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OZET

KOLON KANSERi HASTALARINDA SURVIVIN GEN
POLIMORFIZMLERININ INCELENMESI

Nesibe YAMAK
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Genetik Anabilim Dali
Tez danigmani: Yrd. Dog. Dr. Kiirsat Oguz YAYKASLI
Haziran 2012, 57 sayfa

Kolon kanseri diinya ¢apinda goriilen en yaygin kanserlerden biridir. Kanserlerin
patogenezi hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilagmasi ve sag kalimi gibi genel gereksinimlerin
diizenlenmesinde anahtar goérev istlenen genlerin mutasyonlarindan etkilenmekte ve
hastalik bir seri somatik mutasyonun birbirini izlemesiyle gelismektedir. Apoptozis ise,
hem hiicresel homeostazisin devamliligi hem de hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinda
¢ok onemli olan hiicre eliminasyonu i¢in gerekli fizyolojik bir islemdir. Apoptozis,
genetik islergelerle diizenlenmekte ve malign hiicrelerde bu islergelerin denetimi
bozulabilmektedir. Bu da kontrolsiiz hiicre biliylimesine ve timdr gelisimine neden
olmaktadir. Bu ¢alismada apoptozisle iligkili olan Survivin geninin promotdr
bolgesindeki -31 G/C, -241 C/T, -625 C/G ve -1547 AJ/G polimorfizmlerin kolon
kanseri ile iligkisi PCR-RFLP yontemi kullanilarak incelendi. Yapilan ¢alisma
sonucunda survivin -31C alleli ve CC genotipine sahip bireylerin kolon kanserine
yakalanma riskinin yiiksek oldugu bulundu. -241 CT genotipinin kolon kanseri riskini
onemli derece arttirdigi bulundu (OR=12.0, p=0.0001). -625 C/G polimorfizmi ile kolon
kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Survivin -1547AG genotipi
AA’ ya gore 3.383 kat daha fazla hastalik riski tasidig1 bulundu (p=0.026). Ayrica GG
genotipine sahip olanlarda da hastalik riski anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05).

Anahtar sozciikler: Kanser, Kolon, Polimorfizm, RFLP, Survivin



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SURVIVIN GENE POLYMORPHISMS IN COLON
CANCER PATIENTS

Nesibe YAMAK
Master Thesis, Department of Medical Biology Genetic
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kiirsat Oguz YAYKASLI

June 2012, 57 pages

Colon cancer is one of the most common cancer worldwide. Pathogenesis of cancer is
affected by mutations of genes which is undertaking the key task such as proliferation
of cells, differantiation and survival and disease is developing by tracking a series of
mutations in each other. Apoptosis, is a necessary physiological process for cell
elimination which is very important both cellular homeostasis and cell proliferation and
differantiation. Apoptosis is regulated by genetic mechanisms and control of this
mechanisms can be distrupted in malign cells. This also leads to uncontrolled cell
growth and tumor development. The relation between colon cancer and -31 G/C, -241
CIT, -625 C/G ve -1547 A/G polymorphism in promotor site of survivin gene associated
with apoptosis was investigated by using PCR-RFLP method in this study. As a result
of the study, individuals with -31C allele and CC genotype had a higher risk of
developing colon cancer. -241 CT genotype was found to increase considerably in the
risk of colon cancer (OR=12.0, p=0.0001). There was no statistically significant
difference between -625 C/G polymorhism and colon cancer. It was found that Survivin
-1547 AG genotype had 3.383 fold higher risk according to AA genotype (p=0.026). In
addition, even in those with GG genotype were significantly higher risk of disease
(p<0.005).

Keywords: Cancer, Colon, Polymorphism, RFLP, Survivin



1.GIRIS VE AMAC

Kanser, somatik hiicrelerde birden fazla mutasyonun birikmesiyle meydana
gelmektedir. Bu nedenle insanlarda tiimoér olusumu asamali ve zamana dayali bir

stirectir.

Geligmis iilkelerde en sik rastlanan kanserlerden biri goriilme siklig1 her gecen giin
artan kolon kanseridir *. Kolorektal kanser vakalarinin sadece kiigiik bir kism1 (% 5-10)
ailesel olmakla birlikte ¢ogunun sporadik olarak olustugu goriilmektedir 2, Kolon
kanserlerinde klinik bulgular; tiimoriin lokalizasyonu, makroskopik yapist ve
olusturdugu komplikasyonlara gore farkliliklar gostermektedir. Yaklasik olarak %50’si
rektosigmoid bolgede, %30°u sag kolonda, %?20’si ise kolonun diger kisimlarinda

gelisir >4,

Kolon kanserlerinin sebebi ve olusum mekanizmasi g¢evresel ve genetik faktorlerle
iliskilidir. Ozellikle diyete baglidir. Kolon kanseri ile et tiiketimi ve hayvansal yag alimi

arasinda yakin iliski vardir.

Programlanmis hiicre 6liimii olarak da adlandirilan apoptozis, son derece organize bir
hiicre oliimii siirecidir. Evrimsel olarak korunmus bir siiregtir ve organ gelisimi, doku
sekillenmesi, immiin yanit ve tiimor baskilanmasi i¢in gereklidir. Boylece apoptozis
homeostazi i¢in gerekli énemli bir siiregtir 2. Normal olmayan apoptozisin kanser

baslamasina, gelismesine ve tedavide basarisizliga katki sagladigina inanilmaktadir.

