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TURK POPULASYONUNDA ADENOMATOUS POLYPOSIS COLI (APC)
GENINDE 3920 T>A (1.1307 K) NOKTA MUTASYONU
SIKLIGININ ARASTIRILMASI

OZET
Calismada adenomatous poliposis coli (APC) geninin 3920 T>A (11307K) nokta
mutasyonu siklifinin arastirilmasi i¢in kolon ve mide karsinomali 113 hésta ve kontrol
amaglt 36 kisi taranmigtir. APC geni 11307K nokta mutasyonu iizerinde yapilan
calismalarda genellikle Ashkenazi ki kullanilmis ve bu irki mutasyonu tasima orant
yaklasik % 6 bulunmustur. Bizim amacimiz ise genin kolon ve mide karsinomalarindaki
tastyicilik sikhigini bulmaktir.
Calismamizda hastalardan kan ve doku, kontrol grubundan ise sadece kan ornekleri alindi.
DNA izolasyonu yapildi. Hastalardan alinan doku &rnekleri, kolon bdlgesinde yer alan
polip adi verilen olusumlarin ¢ikartilmasi ile elde edildi. Doku &rneklerinden de DNA
izolasyonu yapildi. DNA’lar elde edildikten sonra ayni yoldan ¢alismalara devam edildi.
Besinci kromozomun 5q21-5q22 bolgesinde oturan ve otozomal dominant kalitim gosteren
bir tiimor supressor geni olan APC gen bolgesinin 3920 pozisyonundaki 290 baz ¢iftlik (bp)
kismi gogaltmak i¢cin PCR islemi yapildi. Bu PCR iiriinii daha sonra gesitli soliisyonlarla
inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon sonrasi olugan yeni {iriin platelére aktarilarak antijen-
antikor iligkisine dayanan bir metodla, substratla etkilestirilerek spektrofotometrede 620 nm
dalga boyunda 6lctimler yapildi.
Olgiimlerde bir kuyucuk optik dansisite degeri 0.5’den fazla ise pozitif, 0.35 yada daha az
ise negatif kabul edildi.
Calismada kullanilan 57 mide karsinomlu hasta grubunun 7 tanesinde 3920 T>A (11307K)
heterezigot sonug bulundu. Bu grubun 18 kontrol ile istatistiksel karsilastiriimasinda, hasta
ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark olmadigi bulundu (p>0.03). 56 kolon karsinomali
hastanin 30’unda 3920 T>A (11307K) heterezigot sonug¢ bulundu ve 18 kontrol ile
karsilastirdi. Kolon karsinomlu hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark vardir (p<0.05). Heterezigot (tasiyicilik) bulunmayan hastalarda karsinom varligi,

kalitim digi faktorlerden olabildigini diistindiirdii.

Anahtar kelimeler: APC, mide kanseri, kolorektal kanser, 11307K



SCREENING OF THE 3920 T>A (I11307K) POINT MUTATION ON ADENOMATOUS
POLIPOSIS COLI (APC) IN TURKISH POPULATION

ABSTRACT
In this study, 113 patients who have colon and stomach carcinoma and 36 controls were
screened for researching of APC genes 3920 T>A (11307K) point mutation frequency. In
APC gene 11307K point mutation studies, usually Ashkenazi Jewish had been used and the
mutation frequency had been found about 6 %. Our aim has found carrier frequency of the
gene in colon and stomach carcinomas.
In our study, only blood samples were taken from control group but both of blood and
tissue samples were taken from patients. The tissue samples taken from patients were
obtained from polips in colon area. DNA isolation was carrier out from tissue samples.
After DNA isolation, the studies were continued from same way. To amplify 290 bp apart
where 3920 position of APC gene which is a tumor supressor gene, PCR was carried out.
This gene take part on 5q21-22 area of chromosome five and show autosomal dominant
hereditary. Then this PCR product was incubated with several solution. The new product
which occured after incubation was tranferred for antigen-anthicor interaction in plate and
was interacted with substrate and measured with 620 nm in spechtrophotometer.
In the measurement a well was accepted "pozitive" if its O.D. is 0.5 or higher or "negative"
ifits O.D. is 0.35 or lower.
The 3920 T>A (I1307K) heterezygote was found in 7 of 57 stomach carcinoma patiens and
contrasted with 18 control group. According to this situation, there weren't diffefences as a
statistically between patients and control group (p>0.05). The 3920 T>A (11307K)
heterezygote was found 30 of 56 colon carcinoma and contrasted with 18 control group.
There were differences as a statistically between colon carcinoma patients and control
group(p<0.05). It was thought that occurence of the carcinoma could be caused with non-

hereditary factors in the patients who hadn't heterezygote.

Key words: APC, stomach cancer, colorectal cancer,11307K
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1. GIRIS VE AMAC

Adenomatous Poliposis Coli (APC) geni 5. kromozom iizerinde q21-22 bolgesinde
lokalizedir. APC geni bir tiimér supressdr genidir. APC geni Uzerinde g¢esitli
mutasyonlar tamimlanmigtir. Bunlardan biride 3920. niikleotidinde Timin (T)'den
Adenin (A)'e bir missense mutasyondur. Bu missense mutasyon protein fonksiyonuna
etki gOstermeyen ve I1307K noktasinda izolosin amino asidinin (a.a) lizin a.a.'e
substitisyonuna neden olur. Ashkenazi yahudileri (Ashkenazi Jewish; AJ) wrklarinin
%6'sinda s6z konusu mutasyon tespit edilmigtir. 11307K nokta mutasyonu mide ve

kolon karsinogenezisinin baglangi¢ asamasinda polip doku olusumunda etkilidir (1).

APC'deki inaktive edici mutasyonlar ailesel adenomatdz polipozis ile iligkilidir. APC
genindeki germline mutasyonlar nadir olmasina ragmen, gendeki somatik mutasyonlar
sporadik kolorektal kanserin %70'inden fazlasinda vardir (2).

Calismamizda kolon karsinomali ve mide karsinomali hastalarda APC 3920 T>A
(I1307K) nokta mutasyonu sikhif1 taramak ve mutasyon tespit edilen hastalara genetik

danigma verilerek hastaligin seyri konusunda bilgilendirmek hedeflenmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MIDE KANSERLERININ GENETIGI

Mide kanseri, kansere bagli Sliimlerde en sik nedenlerden birisidir. Mide kanserlerinin
bir kismi kalitsal gogunlugu ise sporadiktir. Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar kanser
gelisimi, ilerlemesi ve metastazini olusturan sebeplerin belirlenmesinde kullanilan
yontemlerdir. Mide kanserinde kalitimin roliinii ortaya ¢ikarmak i¢in yapilan ¢aligmalar;
aile pedigri raporlari, ikiz ¢alismalari, aile agregasyon caligmalari ve kan tipleme

¢alismalarindan olusur (3).

Nomura ve arkadaglart mide kanseri iki ii¢ kusak nesillerde mevcut olan bireyler ve
ailesinde mide kanseri olan bireylerin, olmayanlara gore iki ila {i¢ kat daha fazla mide

kanser riski tagidiklarim gostermistir (3).

Lauren’in histolojik olarak siniflamasina gore, intestinal ve diffiiz olmak tizere iki major
mide adenokarsinomu vardir (4). Adenokarsinomlarda patogenez ve genetik
degisiklikler farklidir (5-7). En sik mide malignansisi intestinal tipte goriiliir ve
genellikle bir seri prekanserdz degisikliklerin art arda geligimi ile meydana gelir. Bu
degisiklikler sonucunda adenom veya displazi ortaya ¢ikar. Diffiiz tip mide karsinomu
ise “de novo” olarak ortaya ¢ikma egilimindedir. Genellikle displazi ve adenoma ile
iliskili degildir (8,9).
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Genis populasyon ¢aligmalarinda A kan grubuna sahip kisilerde ve 6zellikle erkeklerde
mide kanseri siklign daha fazladir. Bu kisilerde intestinal tip mide kanserine oranla

diffiiz tip mide kanseri daha sik goriiliir (10).

Intestinal ve diffiiz tip mide kanserinin ortak o6zellikleri; C-met geninin anormal
expresyonu, P53 tiimér supressér geninin inaktivasyonu, CD44 geninin anormal
transkripsiyonu ve telomeraz kaybidir (11,12). E-cadherin duplikasyonunun ve K-sam
geni amplifikasyonunun azalmasi veya yoklugu ise sadece diffiiz tip ile iligkilidir. K-
Ras mutasyonu, C-erbB-2 gen amplifikasyonu, APC geninin mutasyonu, BCLII geni ve
DCC lokusunun allelik kaybi ve mikrosatellit stabilsizligi (mikrosatellit instabilite;
MS]) ise daha ¢ok intestinal tip ile iligkilidir (6,7,11).

Biittin mide displastik lezyonlarimin mide karsinomlar: igin prekiirsér olmadigina dair
iki farkli bulgu vardir. Bunlardan birincisi; klinik olarak mide displazileri 6zelliklede
diisiik dereceli displastik lezyonlar kendiliginden gerileyebilir (13,14). Adenom/
displazilerin yalnizca %11-40’1 kadar: karsinomaya ilerler (15,16). Ikinci olarak; mide
adenomalarinda APC mutasyonu, mide adenokarsinomlarindan daha sik olarak
bildirilmistir. Bununla birlikte, adenokarsinomayla iliskili mide adenomal displazi
lezyonlar1 APC mutasyon siklig1 yoniinden derinlemesine incelenmistir. Daha 6nceden
mevcut olan adenom/ displazilerden ortaya gikan adenokarsinomalarin patogenezisinde

APC geninin nasil bir rol oynadigi ¢ok agik degildir (17,18).

Molekiiler genetik caligmalarinda, karsinogeneziste genetik degisikliklerin oldugu
gosterilmistir (Tablo 2.1). Mide kanserinde g6zlenen en yaygin genetik degisiklikler
onkogenlerdeki degisimler, tiim&r supress6r geni inaktivasyonu, heterozigotluk kaybi
(Loss of heterezygosity; LOH) ve kismen basit tekrarlayan sekanslarda DNA
replikasyon hatalaridir. Mide kanserinde c-ki-ras, c-erbB-2, K-sam, Hst/int-2, c-met ve
c-myc onkogenlerinde mutasyonlar ve/ veya amplifikasyon overekspresyonlar, timor
supressor genleri olarak bilinen P53, APC, DCC (deleted in coloroctal carcinomas) ve
RB1 (retinoblastoma)’lerinde inaktivasyonu, DNA tamir genlerinde mutasyonlar
(mismatch repair genes; MMR), hiicre siklusﬁ regiilatér genleri (E-cadherin; CDH),
doku invasyonu ile iligkili genler (CD44) ve kromozom 1q, 5q, 7q, 129, 13q, 17p, 18q
ve Y’yi i¢ine alan bir veya daha fazla LOH’un rol oynadigina inanitmaktadir (8,19,20).



Tablo 2.1.Mide karsinogenezis ve metastasta rol oynayan genlerin tablosu

Genler Niikleotidler Kromozomal Agirhg (kDa) Genetik farklilagsma

(kb) lokus
Onkogenler
K —ras 50 12q12.1 Nda®/21 Mutasyon
erbB-2 Nda 17921 —q22 138/gp185 Amplifikasyon
hst-1 11 11q13.3 22/22 Amplifikasyon
int-2 10 7931 27/27.5-31.5 Amplifikasyon
met Nda 8q24 155.5/gp190 Amplifikasyon
myc 6-7 49/64 — 67 Amplifikasyon
Tiimor siipressor genler
p53 12.5 17q13.1 43.5/53 LOH,Mutasyon
APC 120 5921 312/~300 LOH,Mutasyon
DCC 1400 18q21 153/gp175 200 LOH
RB1 180 13gq14.2 106/105 Mutasyon
E -cadherin 100 16q22.1 97.5/120 Mutasyon
Heterezigot kaybi olan kromozomlar

1p, 59, 7q, 124,

13q, 17p, 189, Y

Kb, kilobaz, kDa: kilodalton, gp: gikoprotein

Wu ve arkadaglar1 P53’{in over ekspreyonunun erken tipte mide kanserine gére erken

tipte barsak kanserinde daha sik oldugunu gostermislerdir. Ayrica mide kanserinin

diffiiz tipinde tlimor gelisiminde eksprese oldugunu fakat intestinal tipinde eksprese

olmadigin1 géstermislerdir (21).

Mide kanserinin, kalitsal nonpolipozis kolorektal kanseri (Hereditary non-polyposis

colorctal cancer; HNPCC) ile iligkili oldugu gosterilmistir. Mide kanserinde,

karsilagtirmali genomik hibridizasyon analizleri sonucunda DNA’nin kopya sayisinda

bir ¢ok amplifikasyon ve kayiplar tespit etmistir. Heterozigotluk kaybi ¢alismalan ile
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mide tlimor gelisiminde, etkili olan tiimdér supressor genine ait bir ¢ok énemli allelik
kayip bolgeleri gosterilmistir. Mirosatellit instabilitesi ve iligkili olan TGF-blIR,
IGFRII, BAX, E2F-4, hMSH3 ve hMSH6 genlerindeki degisiklikler mide kanseri
¢esitlerinde bulunmustur. CDH1’i de kapsayan hiicre adezyon molekiilii anormallikleri

diffiiz tip mide kanseri gelisiminde 6nemli rol oynuyor olabilir (21).

