 40
saglikll kisinin periferal kandan izole edilen DNA o6rnekleri de kontrol amacl olarak

alinmastir.
4.1. PCR BULGULARI

DNA’s1 elde edilen hasta ve kontrol gruplar1 PCR’da amplifiye edildikten sonra iiriinler
%?2’lik agoroz jelde kosturularak degerlendirildi. Hasta ve kontrol 6érneklerinde MTHFR
677CT 198 bp’de MTHFR 1298AC 163 bp’de, MTR 2756AG 189 bp’de ilk PCR

tirtinleri olusturuldu.
4.2. RFLP Analizi
4.2.1. MTHFR 677C—T Polimorfizimi

PCR ile amplifiye edilen gen iiriinleri Hinf I restriksiyon endoniikleaz ile muamele
edildi. MTHFR 677CT polimorfizimi icin %?2’lik agoroz jelde kosturularak yababil tip
(677CC), heterozigot (677CT) ve homozigot (677TT) olgular1 tespit edildi.



BM — Boyut Marker, 1-2— Homozigot Normal, 3-4 —Heterozigot,
5-6 —-Homozigot Mutant 7— PCR Uriinii (enzimle kesilmemis)

Sekil 4.1. MTHFR 677 C—T Polimorfizminin %2’lik agoroz jel goriintiisii.

MTHEFR 677CC ve 677TT icin allel siklikla 40 kontrol arasinda sirasiyla % 37,5 ve % 5
mide kanserli vaka arasinda ise sirasiyla % 35 ve %13 olarak tespit edildi. Heterozigot
formda (CT) ise kontrol (%57,5) ve hasta (%52) gruplarinda ¢ok Onemli bir fark
gozlenmedi(Tablo 4.1).(Khi kare testi uygulandi p>0.05 bulundu.)

MTHER 677CC ve 677CT genotipinin kolon kanseri vakalarinda %44 ve %46, kontrol
amach vakalarda ise %37.5, %57.5 olarak tespit edildi. MTHFR 677 varyant allel i¢in
homozigot olan kolon kanserli vakalar (%10) kontrol amach vakalardan (%5) iki kat

fazla tasimaktadir(Tablo 4.1). (Khi kare testi uygulandi p>0.05 bulundu.)
4.2.2. MTHFR 1298 A—C Polimorfizimi

PCR ile ¢ogaltilan gen iirtinleri Mboll restriksiyon endoniikleaz ile muamele edildi.
MTHFR 1298 A—C polimorfizimi i¢in %2’lik agoroz jelde kosturularak yabanil tip
(1298AA), heterozigot (1298 AC) ve homozigot (1298CC) varyasyonlari tespit edildi

BM 1 2 3 4 5 BM

100 bp
34 by
36 by
30 b

BM — Boyut Marker 1-2— Homozigot Normal 3-4 —Heterozigot 5—Homozigot Mutant

Sekil 4.1. MTHFR 1298 A—C Polimorfizminin %?2’lik agoroz jel goriintiisii.
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Mide kanserli hastalarda MTHFR 1298AA, 1298AC ve 1298CC genotipiniin dagilimi
9%56,5, %39 ve %4,5’dir. Kontrol grubunda 1298AA ve 1298AC esit oranda (50)
bulunurken, homozigot form (1298CC)’ da bulunmamasi dikkat ¢ekicidir(Tablo 4.2).
(Khi kare testi uyguland1 p>0.05 bulundu.)

MTHEFR 1298 AA ve 1298 AC genotiplerinin kolon kanseri vakalarindaki %39 ve %61,
kontrol amacli vakalarda ise her iki genotipinde %50 oraninda bulunmustur. MTHFR
1298 CC varyant alellin hem kontrollerde hemde hastalarda hi¢ goriilmemis olmasi

dikkat ¢ekicidir. (Tablo 4.2). (Khi kare testi uygulandi p>0.05 bulundu.)
4.2.3. MTR 2756 A—G Polimorfizimi

PCR ile ¢ogaltilan gen iiriinleri Hae 11l restriksiyon endoniikleaz ile muamele edildi.
MTR 2756 A—G polimorfizimi i¢cin %?2’lik agoroz jelde kosturularak yabanil tip (2756
AA), heterozigot (2756AG) ve homozigot (2756 GG) varyasyonlari tespit edildi.