Apoptozis iki genis yoldan olusmaktadir: intrensek yolak (mitokondriyal yol olarak da
bilinir) ve ekstrensek yolak (&liim reseptérii yolu olarak da bilinir) . Intrensek yolak
lizerinden apoptozis, oksidatif stres, mitokondriyal bozukluklar ve DNA hasarina neden
olan herhangi bir uyaran tarafindan tetiklenebilir. Apoptozisin ekstrensek yolagi ise

6liim reseptorlerinin liganda baglanmasiyla indiiklenir *.

Survivin, apoptozis inhibitor ailesinin (IAP) en kiiciik iiyesidir. Bu protein iki temel
hiicresel siireci diizenler, yani apoptozisi engeller ve hiicre ¢ogalmasini tesvik eder.
Fetal gelisim sirasinda yiiksek diizeyde ifade edilmesine ragmen, survivin normalde
saglikli  yetiskin dokularinda nadiren ifade edilmektedir. Ancak kanserlerin

cogunlugunda upregiile olmaktadir 83


1
2
3
4
5
6
7
8
9

Bu calismada, apoptozisle iligkisi olan survivin geninin promotor bolgesindeki dort ayri
polimorfizm incelenecektir. Kolon kanseri hastalarina ait risk durumlart survivin
genotiplerinin klinik diger parametrelerle iliskileri degerlendirilmeye c¢alisilacaktir.
Calismamizin kolon kanseri etyopatogenezinde survivinin Onemini arastiracak

calismalara 151k tutacagi diisiincesindeyiz.



2.GENEL BIiLGILER

Ulkemizde Devlet Istatistik Enstitiisii’niin verilerine gére, kanser tiim &liim nedenleri
arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Gastrointestinal
kanserler, diinyada akciger ve meme kanseri ile birlikte en sik goriilen malign
timorlerdir. Kanserden kaynaklanan oOliimlerin yaklasik %25’  gastrointestinal

malignitelerden olmaktadir 1

2.1.  Hiicre Siklusu

Kok hiicreden tam diferansiye hiicreye gelisimi esnasinda hiicreler, boliinme (mitoz) ve
dinlenme (interfaz) donemleri halinde goriintirler. Hiicrelerin sirasiyla gosterdigi bu
aktivitelere hiicre siklusu denir L. Hiicre siklusu cesitli diizenleyici proteinler tarafindan
yonlendirilir. Bu proteinlerin basinda siklin bagimli kinazlar (CDK) ve siklin proteinleri

yer almaktadirlar ve dongiiniin G, S, G,, M evrelerine gegisini diizenlemektedirler 12

2.1.1 Hiicre siklusunun evreleri
Interfaz evresi mitozun gerceklesmesi icin gereklidir. Bu evrede, RNA sentezi, protein

iiretimi ve hacimsel biiylime meydana gelir. Bu evre dort basamakta gerceklesir;

GO: Bu donemde hiicre boliinmesi olmaz. Sinir hiicreleri gibi boliinmeyen hiicreler bu

evrede kalirlar.

G1: G1 evresi DNA replikasyonu i¢in gerekli tiim hazirliklarin yapildigi evredir. Bu

evrede hiicre boyutu artar, RNA {iretimi ve protein sentezi meydana gelir.

S: Bu evre sentez evresidir. DNA replikasyonu meydana gelir ve DNA miktar1 iki

katina ¢ikar.

G2: Bu evrede DNA sentezi durur, hiicre biiylimeye devam eder ve yeni proteinler

sentezlenir.

M: Mitoz evrsinde ise hiicre kendine tamamen benzeyen iki yavru hiicreye ayrilir.

Mitoz, interfazdan ¢ok kisa olup 1-2 saat igerisinde tamamlanir.

Hiicre dongiisii boyunca G1, G2 ve mitotik fazda kontrol noktalar1 bulunmaktadir. Bu

kontrol noktalarinda hiicrenin déngiiye devam edip etmeyecegine karar verilir %,
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Sekil 2.1. Hiicre Déngiisiiniin Evreleri®®

2.2.  Apoptozis

Apoptozis, niikleoproteinlerin yikima ugratildigi ve ardindan hiicrenin pargalara
ayrildigr aktif bir enzimatik siiregtir B Programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinen
apoptozis evrimsel olarak korunmus, organ gelisimi, doku sekillenmesi, immun yanit ve
timor baskilanmast i¢in gerekli bir siirectir. Yapilan ¢aligmalarda ozellesmis
mikromekanizmalarin, sinyal yolaklarinin, gen aileleri kaskadlariin igerildigi genetik
bir program oldugu anlagilmistir. Embriyonik ve fetal biiyiime sirasinda gereksiz ve
kullanim1 olmayan bdliimlerin ortadan kaldirilmasi1 ve 6zellesmis doku boliimlerinin
plastisitesinin saglanmasinda rolii vardir. Erigkin organizmada hiicre proliferasyonu ile
hiicre 6liimii arasindaki dengeyi regiile ederek farklilasmis dokulardaki homeostazi

saglar ” .