C-met geninde farkli ekspresyon ve amplifikasyon , P53 geninin inaktivasyonu ve

CD44 anormal transkriptleri mide kanserlerinde yaygin olaylardir (22).

Guilfod ve arkadaglar1 diffiz tip mide kanseri otozomal dominant kalitim goésteren {i¢
Maori ailesinde ve 16p22.1 kromozomu iizerinde yer alan CDH1 geninde germline
mutasyonu tespit ettiler. CDHI geni E-cadherin sifreler, E-cadherinler ise hiicre
adezyon proteinleridir. Sporadik tiimorlerde E-cadherinin geri diizenlenmesi zayif
prognosis ile iligkilidir. Kateninler ve E-cadherin kaybi veya azalmasi, K-sam geni
amplifikasyonu, C-met geni amplifikasyonu, siroza bagh karsinoma veya zayif

farklilagsmis karsinomalarin ilerlemesi ve gelismesi i¢in gereklidir (23).

Mide kanseri insidansi bat1 populasyonunda HNPCC’ye paralel olarak artar. Ilging olan
E-cadherin mutasyonlan ile iligkili olan kalitsal mide kanserinde genellikle diffiiz tip
yaygmn iken HNPCC’de mide kanseri intestinal tiptir. Intestinal tip mide kanserinde B
katenin geni ve APC’nin mutasyonal degisiklikleri ve artan B katenin mRNA seviyesi
goriiliir. Bu ylizden promotor hipermetilasyonu vasitasiyla E-cadherinin epidemik

inaktivasyonu, farklilagsmamusg tiimérlerin gelismesinde kritik olaylar olabilir (24).

APC mutasyonlan diffliz tip mide kanserine gore intestinal tipteki mide kanserinde daha
siktir. APC geni sadece kolorektal kanserlerde yatkinlik geni degil, aym1 zamanda mide
kanserlerinin intestinal tipinde de yatkinlik genidir. APC geninin mutasyonu, intestinal
veya kolonik farklilanma i¢in marker olarak diisiiniilebilir. Intestinal tip kanserlerdeki

metaplazinin transformasyonu ile sonuglanan teoriyi APC geni mutasyonuda destekler
(24).

APC geni mutasyonlari, kolorektal tlimérgenezise benzer sekilde mide adenoma
gelismesinin erken safthasinda meydana gelir (5,6). Genetik instabilite, neoplastik
transformasyon ve onun ilerlemesinde gii¢lii bir etkiye sahiptir (7). Bu sekildeki genetik

instabilite gastrointestinal karsinomada iki formda simiflandinilabilir. Bunlar;
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hipermutabilite ile meydana gelen mikrosatellit insitabilitesi ve kromozomal
instabilitedir (25,12).

MSI repetatif/niikleotit sekanslarinda yaygin instabilite tarafindan karakterize edilen
genetik degisikligin 6nemli bir formudur. MSI, HNPCC ile iligkili ttimorlerin ¢ogunda
bulunur. hMSH2, hMLH1, hPMS2 veya hMSH6 uygunsuzluk tamir genlerinde
meydana gelen germline mutasyonlar HNPCC’ye sebep olur (17,18). Transforming
growth faktor tip B (TGF-Br/O) reseptdr geninin mutasyonlari ve BAX geni MSI ile
giiclii bir sekilde iligkilidir. MSI mideyi igeren diZer organlarin ttimorlerinde gesitli
derecelerde etkilidir. Aym zamanda MSI sporadik kolorektal tiimdorlerin %5-10’u

civarinda rastlanabilen bir 6zelliktir (15,16).
2.2. KOLON KANSERLERI

Kolon yiyeceklerdeki su ve besinleri absorbe eder ve ayn1 zamanda artik maddeler i¢in
bir depo yeri olarak hizmet eder. Kolon aym zamanda sindirim b&lgesinin bir par¢asi
olan biiyiik barsak olarak da bilinir (26).

Kanser kolonun dért bélgesinin herhangi bir yerinde geligebilir. Kanser gelisiminden
dnce kolon da bazi degigimler goriiliir. Degisimin bir tipi polip olarak adlandirilan doku
biiytimesidir. Kolon polipleri ayn1 zamanda daima belirgindirler ve genellikle semptom

liretmezler. Zamanla polipler kansere doniigebilirler (27).

Kolon kanserinin %95°i adenokarsinomadir. Bunlar kolon igerisine uzanan hiicre

kanserleridir. Bazi diger nadir tipleri de vardir, fakat adenokarsinomayla iligkilidir (28).

Kanser bir hastalik degil hastaliklar grubudur. Kanserin tiim formlan viicuttaki biitiin
hiicrelerin ve biiylime kontroliiniin degisimine neden olur. Bir¢ok kanser ilk basladigi

viicut pargasindan sonra adlandirilir. Kolon kanseri kolonda baglar (28).
2.3. KOLON KANSERLERININ GENETIGI

Kolon kanseri hem erkek hem de kadinlar i¢in yaygin bir hastaliktir. Bireylerin %5’inde
kolorektal kanser gelisir. Kolon kanseri sporadik, ve ailesel olmak tizere iki farkh
sekilde gézlenebilir. Sporadik kolon kanseri tiim kolon kanserlerinin yaklasik %70’ini
olugturur. Sporédik kolon kanseri genellikle 50 yas tlizeri bireylerde daha yaygin
gbzlenir. Hastalarin %10’undan daha az1 kolon Kkanseri igin kalitsal yatkinlifa sahiptir.
Kolon kanseri polipozis ve nonpolipozis olmak iizere ikiye ayrlir. Polipozis

sendromlari, ailesel adenomat6z polipozis (Familial polyposis coli; FAP) ve



hamartomatous polipozis sendromdur. Nonpoliposis kolon kanser predominant

sendromlar1 ise HNPCC (Lynch sendrom I) ve ailesel kanser sendromudur (Lynch

sendrom II). Yukardaki simflandirma kolorektal kanserlerin tiim tiplerinin biyolojisinin
anlagilmasinda kolaylik saglar (29).

Tablo 2.2. Kolon kanser gelisiminde etkili olan genler

Mutasyon Tipi

Icerdigi Genler

Hastahgin Tipi

Germline

APC
MMR

Familial adenomatous polypopis; FAP
HNPCC (Lynch sendrom)

Somatik

Onkogenler
Myc

Ras

Srg

Erb B2
Tumor supressor genler
P53

DCC

APC

MMR genleri
hMSH?2
hMLH]1
hPMS1
hPMS2
hMSH6

| hMSH3

Sporadik hastaliklar

Genetik polimorfizm

APC

Al kigilerindeki ailesel kolon kanseri

En yaygin kolon kanser sendromlari, FAP ve HNPCC dir. Bunlann her ikiside spesifik
bir yada birden fazla germline mutasyon sonucu olusurlar. FAP, bir timdr supressor
geni olan APC genindeki bir germline mutasyonla meydana gelirken, HNPCC,
MMR’deki bir mutasyonla (ki, en yaygin olan mutasyon hMLH1 ya da hMSH2 dedir)
ortaya ¢ikar. Tablo 2.2°de kolon kanser gelisiminde etkili olan genler gériilmektedir

(30).




2.3.1. P53 Geni

P53 geni 17. Kromozomun 13p (17p1.3) bolgesinde yer alan , 11 ekzon igeren bir tiimér
supressor genidir. Genin Uiriinii transkripsiyonel diizenleyici olarak gorev yapar. Gen bir
DNA baglanma bolgesi, ¢ekirdek lokalizasyon isaret bolgesi ve bir tetramerizasyon

bolgesi igeren bes yiiksek korunmus bdlgeden olusur (31).

P53 insan kanserlerinde en ¢ok mutasyona ugrayan genlerden biridir. Normal P53 geni,
apopitozis (programlanmig hiicre 6liimii) indiiklemesinde ya da replikasyon boyunca
DNA onarimim kolaylastirmada rol oynar (31).

P53 geninde olugan mutasyonlar, kanser olgularinda en sik rastlanan mutasyonlarin
basinda gelir. Ornegin kolon kanserlerindeki tiimérlerin %75-80’inde P53 geni ve
bitisik lokuslarda heterozigotluk kaybi goriilmektedir. Ayrica P53 ve bitisik lokuslar
icin heterozigotluk kaybi yalmzca kolon kanserinde degil, akciger kanseri, meme
kanseri, beyin tlimorleri, hepatoseliiler karsinom ve kronik miyeloid 16semi gibi diger
kanser tiirlerinde de bulunmaktadir (32). Kolon kanserlerinde P53 genindeki
mutasyonlar genellikle 175, 248, 273 ve 282 pozisyonundaki CpG diniikleotitlerinde
olusur. Bu mutasyonlar nokta mutasyonu olup C-T transversiyonu seklindedir. Normal
olarak P53 proteini hiicre siklusunu diizenlemek tizere DNA molekiiliine
baglanmaktadir. Diger tlimor supressér genlerine iliskin proteinlerinde benzer roller
tistlendigi sanilmaktadir ve bu nedenle bdyle proteinlerin yoklugu kontrolsiiz hiicre

¢ogalmasina neden olur (33).
2.3.2. K-Ras Geni

K-ras-2 onkogeni, kolorektal kanserlerde tanimlanan ilk defisime ugrayan genler
arasindadir (34). Normal c-ki-ras-2 protonkogeni kromozom 12p iizerinde lokalizedir
ve 3 exon igerir. Bu gen GTPaz aktivitesine sahiptir. Ayrica farklilasma ve biiylimenin
kontroliinde, sinyal iletim yolu i¢in molekiiler aligveriste de gorev alir (35).

K-Ras geninin kodon 12, 13, 61 ‘deki nokta mutasyonlar1 kolorektal kanserde sik
meydana gelir. S6zkonusu kodonlar genin GTP baglanma bolgesindedir. Bu
kodonlardaki kritik mutasyonlar, hiicre biiylimesinin dereglilasyonu ve sinyal iletiminin

diizenlenmesine neden olabilir (36).

K-Ras-2 mutasyonlar1 kolonda premalignant adenomatdz poliplerde yaygin olarak
meydana gelir (37). Bu durum kodon 12°deki spesifik mutasyonlarin gogunun,
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malignant timor tipleriyle iligkili olabilecegini gdsterebilir (38). K-Ras mutasyonlari,
kolonda neoplastik sekansa bagli erken morfolojiksel olarak tanimlananan lezyonlarda
sik meydana gelir (39). APC mutasyonlu hiicrelerde olusan ikincil Ras geni mutasyonu
klonal yayilmay: Kolaylastinr. Baslangic olay1 olmamasina ragmen Ras geni

mutasyonlarin kolon karsinogenezisinin olugumunda rol oynadig: bilinmektedir (40).
2.3.3. Kolorektal Karsinogenezisin Olusum Basamaklar:

Kolorektal tiimor gelisiminde bir ¢ok gende farkli genetik degisiklikler meydana
gelebilir. Sekil 2.1°de kolon karsinogenezisinde rol oynayan genler ve mutasyonlar
verilmistir (41).

LOH/ K-ras LOH Mut/LO Diger
mut Mutasyonu 18q H
17p
5q
i Hyper- Erken Ara Geg
Normal proliferation 1 adenoma { adenoma adenoma Karsinoma Metastas

Sekil 2.1. Kolon Karsinogenezisinin Olusum Basamaklar:

Vogelstein ve arkadaglan malignant ve benign kolorektal tiimérlerdeki genetik
degisiklikleri incelediler. Neoplastik ilerleme esnasinda farkli genlerde genetik

degisikliklerin sayisinda artig belirlediler (41).

Kolorektal karsinogenezisinin olusum modelinde amaci APC lokusundaki genetik
degisikliklerin , siiregte ¢ok erken olaylar oldufunu ve siirecin sonraki asamalarinda
kolorektal neoplaziyi olusturan degisikliklerin siralanmasidir (42,43). K-Ras geni
mutasyonlarinin kolorektal adenoma, premalignant lezyon ve biiyikk tiimérlerde yaygin
oldugu bulundu (44). Ras mutasyonu neoplazide klonal yayilmay: kolaylastirmada
hizmet edebilir, fakat malignant fenotip gelismesi igin yeterli degildir (45).

Bu modelde 18q ve 17p’de LOH ve allelik kayiplar daha sonra meydana gelir ve
malignansinin olusmas: i¢in kritik asagmay baslatir (46).