BM 1 2 3 4 5 6 T 8 0 10

Hasbp
159hp

I0bp

BM—Boyut Marker 1—PCR Uriinii 2-6—Heterozigot 3-5-7-8—Yabanil Tip 4-10—Homozigot

Sekil 4.3. MTR 2756 A—G polimorfizminin %?2’lik agoroz jel goriintiisii

MTR 2756 A—G polimorfiziminin mide kanseri ve kontrol gruplarindaki sonuglari
sOyledir; 2756AA ve 2756AG genotip hasta gruplarinda %43.5, %39 kontrol
gruplarinda ise %50 ve %40’dir. Bununla birlikte MTR 2756 varyant allel (GG) i¢in
homozigot bireyler hastalarda (%17.5) kontrollerden (%10) yaklasik 2 kat daha fazla
goriilmiistiir(Tablo 4.3). (Khi kare testi uygulandi p>0.05 bulundu.)



Kolon kanseri icin MTR 2756 A—G polimorfizimi incelendiginde; 2756AA genotipi
hastalarda %56 ve kontrollerde %50, 2756AG allelik varyant ise hastalarda %34 ve
kontrollerde %40 oraninda gozlendi. 2756GG varyant genotip ise hem hastalarda (%10)
hemde kontrollerde (%10) esit oranda tespit edildi (Tablo 4.3). (Khi kare testi uyguland1

p>0.05 bulundu.)

Ayrica kontrol vakalarinda MTHFR 677CT ve 1298 AC cift heterozigot formlari (%20)
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her iki kanser vakalarindan (%7) yaklasik ii¢ kat fazla bulunmustur.

Tiim hastalarin en az bir polimorfizim acisindan homozigot veya heterozigot formda,

sadece kontrol vakalarinda bir hastanin her ti¢ polimorfizm i¢inde yabanil tipte (%1)

bulundugu goriilmektedir.

Tablo 4.1.MTHFR 677C—T Polimorfiziminin mide ve kolon kanserli hastalarda ve kontrol
gruplarinda karsilagtirilmasi

677CC (Normal) | 677CT (Heterozigot) | 677TT (Homozigot)

Gruplar Toplam
Say1 %0 Say1 %0 Say1 %0

Mide Kanseri 8 34,8 12 52,8 3 13 23
Kolon Kanseri 18 43,9 19 46,3 4 9,8 41
Kontrol 15 37,5 23 57,5 2 5 40
Toplam 41 34,9 54 51,9 9 8,7 104
p>0,05

Tablo 4.2. MTHFR 1298 A—C Polimorfiziminin mide kanserli ve kolon kanserli hastalarin kontrol
grubuyla karsilastirilmasi

Gruplar 1298AA (Normal) 1298AC (Heterozigot) | 1298CC (Homozigot) | Toplam
Say1 %0 Say1 %0 Say1 %0

Mide Kanseri 13 56,5 9 39,1 1 4,3 23

Kolon Kanseri 16 39,0 25 61,0 - - 41

Kontrol 20 50,0 20 50,0 - - 40

Toplam 49 47,1 54 51,9 1 1,0 104

p>0,05
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Tablo 4.3. MTHFR 2756 A—G Polimorfiziminin mide kanserli ve kolon kanserli hastalarin kontrol
gubuyla karsilagtirilmasi

2756AA (Normal) | 2756AG (Heterozigot) | 2756GG (Homozigot)
Gruplar Toplam
Say1 %0 Say1 %0 Say1 %0
Mide Kanseri 10 43,5 9 39,1 4 17,4 23
Kolon Kanseri 23 56,1 14 34,1 4 9,8 41
Kontrol 20 50,0 16 40,0 4 10,0 40
Toplam 53 51,0 39 37,5 12 11,5 104

p>0,05




5. TARTISMA VE SONUC

HNPCC ve poliposiz sendromlarini (FAP, Peutz Jeghers Sendrom, Juvenile poliposis)
iceren genetik sendromlar kolorektal kansere meyillidir. Ancak bu sendromlar tim
hastaliklarin sadece %3’iinii olusturur. Sporodik kolorektal kanser hastalarinin birinci
derece akrabalarindaki bu artmis riskin 1limli bir genetik meyil (6rnegin; diisiik
penetranshi genlerin dahil edilmesi veya gen varyantlar1) oldugu iddia edilmektedir.
Buna aday olarak metabolik yoldaki veya metilasyondaki genler, kolonik mikro
cevrenin degisimi, onkogenler, timor supressor genler ve immiin-cevap genleridir.
Yiiksek penetransli genlerdeki (APC, ML+11, MSH2) diisiik penetransli varyantlar

sporadik ve ailesel kolorektal kanserde énemli olabilir (138).