Apoptozisdeki asil olay, kaspaz adi verilen enzimlerin aktiflesmesidir. Bunlar,
proteinleri aspartik artiklarin ardindan kesen sistein proteazlardir. Aktif kaspazlar ¢ok
sayida hedefi parcalar; bunu izleyerek, DNA’y1 parcalayan niikleazlar ve muhtemelen
niikleoproteinler ile hiicre iskeletini parcalayan enzimler aktive olurlar. Kaspazlarin
aktiflesmesi, pro- ve anti-apoptotik molekiiler yolaklar arasindaki ¢ok duyarli bir
dengeye baglidir.

Apoptozis iki genis yoldan olusmaktadir: intrensek yolak (mitokondriyal yol olarak da

bilinir) ve ekstrensek yolak (6liim reseptorii yolu olarak da bilinir) 8
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2.2.1. Apoptozisin mitokondriyal (intrensek) yolag:

Mitokondrilerde apoptozisi baslatabilen birka¢ protein bulunur. Bunlar arasinda
sitokrom ¢ ve endojen sitozolik apoptozis inhibitorlerinin antagonistleri bulunur.
Hiicrenin yasamini siirdiirmesi ile 6lmesi arasindaki se¢im; prototipi Bcl-2 olan ve
20’den ¢ok protein igeren bir protein ailesi tarafindan kontrol edilen mitokondrilerin
gecirgenlik derecesi tarafindan belirlenir. Hiicreler biiyiime faktorlerinden, trofik
hormonlardan yoksun kaldiklarinda; DNA’y1 zedeleyen ajanlarla karsilastiklarinda veya
kabul edilemez diizeyde hatali katlanmis protein icerdiklerinde, bir grup sensor
aktiflesir. Sensorlerin Bel-2 ailesinden olan bazilari, ailenin pro-apoptotk ki iiyesi olan
Bax ve Bak’1 aktiflestirir. Bunlar; dimerize olur, mitokondriyal membranin yapraklar
arasina girer ve sitokrom c ile diger mitokondriyal proteinlerin sitozole gegebilecegi
kanallar meydana getirirler. Iliskili baska sensorler, anti-apoptotik molekiiller olan Bcl-
2 ve Bcl-x. ‘i inhibe ederek ayni sonuca, mitokondrilerden sitozole protein gegisine
katkida bulunurlar. Sitokrom c¢ baska kofaktorlerle birlikte kaspaz 9’u aktiflestirirken,
bagka proteinler de apoptozis inhibitérii olarak gorev kaspaz antagonistlerinin
etkinligini engellerler. Net sonug, kaspazlarin zincirleme aktiflesmesiyle cekirdegin
parcalanmasidir. Hiicreler bliylime faktorleri veya diger yasam uyarilar karsilagirlarsa,
Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik iiyelerini aktiflestirirler; bunlarin baslica ikisi Bcl-2’nin
kendisi ve Bcl-x, ‘dir. Bu proteinler, Bax ve Bak’1 antagonize ederek mitokondriyal
pro-apoptotik proteinlerin sitozole gecisini sinirlarlar. Biiylime faktorlerinden yoksun
kalan hiicreler yalnmizca pro-apoptotik proteinleri aktiflestirmekle kalmayip aymi
zamanda Bcl-2 ve Bcl-x, diizeyini de disiiriir ve dengeyi hiicre 6limiine dogru
kaydirirlar. Mitokondriyal yolak, apoptozis durumlarinin g¢ogundan sorumlu gibi
goriilmektedir B,

Apoptozisin mitokondriyal yolaginda anahtar rol oynayan bir grup proapoptotik
proteinlerin ve antiproapoptotik proteinlerin 20’den fazlasini igeren Bcl-2 (b-hiicreli
l6semi/lenfoma) ailesidir. Bel-2 ailesinin Bax, Bak, Bim ve Bid gibi proapoptotik
tiyeleri mitokondriden sitokrom ¢ salinimini indiiklerken Bcl-XL gibi anti proapoptotik
tiyeleri baglanip Apaf-1’i inaktive edebilir. Buna ek olarak, Bax ve Bak mitokondriden
Smac/DIABLO proteini salinimini stimiile ederek apoptozisi tesvik edebilir, boylece
apoptozis proteinlerinin inhibitorlerini (XIAP, clAP2 ve clAP1 ve survivin gibi IAP’leri

inaktive eder ” .
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2.2.2. Apoptozisin oliim reseptorii (ekstrensek) yolagi:

Cogu hiicrede olim reseptorii olarak adlandirilan ve apoptozisi tetikleyen yiizey
molekiilleri bulunur. Bunlarin ¢ogu tiimor nekrozis faktdr (TNF) reseptor ailesinin
tiyesidir ve sitoplazmik bdliimlerinde bagka proteinlerle etkilesmeyi saglayan ‘6liim
bolgesi’ bulunur. Oliim reseptdrlerinin prototipleri tip 1 TNF reseptdrii ve Fas’dir
(CD95). Fas ligandi (FasL), baglica aktif T lenfositlerde goriilen bir membran
proteinidir. Bu T lenfositler, Fas disa vurumu gosteren hedeflerle karsilastiklarinda; Fas
molekiilleri FasL ile ¢apraz baglanir ve birlikte, en son kaspaz 8’i de baglayacak olan
adaptor proteinleri baglarlar. Cok sayida kaspaz molekiiliiniin yan yana gelmesi
bunlarin aktiflesmelerine ve zincirleme kaspaz reaksiyonuna yol agar. Pek ¢ok hiicre
tipinde kaspaz 8, Bcl-2 ailesinin Bid adli pro-apoptotik bir iiyesini aktiflestirerek
mitokondriyal yolagi da besleyebilir. Iki yolagin birlikte aktiflesmesi hiicre igin
oliimciildiir. Oliim reseptorii yolagi, kendi dokularma tepki veren lenfositlerin ortadan
kaldirilmasinda ve bazi sitotoksik T lenfositlerin hedef hiicreleri ortadan kaldirmasinda