Vogelstein ve arkadaslart kolorektal karsinomalarda allelik kayiplar arastirmak icin
restriction fragment length ploymorphisim (RFLP) kullamildi. Caligma sonucunda 53




10

timorde, LOH veya allelik kayiplarin birgcok derecesi gézlendi. Ttimérlerin %75’inden
fazlasinda kesin olarak 18q ve 17p kromozom kollarinda allelik kayiplar tespit edildi.
Tiimorlerin %25-50’sinde ise 1q, 4p, 5q, 6p, 6q, 8p, 9q, 18p ve 22q sitelerinde
allelik kayiplar gosterdiler (47).

MMR genlerinin hepsi (bAMLH1, hMSH2, hMSH3, hPMS1, hPMS2 ve hMSH6)
DNA replikasyon hatalarmin diizeltilmesinde rol alirlar. Mikrosatellitler 10-100 kez
tekrarlanan niikleotit bazlarimin kiiciik sekanslanidir. Mikrosatellitlerde transkripsiyon
anormaliteler mikrosatellit instabilitesine neden olur. Mikrosatellit instabilitesi,
HNPCC’li hastalarin kolon kanseri dokularinda sik olarak gortiliir (48).

Yukardaki genlere ek olarak diger bazi genlerde kolon kanseri i¢in Onemlidir. Buna
ragmen onlarin tam rolii ve etki mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Bunlar COX-1
ve COX-2 olarak bilinen cyclooxygenase (COX) genleridir. COX-1, normal hiicrelerin
yapisal komponenti olmasina ragmen, COX-2 geninin ekspresyonu yanlizca kolon
kanser hiicrelerinde gozlenmistir. COX-2 proteini programlanmis hiicre Sliimiinde rol
almasi bakimindan Onemlidir. COX-2’nin ekspresyonunun yanlizca kolon kanser
hiicrelerinde gézlenmesi kolon kanserlerinin ve kolon poliplerinin énlenmesinde hedef

- duruma gelmistir (48).

Diger taraftan Peroksizom prolifer-aktivating reseptér gen (PPAR) kolon
karsinogenezisi ile ilgilidir. PPAR geninin gorevi transkripsiyonel faktorler olan
niiklear reseptérler ailesindendir. On ¢alismalar gosterdi ki PPAR, APC geninin 3’
kismina yakin olabilir ve COX yolunda gérev alabilir. Bu APC mutasyonlarimn

hiicresel karsinogenezise sebep olmasim agiklayabilir (49,50).

G- protein reseptor ailesinden bazi reseptorler, kolon kanser biiyiimesi ile ilgilidir. Bu
konu ile ilgili caligmalar i¢inde muskarinik kolinerjik reseptdr ve gastrin reseptorii yer
alir. Gastrin , kolonik mukoza i¢in bilinen trofili bir faktordiir (51,52). Ayrica anormal
reseptdr varliginda veya hipergastrinemik safhada tiimdrgeneziste bir role sahip olabilir
(53,54).

2.3.4. Ailesel Kolorektal Kanserler

Kolonda ¢ok sayida adenomatdz polip geligtiren otozomal dominant bir hastaliktir.
Adenomatdz polipler nadiren ince barsak ve mide de meydana gelebilir. FAP’l1 bir

hasta dogdugunda asemptomatiktir ve fenotipi normaldir (55).
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Ailesel kolorektal kanserler (Familial Polyposis Coli; FAP), gen¢ bireylerde sik
gozlenir. Genetik degisiklik 5. kromozomdaki APC geninde olusur ve bu degisim
ailesel adenomat6z polipozis ya da FAP'tan sorumludur. APC normal olarak kolon
tiimor biiylimelerini suprese eden bir gendir. APC geninin protein tiriinleri diger
genlerin ekspresyonunun diizenlenmesi ile hiicre siklusunun diizenlenmesinde gérev
alir. FAP kalitsal kolon kanserleri igerisinde mekanizmasi en agik bulunan ve en iyi
anlagilamidir. Buna ragmen FAP, tiim kolorektal kanserlerinin %]1'inden daha azim
kapsar. FAP'1 kisilerin kolonlarinda yiizlerce bazen de binlerce polip geligir. Cok sayida
gelisen bu poliplerin bazilar1 kanser olugturur. Bir bireyde 6nce polip goriiliir ve tipik
sendrom bulgular yaklasik olarak 25 yas civari baglar (56).

Deneysel aragtirmalar FAP’11 hastalarin kolon epitelinde; kriptlerin apikal kisimlarinda
DNA sentezinin siiprese edilmedigi, ormnitin dekarboksilaz aktivitesinde artma, timor
uyaricilarina anormal cevap, artmis tetraploidiyi géstermistir (57).

APC genindeki germline mutasyonlar, genellikle prematiire stop kodonlari, delesyonlar
ve ¢esitli insersiyonlardan olusur. Presemptomatik FAP hastalarmin tamimlanmasin,

APC genindeki germline mutasyanlari belirlenmesi hastalifin tanisini kolaylastirir (58).

APC biiyiik bir gendir ve'germline mutasyonlar genin her noktasinda meydana gelebilir.
Germline mutasyonlarin bir kismi, APC’nin kodlayic: bolgesinde bir stop kodonu
meydana gelmesiyle olusan prematiire translasyon iiriinleridir. Prematiire proteinler
hastalarm  %60-70’inde invitro transkripsiyon translasyon yontemiyle ortaya
¢ikarlabilir. Bu yontem FAP ve ailesel ge¢misi olmayan ¢ok sayida polipe sahip
hastalarda kullamghi bir yontemdir. Diger tarafian FAP vakalarnmin  %20-30’u APC
lokusunda yeni mutasyonlar gosterir. Bu test onlarin tamimlanmasinda da
kullanilabilir(59).

FAP sayica az olan poliplerin asemptomatik gériiniigii ile baglar. Poliplerin bazisi
tedavi olmaksizin kiiiik kalir, bazis1 da kolonda iri bagh polipler yapar. Polipler villus
adenoma, tiibiilovilliis yada tiibiiler gibi histolojik ¢esitlilige sahiptir. APC geninin
ekson 15°de hot spot bir bolgesindeki mutasyon ¢ok sayida poliplerin olmasi ile
iliskilidir. FAP’1n kanser gelisimi profuse ve sparse olmak iizere iki tiptir. Profuse tipte
kodon 1250 ve 1464 arasinda germline mutasyon olusur ve bu mutasyonlar bes bin yada
daha fazla adenomatoz polip fenotipi olusturur. Sparse tipte ise bu bolgeler disinda bir
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germline mutasyon gelisir. Bu mutasyonlarin olugturdugu polip sayis profuse tipten ok
daha azdir. Ayrica FAP’1n profuse tipinde kanser gelisiminde ortalama yas, sparse tipte
diistiniilenden daha gengtir (60).

FAP’ta ekson 1-7’de germline mutasyon meydana geldiginde retinal pigment
epitelyumunun konjenital hipertrofisi (CHRPE) hi¢ goriilmezken, ekson 9-15’te
meydana gelince goriiliir (61). Eger APC geninin ilk ii¢ ekzonunun birinde germline
mutasyon meydana gelirse hastalik hafif formla sonuglanir. Attenuated APC (AAPC)

olarak adlandirilan bu durumda poliplerin sayisi azalir (62).
2.3.5. Kalitsal Polip Olusturmayan Kolorektal Kanser

Kalitsal Polip Olusturmayan Kolorektal Kanser (Hereditary Nonpolyposis Colorectal
Cancer; HNPCC) “nin genetik temelinin aragtirmak i¢in sendromlu aileler ve HNPCC’li
bireylerle ¢alismalar sonucu gesitli kriterler belirlendi. MMR genlerinden hMSH?2’deki
anormaliklerin HNPCC’ye sebep olabilecegi yoniinde karar alindi. HNPCC’den
etkilenmis kisiler kolorektal kanser gelisimi bakimindan ¢ok yiiksek riske sahip oldugu
bilinmektedir. HNPCC’de FAP’taki gibi ¢ok sayida polip gelismez. HNPCC’li kisiler
¢ok az sayida polipe sahip olmasima ragmen bu polipler kansere gecise ¢ok egilimlidir
ve ilerlemenin orami hizlidir. Bunun sebebi muhtemelen, MMR geni mutasyonlaridir.
Bu mutasyonlar ile polipler baslar ve bu olay “hizlandinlmis tiimorgenezis” olarak
bilinir. HNPCC’de polip gelisimi 1-2°l yaslarda meydana gelirken, sporadik kolon
kanserinde genellikle 5-10 yastan itibaren baglar. HNPCC’li kisilerde APC

mutasyonlarindan dnce ¢ok sayida polip gézlenmistir (63).

Kolon kanserinde risk MMR gen mutasyonlu kisiler i¢in %85 kadar yiiksektir. MMR
gen mutasyonlu kadinlarda endometrial kanser i¢in %40 risk vardir. Etkilenen kisiler
i¢in ince barsak, pankreas, genitoiiriner sistem, hepatobiliary sistem, over1 igeren diger
organlarin kanserleri i¢inde artan risk vardir. HNPCC’nin sebebinin agiklanmasina
liderlik eden baslangi¢ gozlemleri, MSI gosteren HNPCC iliskili kanserlerdir. Bilinen
altt MMR geninin her birinin germline mutasyonlan HNPCC’ye sahip akrabalar
arasinda tammlandi. En ¢ok gorillen mutasyonlar kromozom 2p iizerinde bulunan

hMSH2 geninde veya kromozom 3p’deki htMLH1 genindedir (29,64,65).
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2.4. KOLON POLIPLERI

Barsak mukozasi yiizeyinde sapli veya sapsiz (sesil) olarak bulunan cesitli anatomik
yapilardaki tiimorlere polip adi verilir. Bu makroskobik goriintime dayanan klinik bir
tariftir. Onemli olan poliplerin mikroskobik yapisidir. Ciinkii poliplerin klinikte en
onemli 6zelligi malign tiimore gevrilme potansiyelidir. Bu da mikroskobik yapilarina
baghdir. Polipler yapisal kokenlerine, patojik ve anatomik yapilarina gore tiirlere
ayrilirlar. Kalin barsakta birden fazla yada bir ¢ok polip dagmik olarak varsa buna

polipozis; dissemine polipozis veya diffiiz polipozis denir (66).

Pratikte kalin barsak polipleri ya basit epitelyal hiperplazisi, gercek adenoma veya
yalanci adenomalardir. Adenoma kokenini bez epitelinden alan tlimorlere denir.

Adenoma veya adenomattz bir bakima polip veya polipozisin sinonimidir (67).

Poliplerin ¢ogu asemptomatiktir. Bu nedenle gergek insidanslarinin tayini giigtiir.
Sindirim sistemi semptomlar1 bulundugu igin sigmoidoskopi yapilan yetiskinlerin %3.4-
10.4’tinde polip bulunur. Titrkiye’de bu oran %6.3°tir. Semptomlu ve semptomsuz
sahislar arasindaki polip insidans: fark: 6zellikle ¢ocuklarda ¢ok belirgindir (68).

Rektal kanamadan sikayet eden gocuklarin % 35’inde; asemptomatik gocuklarin ise
sadece % 2’sinde polip tespit edilmistir. Cocuklarda polip insidans: 5 yaginda en
yiiksege ulagir sonra puberteye kadar gittikge azalir. Ondan sonra tekrar yavas yavas
artarak 60-80 yaslarinda yeniden maksimuma ulasir. 60 yasindaki satuslarin % 40’inda
polip tespit edilebilir. Alkolik kisilerde polipe daha sik rastlamr (% 16.8). Polipli
sahislarda sonraki yillarda yeni polip gelismesi ihtimali normale gore 4 kat daha
fazladir. (% 2.8).Bu nedenle polip tespit edilen sahislar en az yilda bir sigmoidoskopi ve
gerekirse radyolojik olarak muayene edilmelidir (69).

Adenomatdz poliplerin pratik dnemlerini artiran iki 6zellikleri vardir.

1. Bu tiimérlerin biiyiik ¢ogunlugu (% 60-90) rektumdan itibaren yukar: dogru 25-30
cm’lik  kalin barsak kisminda yer alirlar. Bu tip poliplerin teghisinde sigmoidoskopi
kolay ve tehlikesiz bir tan1 yontemi olarak kullanilabilir.

2. Sozkonusu tiimorlerin neoplastik epitelyal kokenli alanlarin kansere donilisme
insidans1 son derece yiiksektir. Sapli poliplerde kanser fokusu polipin tepesinde

gelismeye baglar (in situ kanser) ve bunun sap1 agip kolonu istila etmesi (invazif kanser)
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i¢in daha uzun bir zaman gegmesi gerekir. Halbuki sapsiz poliplerde gelisen kanser

fokusu daha kisa zamanda mukozayi istila eder (69).