Kolonik hastaliklara bakildiginda FAP ve HNPCC’nin fenotipleri sadece aileler
arasinda degil aile icerisinde bile olduk¢a degismektedir. Bu varyasyonun sebebi
bilinmemektedir fakat en azindan bir kismi ilave genetik faktorlerden, 6rnegin modifiye
genlerden dolayidir. Bu modifiye genler sporadik kolorektal kansere dahil edilen diisiik-

penetranslh genlerle ayni genler olabilir (138).



41

Diisiik penetranshi  genlerdeki allelik farkliliklar, kanser-indiikleyici bilesikler
hassasiyetle incelendiginde genis bireylerarasi farkliliklar hesaplanabilir. Bu genlerden
birinde bir varyasyon tasiyan birey icin artmis kanser riskinin kiiciik oldugu
varsayilabilir fakat bu varyasyonlarin bazilarinin popiilasyondaki yiiksek frekanslari,

popiilasyonun yiiksek risk altinda oldugunu ileri stirmektedir (138).

Toffol1 ve ark. Kuzey Italya’da azalan proksimal kolorektal kanser riskinde MTHFR
677 TT genotipinin rolii oldugunu bildirmislerdir (139) Literatiirde iki calisma haric
MTHEFR 677 TT genotipi ve kolon kanseri arasinda gii¢lii bir ters iliski bildirilmemistir
(116). de Jong ve ark. diisikk penetranshi genler ve kolorektal kanserin iligkisini
inceledikleri ¢aligmalarinda, yeterli folat diizeyine sahip MTHFR 677 TT homozigot
tasiyicilar kolorektal kanser i¢in diisiik riske sahip goriiniiyorlar. Fakat, folat diizeyi
diisiik oldugunda (yetersiz folat alimi veya alkol tiiketimi) hem DNA metilasyonu hem
de DNA sentezi (niikteotid sentezindeki karigikliktan dolay1r) 677 TT homozigot

tastyicilar arasinda bozulur ve kolorektal kanserin artmus riskiyle sonuglanir(138).

Bizim calismamizda da kolon kanserleri vakalar kontrol grubuyla karsilastirildiginda

MTHEFR 677 TT homozigot varyant iki kat artmis riske sahiptir.

MTHFR ve MTR’nin azalan aktivitesi azalan DNA metilasyonunun yol actif1 diisiik
SAM diizeylerinde beklenebilir. DNA  hipometilasyonun tiimor biiylimesini
baskilayacag ileri siiriilmektedir. Alternatif olarak tiimor biiyiimesinde artan metilasyon
reaksiyonlarindan dolay1 tiimér tasiyan bireylerde metiyonin sentaz ve MTHFR’nin
aktiviteleri 6nemli derece artmistir. Bu polimorfizimler tiimor hiicreleri tarafindan
metiyoninin fazla kullanim1 engelleyebilir. Bu koruma muhtemelen tiimorgenezin gec
asamasinda rol alir. Ciinkii ne MTHFR ne de MTR polimorfizimleri kolorektal

adenomanin riskiyle iligkili degildir, kolorektal kanserin yakin habercisidir (122).

DNA senteznin basarisi kritik olarak deoksiniikleotidlerin mevcudiyetine ve dengesine
baglidir.Levine ve ark. hipotezlerinde kolon epitelyumu gibi yiiksek replikasyon oranina
sahip hiicreler icin niikleotid sentezindeki kisa bir dengesizlik bile bazlarin yanlig
birlesmesi ve sonrasinda potansiyel nokta mutasyonlar1 ve kromozom kiriklariyla

sonuglandigini da iddia etmektedirler(140).
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Gastrointestinal bolgede yapilan bir diger ¢calisma da Song ve ark. Cin popiilasyonunda
0zofagus yass1 hiicre karsinomasinda (ESCC) MTHFR polimorfizimlerinin iligkisinin
arastirmasidir. MTHFR 1298 CC genotipi 1298 AA genotipli bireylerle kiyaslandiginda
6 kattan daha fazla artmig risk bulundu. Ayn1 iliski 677 TT varyant genotipi 677 CC
yabanil tiple kiyaslandiginda aynen dogrudur (112).

Chen ve ark. son zamanlardaki “Doktorlar Saglik Caligmasinda” kolon kanseri ve
kodon 1298 CC genetipi arasinda istatistiksel olarak anlamsiz ters iligki bildirilmistir.
Keku ve ark. ¢alismalarinda kolon kanseri riski i¢cin MTHFR kodon 1298 genotipinin
kodon 677 genotipinden daha 6nemli olabilecegi iddia edilmistir (138).