rol oynar £,

2.3.  Apoptozis Inhibitér Proteinler Ailesi (I1AP)

IAP’ler, degisken sayida Baculoviral IAP tekrar motiflerinin (BIR), histidin ve sistein
rezidiileri ile bir ¢inko iyonu koordine eden 70 amino asitlik bir dizinin varlhigi ile
karakterizdedir. BIR domainlerinin sayisi 1-3 arasinda degiskenlik gostermektedir 2.
Bir ¢gok memeli IAP’leri 6rnegin c-1AP1, c-IAP2, ve XIAP; E3 ubikitin ligaz gibi islev
goren C-terminal RING igeren ek yapisal domainler igerir . IAP proteini tarafindan
apoptozisin hangi mekanizmayla inhibe edildigini anlayabilmek i¢in dikkat ilk olarak
BIR domainlerinde odaklanmistir. Yapilan ¢alismalar sonunda BIR domaininin birgok
proteini baglayabilen ¢ok yonlii protein-protein etkilesim domaini oldugunu ve
kaspazlar1 dogrudan inhibe edebildigini gostermistir. Tiim IAP proteinleri en az bir tane
BIR domainin i¢ermektedir. BIR domaini yaklagik 80 amino asit uzunlugundadir ve
korunmus histidin sistein rezidiileri ile koordine bir ¢inko iyon ile tanimlanir. BIR
domaini ii¢ kisa B-zincirinden ve dort a-heliksinden, koordineli bir ¢inko iyonu igeren

ice dogru kivrilan kompakt bir yapidan olusur.

Apoptotik yolaklari modiile eden tiim IAP’ler C-terminallerinde bir RING domainine

sahiptir. Bu dimerizasyon ve ubikuitin E3 ligaz aktivitesi i¢in gereklidir. RING domaini
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kiiglik bir domaindir (40 amino asit), iki ¢inko iyonu ile koordineli sekiz sistein ve

histidin ile taninir. Tiim RING domainlerinin ¢ekirdek yapist olduk¢a korunmustur.

Bazi IAP’lerde son BIR domainini takiben ubikuitin baglayan ubikuitin iligkili domain
(UBA) olarak tanimlanan kisa bir bolge bulunur. Birka¢ IAP kaspaz takviye domaini
(CARD) gibi ek domainlere sahiptir (CIAP1 ve cIAP2). CARD’in bu IAP’lerdeki yapisi

ve fonksiyonu tespit edilmemistir .

Insanlarda 8 tane IAP tanimlanmistir ve survivin de bunlardan bir tanesidir L

NOMENKLATUR

GENEL ADI BIRC
1 42

Survivin BIRCcs [ [BR [ ]

236
ILP2 BIRC8 | [BR [ GRNS |

298
ML-IAP  BIRC7 [ [&iR | RN |

497
XIAP BIRC4 | |ewri| [sr2| |BIR3| N |

604

c-1AP1 BIRC2 | [BRri| [|BR2] [BIR3]| GRIND |
618

c-1AP2 BIRC3 | |Bri| [Bir2] |[BiR3] GRIND |
/ 03

NAIP BIRC1 | [Bmri| |emz2| [|ems| [ NoB| //ALRR

7/

/ 4830

BRUCE BIRCe | |Bir | // [ UBC |

7/

Sekil 2.2. insanlarda tanimlanan IAP proteinleri 14
2.3.1. Survivinin yapisi

Survivin, IAP ailesinin en kiiciik tiyesidir. 16.5 kDa’luk bir proteindir. 142 amino asit
rezidiisii igerir. Diger bazi IAP’lerin aksine, survivin 15. amino asit rezidiisinden 87’ye
kadar uzanan tek bir N-terminal BIR ucu ve uzun bir c-terminal alfa heliks burgusu olan
dimerik yapiya sahiptir 2*. BIR domaini dimer olusumu ve efektor kaspazlar gibi diger

protein-protein etkilesimi i¢in 6nemlidir 8
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Survivin kodlayan gen 17925 de lokalizedir. Survivin pre-mRNA’sinin alternatif
splicingi ile 5 farkli proteini kodlayan 5 farklt mRNA iretilir. Bunlar; survivin, survivin
2B, survivin DEx3, survivin 3B13 ve survivin 2a’dir. Tam boy survivin 1-4 ekzondan
iiretilir. Survivin 2B de 1-4 ekzondan iiretilir fakat sifreli ekzon olarak intron 2 den ek
olarak 69 bp korunmaktadir. Survivin DEx3 ekzon 1,2 ve 4’ten tiiretilmistir. Survivin
3B ekzon 1,2,3 ve 4’ten tiiretilmistir ve intron 3’ten 165 bp yeni dizi igerir. Survivin 2a,

intron 2’nin 3’ 197 bp bdlgesinin yani sira survivin geninin ekzon 1ve 2’sini i¢erir 18