Villoz adenomlarin malign potansiyeli daha fazladir. Bu adenomlar kolonda ne kadar
uzun sire kalirsa, mevcut adenomlarin sayisi ne kadar ¢ok ise ve bunlar ne kadar
biiytikse, kanser gelismesi ihtimali o kadar artar. Polipler zamanla, yavasta olsa,
biyiirler. Diger taraftan, bir polipin kansere dejenere olup olmayacagini, Snceden
kestirmeye yarayacak, biiyliklikleri disinda, makroskobik bir kriteri yoktur. Poliplerin
dis goriintiglerinden malign dejenerasyonunun var olup olmadigi séylenemez. Capi 1
cm’den kiigtik poliplerin %1’inde mikroskobik olarak invazif (saldirgan) kanser delilleri
az goriillir. Cap1 1-2 cm olanlarda bu oran %10, ¢apt 2 cm’den biiyiik olanlarda ise
%50’dir. Bu nedenle her polip tam konur konmaz ¢ikarilmahdir (70).

Geng hastalarda baglangicta az sayida polip goriiliirken, say: siiratle artarak biitiin kolon
mukozasi poliple kaph hale gelir. Hastalarda ortalama 1000-5000 arasinda polip oldugu
belirtilmektedir. Olgularin hemen hepsinde poliplerin ¢ap1 0.5 cm’den kiigiiktiir. % 1
oraminda poliplerin 1 cm’den biiyiik oldugu goriiliir. Polipler adenomat6z tipte olduklar
i¢in dogal seyir sonucu 10-15 yil iginde kagimilmaz sekilde kolorektal kanser gelisir
(70).

2.4.1. Kolon Poliplerinin Etiyolojisi

Bagursak kanserleri, gogunlukla kalin barsak ve rektumun yiizeyini kaplayan epitel doku
hiicrelerinden kaynagimi alirlar. Sindirim borusunun besinlerle temas eden yiizeyinde
epitel doku, asin yipranma nedeniyle, siirekli olarak yenilenen bir dokudur. Bu nedenle
barsak kivrimlarinin derinliklerinde sakli olan k&k hiicreleri diizenli bir bigimde yeni
hiicreler iireterek, hiicre kaybini yaglanmaya,bdylece bagirsagin bilinen diizenli piiriizlii
ylizeyini korumaya calisirlar. Ancak zamanla ve yaslanmayla orantili olarak, bu dengeli
yenileme islemi bozulmaya yiiz tutar. Hiicre yenileme islemi, kaybedilen hiicre
sayisindan daha fazla sayida hiicre tiretme y6niinde bozuldugu zaman, barsak yiizeyinde

polip olusmaya baslar (71).

Poliplerin olusunda; iltihap, kronik irritasyon, primer epitel hiperplazisi, subepiteliyal
alanda primer lenfoid doku agregatlari, embriyonik defekt gibi faktérler rol oynar.Ama
bu faktorlerin hig birisi biitiin poliplerin olusunu izah edemez (71).
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2.4.2. Kolon Poliplerinin Patolojisi

Poliplerin patolojisi tam ayrintili olarak heniiz bilinmemektedir. Dukes’e gore tiibiiler
adenomatdz polipler kokenlerini Lieberkuhn kriptlerinin diplerinde oturan barsak
miikiis bezlerini orten derin glandiiler epitel hiicrelerinden alirlar; 6nce submukozada
bir nodiil tesekkiil eder. Bundan sesil veya ¢ok kisa sapli bir polip gelisir. Barsak
peristaltik hareketlerinin ve fegesin iistiinden gegigin traksiyonu ile bu pedikiil sonralan
uzar. Villoz adenomalar ise kokenlerini siiperfisyel glandiiler epitel hiicrelerinden

alirlar; saga ve sola gok kollar vererek biiytirler (72).

Polipin baglica klinik belirtileri; Rektal kanama, karin agrist ve karinda kramplar,
fegesle miikiis itrahi, polipin aniisten digar1 protriizyonu, agirh ve gii¢ defekasyon ve
diyaredir (72).

En o6nemli belirti rektal kanamadir. Hastalarin 2/3’tinde bulunur. Ani ve biiylik
kanamalar nadirdir. Mutant olan yavas yavas ve azar azar olan kan kaybidir. Kanama

aralikhdir. Fegeste kirmuzi kan goriince bunun sebepleri arasinda mutlaka polip
diisiintilmelidir (72).

Rektuma yakin olan poliplerde sigmoidoskopi; daha yiiksekte oturan poliplerde fiber-
sigmoidoskopi, kolonoskopi ve radyolojik olarak kolonun ¢ift kontrast incelenmesi ile

tan1 konur. Alinan biyopsinin mikroskobik yapisina dayanarak tipi tayin edilir (72).
2.5. KANSER VE GENETIK

Kanser terimi tek bir hastalik adi olmayip temel nedeni, kontrolsiiz biiylime olan
malign tliimérlerin tlimiine verilen bir addir. Hiicre ¢ogalmasi sonucu bir kitle haline
gelen tlimor (neoplazma) kendini saran komsu hiicrelere de saldirir. Hastalifin sonraki

evrelerinde tiim viicudu sarar buna “metastas” denir (33).

Kanserde temel sorun hiicre ¢ogalmasindaki kontroliin kaybolmasidir. Cogalma ya da
biiyiime, gen kontrolii altinda olduguna gére genetik faktorlerde tiim kanser tiirlerinde
etkilidir seklinde bir genelleme yapilabilir. Bununla beraber, bazi kanser tiirlerinde
primer faktér olarak herhangi bir anormal gen sorumlu tutulmakta, dolayisiyla
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi sekonder faktdr durumunu almaktadir. Fakat hangi faktor
etkili olursa olsun tlim kanser tiirlerinin somatik hiicrelerdeki mutasyon ya da
mutasyonlar sonucu olustufu ve mutasyonlarinda bir seri genin ekspresyonunu

etkiledigi artik bilinen bir gercektir (33).
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Her tiimér, hiicresel DNA molekiilindeki bir ya da daha fazla mutasyon sonucu ortaya
¢ikar. Kanserli hasta grubunun kiigiik bir béliimiinii olusturan kalitsal kanserlerde etkili
olacak ilk mutasyonlar kalitsaldir, yani dogumdan once ilgili mutasyonlar tiim
hiicrelerde bulunmaktadir. Buna karsilik hastalarin biiylik ¢ogunlugunda kusur,
dogumdan sonraki dénemlerde sinirli sayidaki somatik hiicrelerde ortaya gikar. Kanser

olusumunda etkili olan ti¢ tip gen bulunmaktadir :
1. Tiimor supressor genler (Anti-onkogenler)
2. Onkogenler
3. Diger genler
2.5.1. Tiimor Supressor Genler (Anti-Onkogenler)

Tiimor supressor genler ilk kez retinoblastom {izerinde yapilan caligmalar sonucu
kesfedilmistir. Retinoblastom ¢ocukluk donemi goz kanserleri igerisinde en sik
rastlanan kanser tiirlidiir. % 20 — 30 olguda her iki gézde de ortaya cikar. Bilateral
olgularin tamami ile {inilateral olgularin % 15 kadar1 otozomal dominant kalitim
gostermektedir. Bu hastaliktan sorumlu olan RB1 geni 13 numarali kromozomun uzun
kolunun proksimalinde yerlesmistir ve tiim6r dokusundaki hiicrelerde bu gene iligkin
fonksiyonel protein bulunmamaktadir. Bu otozomal dominant Ozelligi olusturan
mutasyon, gen ¢iftinin yalnizca birinde ortaya gikmistir ve bu mutant geni tasiyan kiside
tlimor geligebilmesi igin retina hiicresindeki mutant geni normal eginde de (normal allel)

bu kusurun olusmasi gerekir (33).

Tiimor supressor genler icin p53, RB1, p16, BRCA1, BRCA2, APC, WT1, VHL genleri
de 6rnek verilebilir (73).

2.5.2. Onkogenler

Onkogenler normal hiicrelerin biiytimesini ve gelismesini etkileyen genlerdir. Eger bir
onkogen kendiliginden gen igindeki bir mutasyon ya da eksternal kontroliin degismesi
sonucu farklilasir ya da normalden daha fazla ifade edilmeye baslarsa bu degisiklikler
hiicrede kontrolsiiz biiyiime ve dolayisiyla malignansiye neden olur. Onkogenlerin
biiytik bir b6liiml hiicre g¢ogalmas: ve farklilasmasimin kontrolii ile iligkili proto-

onkogen denen normal genlerin mutasyona ugramig (aktive edilmis) formlaridir (73).
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Insan kanserlerinde en sik bozulmaya ugrayan onkogen ras onkogenidir. Bunu myc,
siklin D, ret, erb-B, bel 2, mdm 2, abl, gibi diger onkogenler izler. Bu genlerden bir
kismu hiicre gogalmasim dogrudan diizenlemektedirler. Diger kismu ise hiicreye siirekli

¢ogal sinyali génderen proteinleri sentezlerler (73).

Insan onkogenleri kromozomal yeniden diizenlenmeler sonucunda da aktivite
edilebilirler. Tiimor siipressér genler ve onkogenler normal hiicrelerin biiylime ve
gelismesinde 6nemli gorevler istlenmislerdir. Bazi onkogenler biiylime faktorleri
liretirler, bazilar1 da birkag hormon ve biiyiime faktorii reseptorii ile iliskili olan tirozin

fosfokinaz enzimi aktivitesine sahiptir (74).
2.6. ADENOMATOUS POLIPOSIS COLi GENi

APC geni ilk kez 1986 yilinda tanimlanmugtir (75). Kromozom 5g21’in klonlanmasi ile
1991°de genin lokusu belirlenmigtir. APC geni 21 ekzon igerir, yaklasik 8500 bp
bitytikliigtindedir ve molekiiler agirligi 312 kD olan 2843 amino asitten olusan bir
protein kodlar. Bu ekzonlar i¢inde en dnemli olan: 15. ekzondur. Ekson 15, APC’nin
kodlayic1 sekanslarinin % 75’inden fazlasim kapsar ve ekson 15 hem germline hem de

somatik mutasyonlarin en sik goriildiigii bolgedir (76).

APC gen iirlin{i hiicre igi sinyal yolundaki E-cadherin’i igerir. E-cadherin hiicrelerin
birbiri ile olan temasmi etkiler. Kateninler, E-cadherin proteininin sitoplazmik
kuyruklarina baglanir. Alfa-Katenin ve Beta-Katenin APC iriiniine baglamr. APC
proteinin degisimi hiicre ici sinyal iletisiminin bozulmasmna neden olur. APC
fonksiyonunun kaybi serbest $-Kateninin artmasindan dolay: hiicre-hiicre adezyonunun
olas: bir stabilizasyonu ile hiicresel go¢ti bozar. Hiicre proliferasyonundaki gozlenebilir

bir artig polip olusumuna yol agar ve karsinogenizis i¢in asamayi baglatir (76).

Pek ¢ok germline APC mutasyonlari genin kodon 1598’in 5’ ucunda meydana gelir. Bu
mutasyonlardan bazilan sonucu APC proteini kisalir. Mutasyonlar genin 3' ucunda nadir
olarak goriiltir. FAP’in kolorektal ve ekstraintestinal olarak belirlenmesi APC gen
mutasyonun pozisyonu ile iligkilidir. Retinal pigment epitelyumun konjenital
hireptrofisi (CHRPE) genellikle kodon 1444’{in 3' ucu ve kodon 302°nin 5' ucundaki
mutasyona sahip hastalarda yoktur. Kodon 1285 ve 1465 arasindaki APC proteinin
kesilmesi polipozis ile iligkilidir. Dezmoid tiimérler kodon 1445-1578°deki mutasyonlu
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FAP’h hastalarda siktir. Kodon 1578’in 3' ucundaki mutasyonlar FAP’ta nadir

goriiliirler (75).
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2.6.1. APC Genindeki Gemline Mutasyonlar

FAP hastalarmin ¢ogunda APC’nin germline mutasyonlar1 gosterilmistir. Bunlarin % 95
kadar1 nonsense ya da anormal fonksiyonlu kesik protein {iretimiyle sonuglanan
frameshift mutasyonlardir. Knudson’un iki-vurus hipotezine gore FAP hastalarindaki
kolorektal tiimorler germline mutasyonlanna ilave olarak ayni lokusta somatik APC
mutasyonu yada heterezigotluk kaybi sonucu olusurlar (77-79).

En yaygin germline mutasyonlar kodon 1061 ve 1309’da gergeklesir. Bu mutasyonlar
diger mutasyonlar arasinda tUglinci swrasindadir (80,81). APC’nin  germline
mutasyonlarien sik kodon 200 ve 1600 arasindadir (82).