Ayrica 1298 AC polimorfizmiyle ilgili 3 USA’da biri iskogya’da 4 ¢alisma yapilmustir.
Kanserde 1298AC’nin rolii arastinlmistir. Hepsinde de AA kisileri CC ile
kiyaslandiginda risk tutarli bir sekilde azaldigi gozlenmistir. Zira bu bulgular 677CT
icin gozlenen Orneklerde de birbiriyle tutarhidir ve 1298 AC kanser iliskisinin gercekte
677CT den dolayr oldugunu sodyleyemektedirler. Ayrica Chen ve ark. 1298AC

sonuglarinin 677CT ile karistigindan uygun olmadigini rapor etmislerdir (113).

MTHFR 1298 A—C polimorfizminin Tiirkiye’de yapilan tek bir ¢alismada popiilasyon
siklig1 %6 olarak verilmistir(141). Bizim ¢alismamizda ise kolon kanserli vakalarda ve
kontrol vakalarinda hi¢ 1298CC genotipine rastlanmamistir. Sadece bir mide kanserli
vakada (1/104) 1298CC genotipi goriilmiistiir. Bizim grubumuzdaki siklik %1°dir ve

literatiirle uyumlu degildir.

Buradan saglik durumu her ne olursa olsun her bir bireyin genetik olarak kendine 6zgiil
kimyasal olusuma sahip oldugu ve bu nedenle cevreye, beslenmeye ve farmakolojik
etkilere kendine 0zgiil cevap verecegi sonucuna arayabiliriz. Bu kimyasal bireysellik
olusumu ilk defa yiizy1l 6nce Sir Archibald Garrod tarafindan ongoriilmiis ve bu goriis

bugiin de gecerliligini korumaktadir (111).

Cevre ile birey arasindaki iligkiyi, genetik c¢esitliligin nasil etkilendigini bize agiklayan
polimorfik allellerdir. Regiilator bolgedeki polimorfik alleller, genlerin transkripsiyonel

regiilasyonunu etkileyerek fenotiplerin belirlenmesinde énemli rol oynar (111).

Bizim calismamizda kolon kanserli hastalarda MTR 2756 A—G polimorfiziminin
yabanil tip, heterozigot ve homozigot varyasyonlarinin hasta ve kontroller arasinda

hemen hemen esit diizeylerde bulunmasi bu polimorfizmin kolon kanseri iizerinde ¢cok
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etkili olmadig1 gostermektedir. Ma ve ark. da arastirmalarinda bizim goriisiimiizii
destekler nitelikte; MTR’nin 2756 A—G polimorfizminin metiyonin sentaz

aktivitesinin bozulmasinda 6nemli olmayacagini 6ne siirmiislerdir(112).

Bununla birlikte mide kanseri vakalarinda MTHFR 677 TT ve MTR 2756 GG
homozigot varyasyonlar1 kontrol grubuyla karsilastirlldiginda yaklasik iki kat artmis

risk tespit edilmistir.

Mide karsiinomunun etyolojik faktorleri; gida koruyucusu olarak c¢ok miktarda
tiitsillenmis balik ve et ile tursu seklinde sebze tiiketilen toplumlarda hastaligin sikligi
belirgin olarak artar. Diyetle asir1 tuz alinmasi ve taze sebze ve meyve tiikketiminin az

olusu da siklikla paralellik gosterir. (2).

Kisilerin diyet aliskanliklarinin mide kanseri riskinin artirdigy icin 6zellikle MTHFR
677TT ve MTR 2756GG genotipine sahip risk grubundaki kisilerin diyetlerine daha

fazla dikkat etmelerini Onerebiliriz.

Ayrica  MTHFR polimorfik lokusu (677C—T) endometrial kanser, servikal
intraepitelyal neoplasi, meme ve ovaryum kanserlerinin artmis riskiyle
iliskilendirilmigtir (117). Bizim bulgularimiz bu c¢alismalarin ¢oguyla uyumluluk
gostermektedir ve folat metabolizmasindaki yaygin polimorfizim gosteren genlerin
mide kanserinde de onemli bir rol oynayabilecegi fikrini desteklemektedir. Fakat bu
analizler kiiciik sayidaki bireyler iizerine odaklanmistir ve diger calismalarla konfirme

edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kanser riski degisik popiilasyonlar arasinda ve ayni popiilasyon icinde farkli cevrelerde
belirgin farkliliklar gosterir. Ornegin, mide kanseri icin Japonya’da yasayan Japonlar
ile Hawai ya da Los Angeles’ta yasayan Japonlar karsilastirildiginda Japonya’da
yasanlarda ii¢ kat fazla mide kanseri izlenmektedir. Riskin onemli bir boliimiiniin
cevredeki mutajenlere ve karsinojenlere baglanabilecegi goriilmektedir. Cevredeki
karsinojenlerin yapisi, artmis riskin belirlenmesi ve popiilasyonun bunlardan korunma

yollarinin saptanmasi i¢in 6nemlidir (111).
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Calismamizda MTHFR’ nin her iki polimorfizmi (677 C—T ve 1298 A—C) icin de cift

heterozigotlar, kontrol grubunda kanserli vakalardan yaklasik ii¢ kat fazla goriilmiistiir.