N terminal ucu Cterminal ucu

w7 142 aa

Survivin [

2| 165 aa
AEx3 | 120 aa
3 | 137 2a
| 74 aa

Ekzon 2B
Ekzon 1

™ Ekzon 4

Ekzon 2 (genigletilmisg)

Ekzon 3

m Ekzon 4

Sekil 2.3. Bilinen 5 survivin gen splice varyantlarinin yapisint gosteren temsili diyagram 18

Ekzon 3B

2.3.2. Survivinin fonksiyonu

In vivo ve in vitro calismalar, survivinin hiicre &liimiinii 6zellikle apoptozisi inhibe
ettigini gostermistir. In vitro, survivinin IL-3 ¢ekilmesi, FAS stimiilasyonu, TRAIL,
BAX, p53, kaspaz-3,-7 ve -8 in over ekspresyonunu igeren apoptozisin intrinsik ve

ekstrinsik arabulucularinin etkisini yok ettigi bulunmustur.

Apoptotik uyaranlara kargi survivin yetenegi mutant hiicrelerin yayilmasi da dahil
olmak {izere hiicre ¢ogalmasini kolaylastiran sag kalim gelistirir. Bu ¢ogalma sonugta
maligniteye yol agabilir.

Insanlarda bircok IAP’lerin kaspazlari BIR uglari ile dogrudan inhibe ettikleri
gosterilmistir. Survivinin apoptozisi hangi mekanizma ile inhibe ettigi heniiz tam olarak

bilinmemektedir.

10
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Bazi arastirmacilar tarafindan  survivinin  kaspaz3’ii  dogrudan  baskiladig
sOylenmektedir; ancak survivin diger IAP’lerdeki kaspaz-3’e dogrudan baglanmay:
saglayan yapisal bilesenleri yoktur 2. Survivin kaspazlari muhtemelen intermediyer
proteinler araciligi ile dolayli olarak inhibe etmektedir 2. Survivin IAP’lere baglanan
proapopitotik bir protein olan Smac/DIABLO’ya baglanir ve bu sekilde bunlarin

kaspazlar1 inhibe etmesini 6nler 2e

TRAIL, TRAIL-R
AGONISTLERI

B[El\[BR:\N HUCRE

KEMOTERAPI,
DNA ZARAR
VERICI
PRO-APOPTOTIK = ,
SINYAL
PROAPOPTOTIK o —

AJANLAR (IAP APOPTOZ

\‘\‘\ INHIBITORLERI, YOLAGI

K OTOKONDRI &§ BORTEZOMIB VS) :
————. l
Q..

oS
\/\\7//

l )Survwmx | l

o ]

QS N AV C\‘
ZSurvnvm & [ g

/\/\\ :-\I‘{TIF

wAAA " KASPAZ-9

Z Surwvm !

]\ oK :

:
SMAC- .
\ DIABLO APOPTOZ
CCR Molecular Pathways A

Sekil 2.4. Apoptozis inhibitérii olarak Survivinin rolii &

IAP ailesi iiyesi olarak smiflandirilmis olsa da Onemli kanit hiicre ¢ogalmasinda
survivinin 6nemli bir roli oldugunu destekler. Gergekten de, bazi arastirmacilar
apoptozis inhibisyonundan daha ziyade hiicre boliinmesinin kontroliinde survivinin
primer fonksiyonu oldugunu destekler. Mitoz sirasinda, survivin kromozomal yolcu
kompleks (CPC) olarak bilinin bir multi-protein kompleks olarak bulunur. Bu
kompleksin katilimi ile, survivin ge¢ mitozda kardes kromatit segregasyonunun
kolaylagtirilmas1 ve mikrotiibiillerin stabilizasyonu ile ¢ogalmayi tesvik edebilir.
Alternatif bir olasilik, survivinin sentromer/merkez mili ve CPC arasinda bir interfaz
olarak rol oynamasiyla mitozu tesvik etmesidir. Hiicre ¢ogalmasindaki rolii ile ¢akisan,

survivin ifadesi bagimli hiicre dongiisti ve promotordeki hiicre doniisiiniin G2/M fazi

11
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boyunca maksimum ifadesine yol acan hiicre donglisii homoloji bolgesi ile agirlikli

olarak diizenlenir 8.

A

Kromozom
Surwvm

NN ".‘/‘_’,
~ Survivin‘..

Survwm S
Borealln AraR wRAAA
S e ~ Survivin’.