2.6.2. APC Genindeki Somatik Mutasyonlar

APC geni aydinlatiilmadan 6nceki LOH ¢alismalari sporadik kolorektal tiimorogenezisle
kanigtirilmisti (83). Somatik mutasyonlar, sporadik kolorektal kanserlerin ¢ogunda APC
alleninin yabani tipinin kaybina yol acar (77-80). APC mutasyonlar1 erken kolorektal
tlimorogenezis sirasinda meydana gelir. Somatik mutasyonlar, 5 mm’den kiigiik
adenoma iceren kolorektal adenoma ve karsinomanin biiyiik ¢oguniugunda gézlenmistir
(78). Gergekte APC'nin her iki allelinin inaktivasyonu kolorektal kanserlerde gok
yaygindir. APC’deki tiim somatik mutasyonlarimin yaklasik % 60°dan daha fazlas:
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kodon 1286 ve 1513 arasindadir. Bu bolgeler genin kodlayici sekansinin % 10°nundan
daha az kismu igerisindedir .(79). Bu bolge (Mutation Cluster Region; MCR) olarak
adlandinilir. MCR igerisindeki kodon 1309 ve 1450'deki somatik mutasyonlar igin iki
kritik nokta vardir (76). MCR bélgesi mutasyonlar1 sonucu. B-katenin baglayica
bolgesinin aktivitesinin diizenlenmesinde bozukluklar ortaya ¢ikar (78).

APC proteinin sinyal iletim yolunda bir integral proteindir. Proteinin {irlinii ¢esithi
fonksiyonel kisimlar icerir. Bunlardan bazilari beta-katenin baglayici ve beta-katenin
icin degredasyon bolgesi olarak yer alir. Bu bolge sitoplazmik beta-katenin seviyesinin
sabit tutulmasini saglar. Beta-katenin, doku yapisinin organizasyonunda ve
polaritesinde rol alir. Bu E-cadherin aktivisyonu i¢in Onemlidir ve aym zamanda
embriyonik gelisim boyunca hiicre go¢linii ve morfogenezini etkileyerek hiicre

modilitesini kontrol eder (84).
2.6.3. APC Geni Promotor Metilasyonu

APC geni iki promotor bélgeye sahiptir. 1A ve 1B (84). Promotor 1A ¢ok aktiftir.
APC’nin promotor 1A bolgesinde, kolorektal kanserlerde agir metilasyonun
gOsterilmesine ragmen adonomada gosterilemedi. Son yillardaki ¢alismalarda ise, hem
karsinomalarda hem de kolorektal adenomalarin her ikisinde APC protomotoruniin

hipermetilasyonu gosterildi. Fakat bitisik normal kolonik mukozada gsterilemedi (85).

APC promotor 1A hipermetilasyonu hepatik kanserler, pankreatik, gastrik, 6zophagusu
igeren diger insan gastrointestinal tiimérlerin bir kisminda da agiklanmustir (86,87).
APC 1B promotorunun epigenik mekanizmasi igin kanit yoktur. Buna ragmen

kolokteral tiimd&rlerdeki APC lokusundaki LOH ve APC mutasyonlarinin istiinliigi bu

prosesdeki major bir olay olan hipermetilasyon i¢in bir ipucu olabilir (88).
2.6.4. APC Geni ve B-Kateninin WNT Sinyalindeki Rolleri

B-katenin fosforlanmamigsa ve bu yiizden yikilamamigsa hiicre sitoplazmasinda ve
niikleusunda birikir (88). P-katenin’in birikmesi, APC’nin inaktivasyonu vasitasiyla
veya PB-katenin’in kendi kendine direk mutasyonuyla ortaya ¢ikar. Bu birikme wnt
sinyalinin sonucundan dolay: olabilir (89,90). Niikleus igindeki § katenin, T cell factor
(TCFytin tiyeleriyle ve transkripsiyonal aktivatérlerinden lymphord enhancer factor
(LEF) ailesiyle iligkilidir (91). TCF4 bagirsak epitelyal hiicrelerinin ¢ekirdeginde ifade
edilir (92). B-katenin ve TCF/LEF hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eden



20

kompleksi meydana getirir (93,94). GSK3B aracihiiyla fosforilasyon, PB-katenin
par¢alanmasim1  Onleyen APC veya CTNNBI’deki (B-katenin kodlayan gen)
mutasyonlar; B-katenin transkripsiyon aktivasyonu (95,96) ve B-katenin birikmesine
yol agar (97-100).

B-katenin beraberce hareket eden en az iki ayr transkripsiyonal aktivasyon domainine
sahiptir (TAD'lar). B-katenin tizerindeki TAD’lar transkripsiyonel aktivasyon alami
icerisinde yer alan TATA baglayici proteinle reaksiyona girer (101). B-katenin
vasitastyla transkripsiyonel aktivasyonunun hedefi, hiicre siklus ilerlemesini regiile
eden, c-myc (102) ve siklin D-1 onkogenlerini kapsar. Diger muhtemel hedefler
metalloproteinaz matrislin ve gap junctional protein connexin 43’{i igerir. En son
bulgular TCF4/B-katenin kompleksinin transkripsiyonel bir hedefinin de TCF 1
oldugunu gosterdi (103,104).

Dilhman ve arkadaglan ¢esitli polipozisle iligkili olan APC gen tiriinlerinin, dominant-
negatif etkisi i¢in deneysel olusumlar sagladi. Beta-katenin/ TCF’nin aracilik ettigi
transkripsiyondaki yabani tip APC aktivitesi, kodon 1309°da kesilmis bir mutant APC
gen (rtin{i tarafindan gliclii bir sekilde inhibe edilir. Buna zit olarak zayiflatilmis
mutant APC gen {irtinleri (6rnegin kodon 386 ya da 1465°i igeren) yabani tip APC
aktivitesi ile sadece zayif bir‘ sekilde engellenir. Bu sonuglar, FAP hastalarinda genotip-
fenotip korelasyonu icin molekiiler bir agiklamayr ©ne siirer. Kolorektal tiiméor
bitylimesinin MCR’deki bir mutasyonun secilmesiyle siirdiiriilebilecegini destekler
(105).

2.6.5. Cekirdekteki APC Geninin Fonksiyonel Rolii

B-katenin sitoplazmada bulundugu gibi bazen de ¢ekirdekte bulunabilecegi gozlenir
(106-108). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla, B-kateninin cekirdekle sitoplazma
arasinda mekik yaptifn gozlenmistir (109,110). Cesitli ¢alismalarla ¢ekirdek gecis
sinyalleri (Niiclear Export Signals; NES)’leri agiklanmistir. Henderson iic NES
molekiiliinii aminoasitler 68-77, 165-174 ve 1472-1481°de tanimladi. Yalnizca ilk iki
NES fonksiyonel olarak daha aktif gdsterilmigtir. Bunlardan da 165-174’e gore 68-77
NES’i daha gii¢lii export aktivitesine sahiptir (109).

- B-katenin ¢ekirdek poruna aksamina direkt olarak baglanir. Béylece bir ¢ekirdek
konum sinyalinden bagimsiz olarak ¢ekirdege gegebilir. Diger taraftan APC, ¢ekirdek
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konum sinyalinden (Niklear Localization Signal; NLS) yoksun olarak c¢ekirdege
giremeyecek kadar biiyliktiir ve enerji bagimli bir olarak transport olur (111).

Zhang ve arkadaslar1 APC geninde 1767-1772 ve 2048-2053 olmak iizere iki adet NLS
bulmuslardir. NLS’lerin fosforilasyonunun APC’nin  ¢ekirdek igine girisini
durdurdugunu ve boylece c¢ekirdek sitoplazma taginmasinin ayarlanabilecegini

gostermislerdir (109,112).
2.6.6. APC Geni ve Apopitozis

Saglikli bir insan kolonunda APC ekspresyonu kriptin luminal par¢asindaki hiicrelerle
siirlandinlmigtir (113,114). Hiicreler apopitosize maruz kaldiktan sonra luminal
yiizeyden dokiliir. Hiicreler arast kontakt ve spesifik sitokinez, kolonik epitelyal
hiicrelerde apopitozise kars: koruma saglar. Adenomat6z epitelyal hiicreler, apopitozisin

diizensiz rneklerini gosterir fakat apopitozis sinyallerine hassastrlar (115).

Apopitozisin diizenlenmesinde APC’nin indirekt olarak rol oynadif: diistiniilmektedir.
Kanser hiicrelerinde ve mutant APC'lerde, APC’nin yabani tipinin ekspresyonunun
indiiklenmesi ile apopitozisin arttifi gésterilmistir (116). Bir kantya gére; APC’nin bir
bolgesi B-katenin baglanmasina ve degredasyonuna aracilik eder. Aymi bolge ile
apopitozisin diizenlenmesinde de rol alabilir. Kolonda apopitozis, hiicresel kontakta
yada hiicre dis1 matriksten (ECM) hiicrelerin serbest birakilmasiyla iligkilidir (117). Bu
ylizden onun ECM ve hiicre i¢i adezyonda indirek bir etkiye sahip oldugu kabul edilir

ve apopitozis i¢in uyar: saglar (118,119).
2.6.7. APC Geni I 1307 K Mutasyonu

1997 yilinda John Hopkins aragtuma grubu APC I11307K olarak adlandirilan bir
mutasyon buldu. Aragtincilar Ashkenazi Jewish populasyonunun % 6’simn bu gen
mutasyonuna sahip oldugunu sdylemektedirler. Mutasyonun tastyan kisilerde kolorektal
polip ve kanserin gelismesinde artan bir riske sahiptir (120-122).

APC I1307K mutasyonu otozomal dominant kaliim gosterirler. APC 11307K gen
mutasyonlu bireyler, ¢ocuklarinin her birine gen mutasyonunu % 50 gegirme sansina

sahiptirler. Hasta olmayan bireyler kendi ¢ocuklarina mutasyonu gecirmezler (123).

Kodon 1307’nin germline mutasyonu sonucu izoltsin sifreleyen (ATA:K) lizin
sifreleyen (AAA:l) donisiir. Bu nedenle bu mutasyonun ismi I11307K olarak

adlandinlir. Bu degisimin noétral varyant olabilecegine inamilir. Bu nedenle APC
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proteininin fonksiyonu degismez, bu hem mutasyon hem de polimorfizm olarak
isimlendirilir (124).

Bu stabil olmayan bélge hastalarin % 50°sinde somatik mutasyonlar sonucu olugur.
1307 alleli i¢in pozitif APC geni, tim6r DNA’sindaki kodon 1296 ve 1317 bolgesindeki
somatik mutasyonun oranint belirgin sekilde artirmaktadir (125).

APC 11307K mutasyonunun en yaygin Dbiyiikligii (%90) APC proteinin
inaktivasyonuna ve kisaltilmasina yol agar. APC I[1307K missense mutasyonu
kodlanmig proteinin fonksiyonunu degistirmez. Bu mutasyon kolorektal kanser
gelisimini kolaylastirmak ve genin kiiglik bir hipermutabil bolgesini olusturmak ile
gorevlidir (125).

APC I1307K mutasyonu ve FAP’a neden olan mutasyonlarin her ikisi de APC geni
olarak adlandirilan aym gende olusur. FAP’l1 bireylerde yiizlerce yada binlerce olabilen
polipler kolon veya rektumda gelismektedir. Bu yiizden yiiksek kolorektal kanser
olugturma riskine sahiptir. APC I1307K mutasyonu diger APC mutasyonlarindan
farklilik gosterir. Ciinkii, mutasyonun kendisi kolon kanserine neden olmaz. Bunun
yerine bu mutasyon kolon kanserine neden olabilecek genetik degisikliklere kars1 ¢ok

hassas olan bu gende stabil olmayan bir nokta olarak hareket eder (126).

Bu tezin amaci; kolorektal ve mide karsinomasinda APC I1307K mutasyonun
belirlenmesi, c¢aliyjmaya katilan hastalarin genotiplerinin belirlenmesi, hastalara

danigsmanlik ve hastalik seyri konusunda yardimer olmaktir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN ALINMASI

Calismamizda mide ve kolon karsinomasi 6n tanisi alan hasta ve saglikli kontrol
gruplarindan kan ve doku 6rnekleri alimarak DNA izolasyonu yapilmigtir. Edtali 2 ml
kan ve kolon poliplerinin ¢ikarilmasi ile elde edilen doku materyali DNA izolasyonu
icin kullanilmigtir.

3.2. DNA ELDESI
3.2.1. Periferal Kandan DNA Eldesi

Edtali 1 ml kan alinarak falkon tiipiine aktarildi. Kan {izerine 3:1 hacimde +4 °C’de

olan Red cell lizis soliisyonu eklendi ve yaklagik 20 dakika oda 1sisinda ara sira alt {ist
edilerek bekletildi.

1. Tipler sonra 2500 rpm’de 12 dakika santifiij edildi ve boylece bir 6nceki asamada
parcalanmis olan kirmuzi kan hiicrelerinin (alyuvarlar) siipernatanttan atilmasi
saglandi. Dipte ¢ekirdekli kan hiicreleri (16kositler) kalir, bu hiicrelerdeki DNA elde

edilecek olan materyaldir.