Skibola ve ark. aragtirmalarinda MTHFR 677 TT genotipindeki bireylerin yani sira
1298 CC genotipli bireylerde de akut lemfatik l6seminin (ALL) riskinde azalma
gozlemlenmistir. [laveten cift heterozigotlar (677CT/1298AC) 677CC/1298AA

bireylerle kiyaslandiginda ALL’nin riskinde anlamsiz bir azalma gosterilmistir (122).

Le Marchand ve ark. 677T ve 1298C heterozigotlarinin 677CC/1298 AA bireylerle

kiyaslandiginda kanser i¢in en az riske sahip olduklarini bulmuslardir (113).

Varyant MTHFR 677TT genotipli bireyler 677CC yabani tiple kiyaslandiginda in vitro
da %30 enzim aktivitesine sahip olduklar1 goriilmiistiir. 677CT heterozigotlarda ise
%65 normal enzim aktivitesi goriiliir. In vitro da her iki (677 CT ve 1298 AC)
heterozigot cifti i¢in de enzim aktivitesi acik degildir (113, 116).

Literatiirde ¢ift heterozigotlarin (677 C, 1298 AC) degerlendirildigi ¢calismalarda kanser
icin gosterdigi bir koruyucu etki olusturdugu goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda ise
homozigot varyasyonlarin artmis bir risk gosterirken MTHFR cift heterozigotlarin (677
CT ve 1298 AC) koruyucu bir etki olusturmast literatiirle uyum gostermektedir. Bu
bulgularla Keku ve ark. nda bildirdigi gibi 1298 genotipinin kodon 677 genotipinden
daha onemli oldugunu desteklemekteyiz. Fakat bu genlerin heterozigot formlarinin

birlikte degerlendirildigi cok daha fazla sayida calismaya ihtiya¢c duyulmaktadir.

Calismamizda bir diger dikkat ceken unsur da hem kanserli vakalarda hem de kontrol
grubunda calisilan genlerde en az birinin homozigot veya heterozigot formda
bulunmasiydi. Toplam 104 kisi (64 hasta ve 40 kontrol) icerisinde sadece bir kontrol
vakasi ii¢ polimorfizim i¢in de yabanil tipte bulunmaktaydi. Bu da bize metobolik yolda
(folat metabolizmas1) yer alan bu genlerin yaygin olarak polimorfik olduklarini

gostermekteydi.

Giiniimiizde kanser vakalarinin her gecen giin artmasi ve daha erken yasta ortaya
cikmast kanserin kalitsal bir hastalik oldugunu gostermektedir. Kanser gelisiminde
etkili olan tiimorsiipresor gen ve onkogenlerin yani sira bu diisiik penetransh genlerin de

gozardi edilmemesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Kanser klinikte goriilen en yaygin ve ciddi hastaliklardan biridir. Yapilan istatistiksel
caligmalar, kanserin toplumlarin yaklasik iicte birinden fazlasinda goriildiigiinii,
Olimlerin ylizde yirmiden fazlasindan sorumlu oldugunu ve gelisme {ilkelerin toplam
saglik harcamalarinin yaklagik ylizde onundan fazlasinin tedavi harcamalarinin
olusturdugunu gostermektdir. Kanser tedavi edilmediginde o6liimle sonuclanmaktadir.
Kanser arastirmalarinda erken tani ve tedavi son derece 6nemli olup, kansere yakalanma
riski yiiksek olan bireylerin kanser gelismeden Once saptanabilmesi biiylikk Onem

tastmaktadir. (111).

Bizim ¢alismamizda folat metabolizmasinin anahtar rolii oynayan enzimlerden MTHFR
677 C-T, 1298 A—C ve MTR 2756 A—G polimorfizimleri incelenmistir. Bu
polimorfizimlerin homozigot formlarinin kanserli vakalarda artmis oldugu tespit
edilmistir. Beslenmeyle yeterli folat alimi veya asir1 alkol tiiketiminin bu genlerin yer
aldig1 metabolizmanin isleyisinde etkili oldugu bilinmektedir. Cevresel etmenlerle bu
polimorfizmlerin etkisi konfirme edildikten sonra kanseri artiran risk faktorleri arasinda

bu genlerin polimorfizmlerinin de yer almas1 gerektigi kanisindayiz.
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