Survwln INCENP N 4 -
~Survivin’.
iplikcikler

)

INCENP

CCR Molekiler yolag AC

/'—

AuroraB

Sekil 2.5. Mitozda Survivinin rolii &

2.4. Kolon Kanseri
2.4.1. Kolonun anatomisi

Kalin bagirsak, ileumun bitiminden aniise kadar uzanir ve ortalama 150 cm
uzunlugundadir. Sindirim kanalinin 1/5’ini olusturur z Sirastyla, ¢ekum, ¢ikan kolon,
transvers kolon, inen kolon sigmoid kolon ve rektum kisimlarindan olusur. Kolonun ilk
parcasi olan ¢ekum, boyu ve genisligi 6-8 cm olan keselesmis bir organdir. Cikan kolon
yaklasik olarak 15 cm uzunlugundadir. Transvers kolon kalin bagirsagin en uzun
pargast olup yaklasik 45 cm uzunlugundadir. Inen kolon ise yaklagik 25 cm
uzunlugundadir. Sigmoid kolonun uzunlugu degisken olmakla birlikte (15-50 cm) sekli
de farklilik gosterir. Sindirim sisteminin son aprcast olan rektum 12-15 cm genisligine

sahip olup aniisle son bulur %

12
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ENINE (Transverse)
KOLON
(- 30-60 cm)

INEN (Descending)

CIKAN L
. . . KOLON
(Ascending) HAEUM (Tl gutn) (-~ 25 cm)
KOLON
(-~ 15-20 cm)

CEKUM
(Cecum)(~ 6 cm)

APPENDIX

Ampulla Recti

REKTUM Anal Kanal
(-~ 15-20 cm) (Canalis analis)

SIGMOID KOLON
(~ 40 cm)

ANTS
Sekil2.6. Kalin bagirsagin kisimlari®

2.4.2. Kolon kanserinin molekiiler mekanizmasi

Kolon kanserinin onkogenler ve timdr supressor genler ya da DNA mismatch tamir gen
degisimlerindeki mutasyonlar sonucu olarak meydana geldigi diisiiniilmektedir®. Kolon
kanserinde birden fazla mutasyonun agamali olarak birikiminin goriildiigii 2 farkli yol
vardir. Bunlardan birincisi adenom-karsinom siireci olarak bilinen APC/B-katenin
yoludur. Bu mekanizma sporadik kanserlerin yaklasik %80’inde goriilmektedir. ikincisi
ise DNA tamir genlerinin inaktivasyonu ile iliskilidir. Sporadik kanserlerin %10-

15’inde gozlenmistir 2

Adenom-karsinom siireci, kolon kanseri olusumu i¢in temel mekanizma olarak
diisiiniilmektedir. Nokta mutasyonlari, kromozamal translokasyonlar ve gen
amplifikasyonlar1 ile aktive olan protoonkogenler hiicre biiylimesinde artisa neden

olmaktadir. Kolorektal kanserle iligkili olan protoonkogenler K-ras, c-myc ve c-src’dir.

Tiimor baskilayict genler (6rn: APC, p53) hiicre biiylimesini smirlarlar. Timor

baskilayict genlerin fonksiyonu kayboldugunda ise hiicre biiylimesi artig gosterir a

APC/B-katenin yolu, bir seri onkogende ve tiimor baskilayici gende mutasyonlarin

asamal1 olarak gerceklesmesine ve birikmesine neden olan kromozomal dengesizlik ile

13
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karakterizedir. Bu yolla meydana gelen kolon kanserinin molekiiler gelisimi morfolojik
olarak da tamimlanabilen asamalar ile gerceklesir. Once kolonda lokalize epitel
proliferasyonu meydana gelir. Bu asamadan sonra, kiigiilk adenomlar olusur ve bunlar
progresif olarak genislerler. Bir yandan da daha displastik hale gelerek sonunda invaziv

kansere doniisiirler.

APC gen kaybinin adenom/karsinom siirecinde en erken olay oldugu diistiniilmektedir.
Adenomlarin meydana gelebilmesi i¢cin APC geninin her iki kopyasinda da
kaybedilmelidir. Daha sonra K-RAS geninde mutasyon olur. K-RAS mutasyonu, 1
cm’den kiiclik adenomlarin ve karsinomlarin %50’sinde mevcuttur. 18q21 delesyonu
kolon kanseri gelisiminde sonraki asamadir ve kolon kanserlerinin %60-70’inde

saptanmistir. Son olarak da p53 tiimor baskilayici geninin kayb1 meydana gelir 13

Kolorektal karsinomlarin %60-80’inde APC (Adenomatous polyposis Coli) gen kaybi
vardir. APC, Wnt sinyal yolu, intraselliiler hiicre adezyonu, iskelet stabilizasyonu, hiicre
dongiistiniin  diizenlenmesi ve apoptoziste onemli rol oynar. Ailesel adenomatoz
poliplerde (FAP) APC’de germline bir mutasyon sz konusudur. APC dongiisii
mutasyonlarinin, c-myc ve siklin D1 gibi onkogenlerin diizensiz transkripsiyonun izin

verdigi diistiiniilmektedir 2.