2. Dipteki pellet iyice vortexlenir tizerine ilk agamadaki kan miktar1 kadar yani 1 ml

oda 1s1sinda cell lizis soliisyonu eklendi ve bir gece 37 °C’de etiivde inkiibe edildi.
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3. Inkiibasyon sonrast homojenize olan ¢6zelti, yeniden vortekslendi, 1/3 hacim
protein pressipitasyon (amonyum asetat) ¢Ozeltisi ilave edildi ve yeniden

vortekslendi.
4. Bu ¢bzelti 3500 rpm’de 20 dakika santrifijj edildi. -

5. Daha sonra siipernatant kismm bagka bir falkon tiliptine alindi ve {izerine bununla aym
hacimde izopropanol ekledi ve alt iist edildi. DNA bu asamada gdzle goriilebilir hale

gelir.

6. DNA’nn dipte ¢okelmesi i¢in 4000 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi.

7. Stpernatant atilip, DNA 1 ml % 70°lik etanol ile yikand: ve yeniden 4000 rpm’de 8
dakika santrifiij edildi.

8. Santrifilj sonras: slipernatant atildi dipte ¢okelen DNA oda 1si1sinda falkon tiipiiniin
kapagi kapatilmadan kurutmaya birakildi.

9. Kurutulan DNA f{izerine, ¢oziilmesi igin 200 (mikrolitre) ul distile su veya TE
tamponu eklenerek ependorf tiipe alindi.

3.2.2. Dokudan DNA Eldesi

Mercimek bilyiikliigiindeki taze doku parcasi makasla pargalandiktan sonra 375 ul
Cekirdek pargalama tamponu eklendi. Uzerine 25 pl proteinaz K (25 mg/ml) eklendi.
Vortekslendikten sonra 37 C°’de homojenize olana kadar su banyosunda bekletildi
(homojenize olma siiresi i¢inde belli araliklarla proteinaz K eklendi). Bu isleme doku
tam olarak homojenize olana kadar devam edildi. Homojenizasyon saglandiktan sonra
esit hacimde fenol-kloroform (1:1) kargimi eklendi ve vortekslendi. 13.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi egit hacim izoproponal icerisine
alindy, alt tist edildi ve DNA goriiltir hale geldi. 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi,
tist kismu atildi dipteki DNA pelliti % 70°lik etanol ile yikandi, kisa bir santrifijjden
sonra etanol uzaklagtinldi. DNA pelliti kurumaya birakildi, pellet kuruduktan sonra
tizerine 50 pl distile su eklendi (127).
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3.3. 1. PCR BASAMAGI

DNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonlann (PCR)'nda Cogaltilmasi; 9025 katolog

numaral1 Pronto APC gen testi kiti protokolu geregince su asamalarla yapilmigtir.
1. 2 ul hasta DNA'lan ependorf tiipe alindi ve tiip etiketlendi.
2. Uzerine 13 pl Amplifikasyon mixi eklendi.

3. Aym ependorfa 0.25 ul Taq DNA Polimeraz (5U/ul) eklendi ve pipetasyon
yapildi. Bu kangim tizerine 1 damla yag damlatildi. Bu PCR tiipii i¢erisindeki
karisim asagidaki programda belirtildigi gibi PCR'da amplikasyon islemine tabii
tutuldu. Boylece 290 baz ¢ifti (bp) uzunluga sahip APC gen bélgesi ¢ogaltild:.

Bu islem herbir olgu i¢in yinelendi.

94 °C 30 saniye
53°C 30 saniye 35 Dongii
72 °C 30 saniye

PCR islemi sonrast amplifikasyonun kontroliinii yapmak i¢in % 2’lik agoroz jelde 5 pl
amplifiye edilmis olan iriin, yiikleme tamponu ile boyanarak elektroforezde 75 voltta
yaklagik 30 dakika kosturuldu. Gériilmesi beklenen bantn boyutu 290 baz ¢iftidir.

3.4. PCR'DA INKUBASYON BASAMAGI

1.  Onceki asamada kontrol edilmis olan iiriinlerden 5 pl yeniden temiz bir ependorf
tiipline alind1 ve etiketlendi.

2. Bunun iizerine 15 pul pronto buffer 2, 0.7 ul soliisyon C, 0.5 ul soliisyon D eklenip
pipetasyon yapildi.

3. Butip tizerine 1 damla yag damlatiidi.

4. Asagidaki PCR programinda inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon ilk basamakta
¢ogaltilmus olan APC gen bolgesi fragmentlerini denatiire etmek igin gereklidir.

37°C 30 dakika 1 Déngii

95°C 10 dakika
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3.5. IL PCR BASAMAGI
Inkiibasyon sonucu elde edilen tiriinler ile bu agamaya devam edildi.

Uriinden 8 ul alinarak Pronto Plate ad1 verilen 6zel bir ortamin iki kuyucuguna aktarildi.
Pronto plate'de her bir olgu igin iki adet kuyucuk bulunur. Bu kuyucuklardan biri
mutasyon (3920) digeri ise Wild (yabani/normal tip) mutasyona ugramamis gen
bolgesini tespit etmek i¢indir.

Kuyucuklara aliman 8'er ul inkiibasyon sonrasi iiriinler tizerine 1'er damla kirmizi boyal:
yag damlatilds.

Bu sekilde hazirlanan Pronto Plateler kapak 1sist 90°C’ye gelen asagidaki PCR
programi ortamina alind.

94 °C 15 saniye
94 °C 30 saniye 20 Dongti
60 °C 10 saniye

3.6. ELISA CALISMA BASAMAGI

Bu asamada gesitli soliisyonlar kullanilarak tirtinler kolorimetrik olarak &lgiilebilecek
asamaya geldi. PCR’da inkiibasyon sonucu elde edilen iirtinler denatlire olmus durumda
oldugundan, iirtinlerin kararlilig1 bozulmamasi i¢in hemen sonraki agamaya gegildi.

Pronto Plate’ndeki kuyucuklarin dibindeki iirtinlere 100°er pl assay soliisyonu kuyucuk
dibine verilerek aym anda yeniden geri ¢ekildi. Bu islem sirasinda multipipet kullamldi.
Geri alinan bu {irlinler tespit plate adi verilen yeni bir ortama aktarildi. Bu ortam
streptoavidin ile kaplidir ve bu yeni ortama ayn1 zamanda elisa kuyucugu da denir. Bu
asamada primer uzama basamafinin iirlinlerini gérebilmek igin bir elisa prosediirii
yerine getirildi, biyotinle etiketlenmis olan iirlinler streptoavidin kaplanmig elisa
kuyucu@una antijen antikor etkilesimine uygun sekilde baglanda.

10 dakika karanlik bir ortamda bekletildi ve bu siire sonunda baglanmanin olmadigi
veya zayif oldugu etkilesimleri ortamdan ayirmak igin &zel yikama soliisyonu
(1x yikama soliisyonu) ile yikama yapildi.
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Yikama sonucu plate kuyucuklarina hrp’li assay soliisyonu verildi. Her kuyucuga
multipipetle 100 pl hrp’li assay sollisyonu eklendi ve 10 dakika karanlik bir ortamda
bekletildi. Bu basamaktaki amacimiz daha énceki asamalarda yapilan etkilesimlerin
tespiti seklindedir. Primerin 5' antijen kismina yonelmis olan hrp etiketli antibadi ile

etkileserek bu iglem yapilmus olur.

10 dakika sonunda yine zayif etkilenenleri ya da etkilesimin olmadi olusumlarin
ortamdan ayrilmas: i¢in yikama islemi yapildi.

Daha sonra her kuyucugun tzerine 100°er ul substrat eklenerek 15 dakika karanlikta

bekleme yapildi. Bu agsama sonras: platelerde renk degisimi meydana geldi.
3.7. SONUCLARIN ANALIZ EDIiLMES]

Sonuglar elisa okuyucusunun (spektrofotometre) kullamilmas: ile ol¢iildi. Onceki
asamada meydana gelen kolorimetrik degisim 620 nanometre (nm) dalga boyunda bir
15181 kuyucuktan gecirmesi ile 6lgtilda.

3.8. CALISMA SURESINDE KULLANILAN SOLUSYONLARIN HAZIRLANISI
3.8.1. Red Cell Lizis Soliisyonu

155 Mm Amonyum kloriir (MA = 53.49)
10 mM Potasyum hidrojen karbonat

1 mM Edta

3.8.2. Cell Lizis Soliisyonu

25 mM Edta

% 2’lik Sds

3.8.3. Protein Pressipitasyon Soliisyonu

10 mM Amonyum asetat

3.8.4. TE Tamponu

10 mM Tris/HCI pH: 8.0

1 mM Edta



30

3.8.5. Niiklei Lizis Soliisyonu

10 mM Tris/HCI pH: 7.5
0.44M NaCl
2mM Edta pH: 7.2

3.8.6. 10x TBE Soliisyonu

108 gr Tris
55¢r Borik asit
7.31 gr Edta tartilarak distile su ile 1 litreye tamamlanr.

3.8.7. %1'lik Etidyum Bromid

0.2 gr etidyum bromid hassas terazide tartilip 20 ml'ye distile su ile tamamlanir.
3.8.8. 1X Yikama Soliisyonu

25 ml 20X yikama stok soliisyonundan alinarak 500ml'ye distile su ile tamamlanir.
3.8.9 %2'lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

2 gram (gr) agaroz, hassas terazide tartilarak 1X tbe tamponu ile 100ml'ye tamamlandi,
kaynatilarak erimesi saglandi. Jel kalibina d6kmeden once yaklasik 65°C'ye kadar
sogutuldu. Igerisine etidyum bromiir eklendi, kanigtirild ve jel kalibma dokiildii. Daha
sonra kuyucuklarin olugmasi i¢in 6zel bir tarak takilarak donmaya birakildi.



4.BULGULAR

Bu ¢alismaya 57 mide karsinomlu vaka ve 56 kolon karsinomlu vaka, bunlarin her ikisi
icinde kontrol amagli 18’er vaka katilmigtir. Caligmada hastalarin periferal kan 6rnekleri
ve polip doku &rnekleri kullamimigtir.

4.1. 1.PCR BULGULARI

DNA eldesi yapilan ¢alisma LPCR islemine tabi tutuldu. APC geninde 11307K nokta
mutasyonunu test etmek igin genin 290 baz ¢ifti bdlgesi PCR ile gogaltildi. PCR islemi
sonrasi Sekil 4.1.'de goriildiigi gibi 290 bp’lik fragmentler tespit edilmisgtir.

Bu fragmentlerin ¢ogaldifi PCR isleminde sonu¢ tagimayan kuyucuklarin numaralar

alinarak galigma yeniden ilk agamada tekrarlanmigtir.

57 mide karsinomali hastadan ilk asamada bitiin kuyucuklardan pozitif sinyaller
alinmistir. Mide karsinomali hastalardan alinan Orneklerin hepsi periferal kan

oldugundan ve DNA elde etme oram yiksek oldugundan 290 bp’lik fragment

¢ogaltilmasi sirasinda herhangi bir giiclitk yaganmamugtr.

56 kolon karsinomali hastadan doku ve periferal kan 6rnekleri alindi. Kolon karsinomali
hastalarin periferal kandan elde edilen DNA’larin PCR islemi sonrasi beklenen sekilde
290 bp’lik bantlar goézlendi. Fakat alinan doku 6rneklerinin hepsinden yeterince verim

elde edilememistir.



Sekil 4.1. Birinci PCR islemi sonras jel goriintiisii

1: Boyut Markiri

2-12: Hasta Ornekleri

Caligmaya katilan 56 kolon karsinomali hastadan 19 tanesinin doku, 37 tanesinin

¢aligmas: da periferal kandan elde edilen DNA iizerinden yiiriilmiistiir.

Bu gruplara kontrol amagh kullamilan 36 érnegin ¢aligmas: periferal kandan elde edilen

DNA {izerinden yliriitilmiistiir.
4.2. INKUBASYON SONRASI BULGULARI

[lk asamada galisan PCR iiriinleri ile sonraki asamaya gecilmistir. Burada her bir test
edilecek tiip igin bir amplifikasyon sonrasi karigimi hazirlanmigtir. Bu tiiplere PCR’da
40 dk inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyonun son 10 dk 95°C'de DNA fragmentleri
denatiire edildi. Inkiibasyon firlinlerinin dayanikliligi 3-4 saat arasinda oldugu
goriildiigiinden inkiibasyonun ardindan hemen sonraki basamaga gegildi. Siirenin daha
fazla uzamasmin PCR’da yapilan inkiibasyon iriiniiniin bozulmasina neden oldugu
gozlenmistir. Inkiibasyon sonucu ¢ift iplikli DNA'lar denatiire oldugundan bu asamada
tek iplikli DNA elde edildi.



4.3. IILPCR BULGULARI

inkubasyon iriinleri pronto plate adi verilen o6zel kuyucuklara paylastinlmistir. Bu
plate’lerde her bir ornek yada katihmei, icin iki adet kuyucuk vardir. Bunlardan biri
mutasyon kuyucugu digeri de normal alleli (wild tip) tamr. Orneklerin  kuyucuga
verlestirilmesi islemi ¢ok hassas sekilde yapildi Bazi kuyucuklarn dibinde hava
kabarcign goriildii bunlar kesin olarak giderildi ve galisma bu sekilde ilerleyebildi. Sonra
platelere 11 PCR islemi yapildi. Platedeki kuyucuklar igerisinde 5' ucu biyotin ile etiketli
kisa nikleotit dizileri (primer) yer almaktadir. Inkibasyon urinii tek iplikli DNA

oldugundan biyotinle isaretli niikleotitler kullanilarak komplementer zincir olusturuldu.