Genetik lezyonlarin varlig: ile karakterize ikinci yol DNA mismatch tamir genleri ile
iligkilidir. Sporadik vakalarin %10-15’inde saptanmistir. APC/B-katenin yolunda oldugu
gibi bu yolda da mutasyonlarin birikimi s6z konusudur. Fakat mutasyonlarin
gerceklestigi genler farklidir. Bu yolla gelisen kolorektal kanserlerde en olasi ve 6nemli
baslangi¢c noktasi, DNA mismatch tamir genlerinin inaktivasyonu sonucu DNA
tamirinde meydana gelen aksakliklardir. Bes DNA tamir geninde (MSH2, MSHS6,
MLH1, PMS1 ve PMS2) birindeki kalitsal mutasyonlar herediter nonpolipozis kolon
karsinomu (HNPCC) ile sonuglanir. DNA mismatch tamir genlerinin kaybi sonucu,
mikrosatellit ad1 verilen tekrarlayan kisa DNA dizileri DNA replikasyonu sirasinda
dengesiz hale gelirler ve bu durum tekrarlayan dizilerde yaygin alterasyonlar ile
sonuglanir. Sonugta ortaya ¢ikan mikrosatellit dengesizligi (MSI) hatali DNA mismatch

tamirinin molekiiler isaretidir 2.

14
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Normal epitel hiicresi
APC gen kaybi
Hicre cogalmasinda artis
DNA hipometilasyonu
Erken evre adenom
RAS gen mutasyonu
Orta evre adenom
DCC gen kaybi (Kromozom 18)
Gec evre adenom
TP53 gen kaybi (Kromozom 17)
Karsinom
PRL3 geni asiri ekspresyonu

Metastaz

Sekil 2.7. Kolon kanserinin molekiiler mekanizmasi
2.4.3. Epidemiyoloji

Kolon kanseri, insanlarda sindirim sisteminde en yaygin goriilen kanserlerden biridir.
Hastaligin Avrupa ve Amerika’da yaygin olarak goriilmesine karsin Asya ve Afrika’da
daha diisiik olarak ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Daha ¢ok ileri yas grubunu etkileyen bu
hastalik 50 yasindan sonra artmakta ve 60-70 yaslarinda en yiiksek diizeye ulasmaktadir
2 Birlesik Devletler’de tahmini olarak her yil 134.000 yeni tanis1 konan ve yaklagik
55.000 oliime sebep olan bu hastalik kanser ile iliskili 6liimlerin yaklasik %15’inden

sorumludur. Erkeklerde kadinlara oranla %20 daha sik goriilmektedir.

Kolorektal karsinom gelisiminde hem genetik hem de cevresel faktorlerin rolii vardir.
Geng bir bireyde kolorektal kanser goriildiigiinde zeminde iilseratif kolit ya da polipozis
sendromlarindan birinin varlifindan siliphelenilmektedir. Buna ek olarak herediter
nonpolipozis kolorektal karsinom sendromu (HNPCC) olan kisilerde DNA mismatch
tamir genlerinde germ-line mutasyon vardir ve bu kisilerde kolorektal kanser gelisimi

riski yiiksektir.
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Kolorektal karsinomlar, Birlesik Devletler ve Kanada, Avustralya, Yeni Zelanda,
Danimarka, Isve¢ ve diger gelismis iilkelerde en yiiksek goriilme oranlar ile tiim
diinyada yaygin olarak rastlanan tiimorlerdir. Hindistan, Giiney Amerika ve Afrika’da
ise 30 kez daha diisiik bir insidansa sahiptir. Japonya’da daha once diisiikk olan
rastlanma orani, giiniimiizde Ingiltere’deki gibi orta seviyelere yiikselmistir. Bu carpici
cografi insidans farklarindan c¢evresel faktorler, 6zellikle de diyet aligkanliklar1 sorumlu

tutulmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢esitli epidemiyolojik ¢alismalarda, aspirin ve diger NSAIDlarin
kolon kanserine kars1 koruyucu etkisi oldugu yoniinde sonuglar alinmistir. Hemsgirelerin
Saglik Calismasi’nda, 10 y1l ya da daha uzun siireyle giinde 4-6 adet aspirin tableti alan
kadinlarda kolon kanseri insidansinin diisiik oldugu gosterilmistir. Bu etkinin

siklooksigenaz-2 (COX-2) inhibisyonu ile ger¢eklestigi diisiiniilmektedir £,
2.4.4. Etiyoloji

Kolorektral kanserler ¢evresel ve genetik sebeplerle meydana gelebilir. Hastaligin kesin
sebebi kolonik mukozanin epitel hiicrelerinde meydana gelen genetik degisikliklerdir.
Kolon kanserlerinin en biiylik boliimii adenokarsinomlar tarafindan olusturulur.
Adenomlar, displastik kalin bagirsak epiteli ve destekleyici stroma igeren bening

timorlerdir 2.

Yapilan arastirmalara gore kolon kanseri erkeklerde kadinlara oranla daha fazla
goriilmektedir. Hastalik orta yasin {izerinde ortaya ¢ikmakta ve 60-70 yas grubunda en

fazla diizeye ulasmaktadir 0,

Kolorektal kanserlerin etiyolojisinde genetik faktorler, cevresel faktorler ve prekanserdz

hastaliklar rol oynamaktadir.

Kolorektal kanserlerin ortaya ¢ikisinda genetik faktorler 6nemli rol oynarlar. Hastalarin
biiylik ¢ogunlugunda kolon kanseri bir seri somatik mutasyon sonucu ortaya cikar.

Tiimorlerin malign formu zaten var olan benign tiimorlerden gelisir.