Bu agamadan sonra yeni bir plate gecildi. Tespit plate adi verilen bu yeni ortam
streptavidin ile kaplanmig durumda hazir bulunmaktadir. Bu yeni ortama aktanlan
iiriinler, primerin 5 antijen kismina yonelmis olan hrp-etiketli antibadi tarafindan tespit

edildi. Bu olay Sekil 4.2'de detection platenin yandan gorintisinde gorilmektedir.

a b
Sekil 4.2. Tespit Plate’nin yandan goriiniisii
4.4. KOLORIMETRIK DEGERLENDIRME BULGULARI

Her 6rnek igin iki kuyucukta degerlendirme yapildi. ilk (mutasyon) kuyucugunda renk
degisimi, ikinci (yabani/normal) kuyucukta renk degisimi veya her iki kuyucukta renk
degisimi gozlenebilir durumlar kargimiza gikti. Renk degisimi spektrofotometrede 620

nm'de olgiilerek tespit edildi.

620 nm dalga boyunda yapilan olgiimler Tablo 4.1 kriter alinarak degerlendirildi.

pi-B. 86 B E F

mut Wi mel v it vl mut Wl mut et mut
1. ® 88¢ € ¢ @
2 o6® & ¢ @
control

Sekil 4.3. Substrat ile etkilesmis Tespit Plate’nin iistien goriiniisii
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Calisilan tiim 6rnekler Tablo 4.1.°e gore degerlendirildi. Buna gore kuyucuklarin optik
dansite (0.D.) degeri 0.5 ve yukan olanlari pozitif, O.D. degeri 0.35 ve asagis1 negatif
kabul edilirken 0.35-0.50 arasi bulunan degerlerde calisma en bastan yeniden

tekrarlandi.

Ik kuyucuktan yeterli diizeyde OD alimmis ise 11307K homozigot mutant, ikinci
kuyucuktan sinyal alinmis ise homozigot normal olarak, her iki kuyucuktan sinyal
alinmis ise heterezigot olarak degerlendirildi. Bizim calismalarimiz  sonrasinda

homozigot mutant genotip elde edilemedi.

Tablo 4.1. Genotip belirlemek igin kriterler

Mut kuyucugu OD 620 nm | Wt kuyucugu OD 620 nm | Mut/wt Oram Genotip
<035 >0.50 <0.50 Normal
>0.50 >0.50 0.5-2.0 Heterezigot
>0.50 <035 >2.0 Heterezigot

Sekil 4.3'te APC 3920 T>A (11307 K) homozigot normal genotip Al, A2, B1, C2, D1,
D2, El, E2, F1 kuyucuklarinda detection platedeki renkli goriintiileri goriiliirken, Tablo

4.2'de bu platenin 620 nm'de spektrofotometrede okunan érnek degerleri goriilmektedir.

Tablo 4.2. Sekil 4.3'te goriilen Tespit Plate’nin 620 nm'de spektrofotometrede 6l¢iim degerleri

[
A B (o] D E F

mut wt mut wt mut wt mut wit mut wt mut wt

1 | 0221 | 2.158 | 0.126 | 2.154 | 1.604 | 2.506 | 0.145 | 2.471 | 0.092 | 2.469 | 0.075 2.694

2 | 0.086 | 1.801 | 1.535 | 2.469 | 0.097 | 1.702 | 0.210 | 2.560 | 0.149 | 3.650 | 0.000 | 0.000
kontrol | kontrol

57 mide karsinomlu hastalarin Tablo 4.1'deki ilk satir degerlere uygun 50 6l¢timii
bulunmustur. Yani galisilan 57 mide karsinomlu hastamin 50’sinde APC 3920 T>A

(I1307K) homozigot normal bulunmustur.

56 kolon karsinomal: hastanin ise 26’sinda APC 3920 T>A (I1307K) homozigot normal

bulunmustur.
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36 kontrol katiimcimn ise tamaminda APC 3920 T>A (I1307K) homozigot normal

genotipi belirlendi.

Sekil 4.3'te B2,Cl'te heterezigot genotipler goriilmektedir. Aymi adli kuyucuklarin

spektrofotometre Slgiimleri ise tablo 4.2'de goriilmektedir.

Bu duruma gore ise 57 mide karsinomlu hastadan 7’sinde APC 3920 T>A (I1307K)

heterezigot genotip,

56 kolon karsinomali hastamin ise 30'unda APC 3920 T>A (I1307K) heterezigot
genotip bulunmugtur. Biitiin bu bulgulara gére hasta ve kontrol grublari i¢in gerekli

istatistiksel ¢alismalar yapildi ve sonuglar asagida belirtildi.

Tablo 4.3. Mide CA hastalari ve kontrol grubu karsilastiriimas1.

APC I1307K
TOPLAM
TASIMAYAN TASIYICI
Sayi % Sayi % Say1 %
Mide Ca 50 87.7 7 123 57 100
Kontrol 18 100 18 100
Toplam 68 90.7 7 9.3 75 100

p>0.05

Tablo 4.3'te mide karsinomali 57 hasta ve 18 kontrol grubuna ki-kare testi uygulanarak

istatistiksel olarak kargilastirilmis ve anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0.05).

Tablo 4.4. Kolon CA hastalari ve kontrol grubu karsilastirilmas:

APC I130K
TASIMAYAN TASIYICI TOPLAM
Sayi Yo Sayi % Say1 %
Kolon Ca 26 46.4 30 53.6 56 100
Kontrol 18 100 18 100
LTOPlam 44 59.4 30 405 74 100

p<0.05
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Kolon CA hastalar: igin; kontrol grubu ve kolon CA hasta grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0.05). Bu nedenle kadinlar ve erkekler arasinda da
istatistiksel bir fark olup olmadigina bakild: ve kadinlar i¢in Tablo 4.5, erkekler icin
Tablo 4.6 ortaya ¢ikt1. Bu iki tabloya gore de p< 0.05 oldugu i¢in hem kadinlar ile kadin
kontrol gruplar arasinda, hem de erkekler ile erkek kontrol gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark oldugu gériildii.

Tablo 4.5. Kadin kolon CA hastalar: ve kontrol grubu karsilastiriimasi.

KADINLAR
TOPLAM
TASIMAYAN TASIYICI
Sayi % Say1 % Sayi %
Kolon Ca 11 47.8 12 52.2 23 100
Kontrol 6 100 6 100
Toplam 17 58.6 12 41.4 29 100
p<0.05
Tablo 4.6. Erkek kolon CA hastalari ve kontrol grubu karsilastirilmasi.
ERKEKLER
TOPLAM
TASIMAYAN TASIYICI
Sayi % Say1 % Say1 %o
Kolon Ca 15 455 18 54.5 33 100
Kontrol 12 100 12 100
Toplam 27 60 18 40 45 100

P<0.05



5. TARTISMA VE SONUC

I1307K polimorfizmi niikleotit 3920’deki T°nin A’ya transversiyonudur. Laken ve
arkadaglar1 APC genindeki 11307K polimorfizmin kolon kanseri gelisim riskinin hemen
hemen iki kat yatkin oldugunu belirlemislerdir. Laken ve arkadaglari 11307K allellini
siklikla kolonik tiimérlerde mutasyona ugramig yada kaybolmus olarak buldu.
Mutasyona ugramis allellerin direk olarak tiimorgenetik prosese katildifini, indirek
olarak ise APC geninin bitisik kisminda mutasyona duyarli bolge (MCR)
olusturabilecegini agiklamiglardir. Bu allel tasiyicilarindaki, artan kanserlerde, 11307K
mutasyonundan dolay:1 APC allellerine yakin MCR bdlgesi sekanslarinda mutasyonlara
ve delesyonlara yol agabilir. Bunun nedeni, bu polimorfizmin aym kromozom iizerinde
MCR bolgelerindeki delesyonlar boyunca APC allelinin inaktivasyonuna neden
olmasidir. MCR bolgesindeki delesyonlar cesitlidir. Baz1 mutasyonlar MCR bélgesinin
tamaminin eksiklifi bazi mutasyonlar ise sadece bir bolgesinin eksikligine yol agar
(128).

APC geni 11307K polimorfizmindeki mutasyon germhatti ve sporadik olarak olusabilir.
Calismamiz sirasinda bulunan 11307K mutasyon tagiyicilik orani kolon karsinomasinda
%53.5 (30/56) dir. Oranin bu kadar yiiksek olmasi, APC 11037K nokta mutasyonunun
kolon kanser gelistirme riskini iki kat artinyor olmasindan kaynaklanabilir. APC

geninde yer alan ¢esitli mutasyonlarin kolon ve mide Kkarsinogenezisinde rol
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oynayabileceginin bilinmesinden dolay: ¢alismamizda kolon ve mide karsinomasina
sahip hastalarda, I11307K mutasyonunun sikhigini aragtirmak hedeflenmistir. Hedefimiz
dogrultusunda kan ve doku 6rneklerinden ¢alisiimasinin nedeni ise; 11307K mutasyonu
tasima seklini belirlemektir. Yani mutasyonun sporadik veya germhatti olusum tipini
kan ve doku Omeklerinin sonuglarina gére yorumlayabilmektir. Ayrica I11307K
mutasyon siklifinin Ashkenazi yahudilerinde irkinda yaklasik %6 olduundan, Tiirk

toplumu igin katilan drneklerdeki sikliginin tespit edilmesi hedeflenmistir.

56 kolon karsinomali hastanin 19 tanesinin g¢aligilan doku Ornegini polip dokusu
olusturdu. 19 dokudan ise 12 tanesinde I1307K heterezigot tespit edildi. Heterezigot
hastalardaki poliplerin varlifinin nedeni s6z konusu [1307K mutasyonunun polip
olusturma yeteneginden kaynaklamiyor olabilecegini diiglindiirmiistiir. Fakat mutasyon
géstermeyen kisilerde polip olusumunun etiyolojisi bagka genetik, diyet veya cevresel
degisikliklerin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Polip olusumlar1 kolon karsinogenezisinin
baglangi¢ asamasinda goriildiigiinden, polip tagtyan kigilerin tagidiklar: polip sayisindaki
artts ve bunlarin adenoma yada malignansiye doniismesi ile kolon kanserinin gelismesi

kaginilmazdir.

11307K mutasyonunun direk molekiiler etkisi APC genindeki kisaltilmig bir protein
olusumu ile sonuglanan mutasyona sahip 11 hastada, CRC ve 11307K ‘li hastalarin 23
arasinda Laken ve arkadaglan tarafindan gosterilmistir (1). Mutasyon ani olarak kodon
1307’de olugsmaktadir. DNA replikasyonundaki kayim siirecinde olusan insersiyon ve
delesyonlar, mutasyonlara egilimli olabilen (A);T(A)s sekansinin yerine (A)s sekansina
olusumundan dolayr oldugu o6ne siiriilmektedir. Bu olusum I1307K mutasyonu
tagtyicilarinda agiklanmis olan, mutasyon farkliliklarinin tipini ve yerlesimini bulan ve
11307K tagimayan kisilerin sporadik CRC tiimér DNA’larindaki kodon 1307 bolgesini
sekans etmis olan Prior ve arkadaglar1 tarafindan desteklenmigtir. Su anki kanitlar,
kolorektal karsinogeniste hiicre siklusunda diizenleyici rolii oldugu 6ne siiriilen APC
proteininin kisaltilmasina yol agan kodon 1307 etrafindaki tek bir baz insersiyonuna ya
da delesyonuna hassas olan bolge tarafindan olugturulan 11307K’muin CRC’ye yatkin
oldugu hipotezini dogrulamaktadir (129).

Caligmaya katilan kolon karsinomali hastalarn 37 tanesinin kan Omeginden 18
tanesinde 11307K mutasyonu tasiyict bulunmasi bu kisilerin mutasyonu germhatti
olarak tagtyabilecegini diigtindiirmiigtiir. Mutasyon tagiyicilarinda ki diger bir ihtimal ise
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bu mutasyonun bir polimorfizm olmasidir. 19 kolon karsinomali hastanin incelenen kan
orneginde I1307K mutasyonu tespit edilmemistir. Bu hastalarda da mutasyon somatik
hiicrelerde sporadik olarak meydana gelmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu durumda
mutasyon bir  germhatti mutasyon olmadifindan dolay:r kan dokusundan tespit
edilememis olacaktir. Bu sekilde sporadik olusan mutasyonlar i¢in somatik doku
ornekleri numuneleri alinarak aym gende sonradan kazanilmig bir hasar olup

olmadigina bakilmakla sonug alinabilir.

Sporadik kolon kanser patogenezisinde gesitli nedenler vardir; CRC onkogenlerinin
mutasyonlarimn aktivasyonu, timor supressor gen aktivasyonu ile olusur, bir hiicrenin
somatik mutasyonlar1 malignant transformasyon igin gereklidir, mutasyon sekansina
daha fazla genetik mutasyonlarmn katilimi tiimdrlerin biyolojik devresini belirler
(130).

[1307K mutasyonunun AJ toplumundaki kolorektal kanser (CRC) ile iliskisini
belirlemek i¢in Laken ve arkadaglar: 211 CRC ile etkilenmig AJ bireylerini inceledi. Bu
inceleme sonucunda incelenen 211 CRC’de % 10.4’tiniin 11307K mutasyonu igerdigini
buldu. Bu CRC’siz Ashkenazilerde goriilenden olduk¢a buyuk bir orana sahip olmasi
bakimindan &nemlidir. Buna ilave olarak 11307K mutasyonun CRC’li olan 66 yas
tizerindeki kisilerde bulundugu oran, 66 yas altindakilere gore daha yiiksektir. Laken ve
arkadaglan ayni zamanda CRC’li Ashkenazi’lerde oldukga genel olan bu mutasyonun,
birinci yada ikinci derecede iligkili oldugu CRC’lilerde, CRC’li Ashkenazi’deki
adenomat6z polip, negatif ailesel tarihli yada her ikisine de sahip Ashkenazi’lerde
mutasyonun oldukea genel oldugunu belirledi (% 28) (1).

Genel olarak caligilan 56 kolon karsinomali hastanin 30 tanesinde heterezigot
bulunmas: yaklasik %53.5 gibi oldukga yiiksek bir oran olarak karsimiza gikar.

Henry Line ve arkadaslar1 AJ toplumunda [1307K degisiminin yiiksekligi, 11307K nin
Alye 6zgi oldugunu sSylemektedir (129). Bu nedenle 148’i Find, 105°i Afrikan
Amerikam, 54’4 Hawai-Japonu ve 38’i Italyan olan 392 Jewis disi Norvegli’de bu
degisim arastinlmis ve bulunamamugtir (131). Israilde Ashkenazi gecmisli 261
aragtirmamin 20’sinde (% 7.7’si) mutasyon gozlendi. Bu arastirmalar 11307K sikliginin
baglangictaki yaklasimim dogruladi. Ashkenazi disi Israil yahudilerinde gen siklig
%1.3 gibi diistik frekansta bulundu (129).
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Bizim ¢aligmalanimizda %53.5 gibi yilkksek tasima orami olmasinin nedeni,
calismalarimizda kolon karsinomali kisileri kullanmis olmamiz ve bu rakamin

heterezigot genotipi gostermis olmasindan kaynaklanr,

Kalitsal kolorektal kanserlerin iki tipi bilinir. Bunlardan biri kalitsal polip tagimayan
kolorektal kanser (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer: HNPCC) ve ailesel
adenomatdz polipozis (Familial Adenomatous Polyposis: FAP)tir. CRC’nin
sebeplerinin % 5’ini bu iki sendrom izah eder. HNPCC’de DNA hasarimin tamirini
iceren genlerde mutasyon meydana gelir. HNPCC’li hastalarda kolon kanseri genellikle
50 yag alt1 gibi erken yaslarda gelisir. Bunlar kolorektal kanserin giiclii bir ailesel
tarihine sahiptir. FAP ise APC’deki inaktive edici mutasyonlarla iligkilidir (130,131).
APC genindeki germhatti mutasyonlar nadir olmasina karsilik, gendeki somatik
mutasyonlar sporadik CRC’nin % 70’inden fazlasinda vardir (2).

FAP’lh hastalarin; hastalik fenotipi yalmizca onlarin germhatti APC mutasyonu
tarafindan belirlenmemigtir. Bazi germhatti APC mutasyonu tagiyan insanlar, hastalifin
farkll belirtilerine sahip olabilir; bu hastalik fenotipinin ¢evresel veya diger genetik
faktorlerden de etkilenecegini gostermektedir (132,133).

Mutasyonun fenotip genotip iligkisi ise soyledir; Tiim FAP hastalarimin bazi gen
mutasyonlarina sahip oldugu ve APC geninin mutasyonlarmin C-terminal ucu
kisaltilmig proteinine yol agtif1 bilinmektedir. Buna ragmen tiim FAP hastalarinda aym
fenotipik etki goriilmez. Bireysel mutasyonlu hastalarda agik olarak farkli klinik
ozelliklerin gozlenebilecegi goriilmiistiir (133). Gen iizerindeki APC mutasyonlarinin
lokalizasyonlar1 arasinda bazi korelasyonlar ve klinik belirtiler bulunmugtur. Retinal
pigment epitelyumunun konjenital hipertrofisi (CHRPE) kodon 463 ve 1387 arasindaki
kisaltilmis mutasyonla iligkilidir (134). Dezmoid tiimor ve mandibular lezyonlar gibi
ekstrakolonik bulgularin artisi 1403 ve 1578 kodonlar arasina yerlesmis olan
mutasyonlar ile gozlenmigtir (135). 1250 ve 1464 kodonlar arasindaki bazi
mutasyonlarin kolorektal tiimérlerin artan sayisi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmektedir.
Buna zit olarak genin 5° ucundaki mutasyonla iligkili olan FAP zayif fenotip ile iligkili
bulunmustur. Genin 3’ yar1 ucundaki yalnizca birka¢ mutasyon tammlanmigtir ve onlar
hafif fenotip belirtisi ile iligkilidir (136,137). Petrukhin ve arkadaglarimin yaptigi bir
calismada I1307K degisiminin g6glis yada ovaryum kanserlerinin ailesel tarihinde
bulunmasina dayanarak, Ashkenazi akrabalarinda calisilmig olan CRC ile iligkili
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olmadifn gozlenmistir (138). Frayling ve arkadaslani ¢oklu kolorektal adenoma-
karsinomlu 164 hastanin germline DNA’sinin retrospektif c¢alismasinda, 1317
pozisyonunda glutamik asit yerine glutaminin, G’nin A’ya degisimi sonucu oldugunu
belirledi. Bu mutasyon E1317Q olarak gosterilir ve  diigiik penetransh ya da

penetranssiz diizenli bir missense mutasyon olabilir (139).

APC I1307K mutasyonu diger APC mutasyonlarindan farklilik gosterir. Ciinkii
mutasyonun kendisi kolon kanserine neden olmaz, bunun yerine kolon kanserine neden
olabilecek ilave genetik degisikliklere ¢ok hassas olan, gende stabil olmayan bir bélge
(MCR) olarak hareket eder. Bu gen mutasyonlu bireyler ¢ocuklarimin her birine gen
mutasyonunu %50 gecgirme sansina sahiptir. Gen mutasyonunun kalitsal olmadig

bireyler kendi gocuklarina bunu gegirmezler (123).

Germline mutasyonlar Retinoblastoma 1, P53, NFI, NFII, APC, WII gibi tiimor
supressor genlerde de gbzlenir. Bu genlerdeki somatik mutasyonlarda, sporadik kanser
gelismesine rol acgar. Baz: tiimor supressor genlerde, mutasyon gerceklesmeden timor
hiicrelerinde alternatif bir epigenetik inaktivasyon mekanizmasi ile genin susturuldugu
ileri strtilmektedir. Bu epigenetik degisiklik; promotor veya promotor bolgesi
yakinlarinda olusan normalden farkl: bir metilasyon tablosudur. Degigen bu metilasyon
durumu kalic1 degisiklik olarak yavru hiicrelere aktanlir. Bunun da tiimér supressor
genin transkripsiyone] baskilanmasinda rol oynadigina inamilmaktadir (140). Kolerektal
kanser (CRC), kolonun kronik inflamatuar barsak hastalikli (IBD) bireylerinde artan bir
insidansla olusur. Bununla beraber Kahl ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismalarda CRC ile
iligkili IBD’nin molekiiler patogenezisinin diger kolon kanserlerinden farkli
olabilecegini 6ne stirmektedir. Yapilan bir ¢alismada IBD iligkili CRC’li hastalarin
%6’s1, spontan CRC’li hastalarin % 74°#i ile karsilagtirildiginda APC'nin kisaltic1 bir
mutasyona sahip oldufu bulunmugtur (141). Bu bulgular IBD iligkili CRC'li AJ
bireylerinde I1307K mutasyonunun baglangic mutasyonu olusturdugunu &ne
siirmektedir (142).

Kolon karsinomali APC I1307K mutasyon tasiyict bireyler Tablo 4.4’te ki-kare
istatistiksel analizinde de goriildiigli gibi kontrol gruplar ile aralarinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark gézlenmistir (p<0.05). Bu da 11307K mutasyon tasiyic1 Kisilerin
kolon kanser gelisim riskinin mutasyon tasimayanlara gore daha fazla oldugunu

gostermektedir. Bizim ¢aliymamiz Gryfe ve arkadaslan ile Rozen ve arkadaglar
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tarafindan yapilan bir ¢aligma sonucuyla uygunluk gbdsterir. Gryfe ve arkadaslan
[1307K tagtyicilanmin, tagiyict olmayanlara oranla 1.5-2 kat CRC riskine sahip
oldugunu agiklamiglardir. Ote yandan Gryfe ve arkadaslan tarafindan yapilan bir
caligmada, [1307K mutasyonuna sahip her bir bireyin kolorektal adenomatdz polip
sayisindaki artisin kanser geligimi ile iligkisini buldu (143). Benzer sonuglar Frayling
ve arkadaglan tarafindan da elde edildi (129). APC 11307K varyantlarinin prevalansi,
gdgiis-ovaryum kanseri i¢in risk altindaki Ashkenazi bayanlarinda yada ovaryum
kanserli Ashkenazi bayanlarinda artmamaktadir. Ailesel sporadik kolorektal yada gogiis
kanserli Norveg populasyonu igin bir risk faktSriine sahip degildir (144)

Miyashiro ve arkadaslari tlimdr baslangicinda ve hiicre adezyon prosesinde APC
geninin rolleri arasinda 6ne siirlilen baglantilan kargilastirdi. Miyashiro ve arkadaglan
spesifik antibadileri kullanarak 11k ve imminoelektron mikroskobu ile normal fare
bagirsagindaki a-katenin ve APC proteinin yerlesimini ve dagilimini inceledi. Bu
sonuglar, onlara APC proteininin barsak epitel hiicrelerinin lateral sitoplazmasinda
yerlestigini ve kateninin kooperasyonunda fonksiyonu oldugunu gosterdi. Oysa
mikrovilli ve apikal sitoplazmadaki APC proteini kateninden bagimsiz bagka bir
fonksiyona daha sahiptir (145).

Calismamiza katilan 57 mide karsinomlu hastadan 7 tanesinde I1307K heterezigot
(%12,2) bulmamiz bize APC 11307K mutasyonunun, mide karsinomasinda kolon
karsinomu gelisiminde oldugu kadar etkili olmadifim gostermigtir. Tablo 4.3teki Ki-
kare testi istatistifine gore de APC 11307K mutasyon tagiyici bireyler ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark bulunamamigtir (p>0.05). Bunun nedeni mide
karsinogenezisinde s6z konusu mutasyonun etkili olabilecegi fakat birincil derecede

Onemli olmadiindan dolay: olabilir.

Lida ve arkadaslar1 kolon adenomatéz polipozisinde mide adenomasimin dogal tarihini
yeniden gdzden gegirdi. 26 hastanin 13’tinde mide adenomas: buldu (6-8 yil boyunca).
13 hastanin da 6’sinda ilave mide adenomas: geligti. Mide kanserli APC gen defekti
Japon tastyicilarinda malignansinin bu tipinin, siklif ile iligkili olan bati iilkelerinden
daha goktur. Offerhaus ve arkadaslart FAP’li Japon mide kanserini FAP’h hastalardaki
duadenal kanserlerden daha genel oldugunu ve mide adenomasinin FAP’Li Japon
hastalarin %50’sinde gelistifini yorumladilar. Oysa Jagelman ve arkadaslari Batidaki



43

gen tasiyicilarinda duadenal kanserin mide kanserinden ¢ok daha fazla oldugunu
agikladilar (146).

Eger bir kisi APC gen mutasyonu igin pozitifse o kisinin yasaminda % 10-20 kolorektal
kanserin gelisme riski oldugu kabul edilir. APC 11307K test sonucu % 99 giivenilirdir.
Bu test yalmzca bir gen testidir, kanserin yada poliplerin varhgim belirtmez (147).

Etnik gruplara, genis bir spektrumdaki ailesel hastaliklara ilave olarak sporadik
mutasyonlu kisilerde de APC 11307K mutasyonu taranmalidir. Epidemiyolojik ve klinik
bilgilerin ilerlemesi tiimdrgenesisteki bu mutasyonun roliinii agiklamak i¢in yardimci
olacaktir.
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