Kalitsal olmayan sporadik gelisen kolorektal kanser spontan vakalarda adenomatdz
poliplerin ortaya ¢ikip timor dokusunun gelismesinden, iki vurus modeli (two-hit
hipotezi) s6z konusudur. Adenomlarda APC (adenomat6z polipozis koli) geninin her iki
kopyasinda kayip olmast APC mutasyonu epitelyal hiicreleri 6zellikle hiicre siklusunu
kontrolden ¢ikarir. Sporadik tiimorlerin ve bu dokuyu g¢evreleyen normal dokuda bu

kaybin izlenmemesi bu goriisii desteklemektedir. Adenomlarin %80’inde APC gen

16


13
3
30

mutasyonu tesbit edilmistir. Bunu takiben ortaya c¢ikan bagka mutasyonlar tiimor

olusum asamalarinin ger¢ceklesmesine yol agarlar a

Kolon kanserinin meydana gelmesinde beslenme aligkanliklar1 da etkili olmaktadir.
Karbonhidrat ve yag bakimindan zengin, bitkisel liflerden fakir, vitamin ve
minerallerden yoksun, antioksidan igermeye beslenme aligkanliklar1 kolon kanseri
riskini artirmaktadir. Sigir eti ve hayvansal yag tiiketimi de kolon kanseri gelisiminde
etkili olmaktadir. Buna karsin posali gidalarla beslenen kisilerde ise kolon kanseri

goriilme siklig1 daha diisiiktiir 2

2.4.5. Kolon kanserinin siiflandirilmasi
2.4.5.1. Kalitsal sendromlar
e Ailesel polipozis sendromlar: (FAP)

Ailesel polipozis sendromlar (FAP), otozomal dominant gecisli ender rastlanan
hastaliklardir. Malign transformasyon potansiyeline sahip olmalar1 nedeniyle biiyiik
Oonem tastyan bu poliplerdeki bu tiir transformasyonlar1 varligi, kolorektal kanserlerin
molekiiler temellerini ortaya koymada anahtar gorev gormiistiir. FAP’da hastalar tipik
olarak, tiim mukoza yiizeyini hali gibi kaplayan 500-2500 adet kolonik adenoma

sahiptirler. Bu taninin konmasi i¢in en az 100 adet polip gereklidir.

FAP’in temelinde yatan genetik problem, kromozom 5q21°de bulunan APC geninde
lokalizedir. APC geninin germline mutasyonu sonucu meydana gelmektedir 22,

o Kalitsal polipsiz kolorektal kanser (HNPCC)
Kalitsal polipsiz kolorektal kanser Lynch sendromu olarak da isimlendirilmektedir.
Lynch sendromu otozomal dominant olarak kalitilir ve ¢ogunlukla proksimal kolonda
geligir 8,
DNA mismatch tamir genlerinde meydana gelen mutasyonlar HNPCC’ye sebep
olmaktadir. MSH2, MLHI ve MSH6 genlerinde meydana gelen mutasyonlar
HNPCC’ye neden olur 4

2.4.5.2. Sporadik sendromlar

Kolon kanserlerinin  %70°den fazlasi adenoma poliplerden gelismektedir %,

Adenomatoz poliplerin %80’i APC gen mutasyonu igermektedir. APC, sitoplazmadaki
B- katenini transfosforile eder. APC geninde meydana gelen mutasyon [-kateninin
¢ekirdek igine transloke olmasi neden olur. Boylece c-myc ve siklinD1 genleri aktive

olur 2.
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2.4.6. Kolorektal kanserde histopatoloji
2.4.6.1.Adenomlar (Neoplazik polipler)

Adenomlar, genelde sapl kiigiik tiimorlerden, ¢ogunlukla sesil biiylik lezyonlara kadar
degisen cesitli yap1 ve biiyiikliiklerde neoplastik poliplerdir. Adenomlar, kolorektal
mukozanin bening tiimorleridir. Kolondaki adenomlarin yayginligi 40 yastan 6nce %30-
40 iken 60 yastan sonra %40-50’ye yiikselmektedir. Sporadik adenomlarin ailesel olma
egilimi 1yl tamimlanmustir. Birinci derece akrabalarda adenom olugma riski normalin 4
katidir. Adenomlu bir hastada, kolorektal karsinom gelisme riski ise normalden 4 kat

artmlstnﬁ.

Adenomlar bir veya birden fazla goriilebilirler. Adenomlar erkeklerde kadinlardan daha
stk goriiliirler. Sol kolon adenomlari geng¢ hastalarda sik goriiliirken, sag kolonda

lokalize olanlar 65 yas iistiinde daha sik gériiliirler *.

Adenomatdz polipler epitelyal karakterleri temel alinarak dort subtipe ayrilmistir.
Bunlar; tubuler adenomlar, villoz adenomlar, tubulovilloz adenomlar ve sesil serrated
adenomlardir. Tubuler adenomlar, bunlar arasinda en sik goriilenidir. Adenomlarin %5-
10’u tubuvilléz ve sadece %!1’1 villoz yapidadir. Cogu tubuler adenomlar kii¢iik ve

saplidir, vill6z adenomlar ise daha biiyiik ve sesil yapida olmaya meyillidirler 13

Adenamato6z bir polipteki malignite riski li¢ bagimsiz 6zellik ile baglantilidir: polipin

boyutu, histolojik yapis1 ve i¢erdigi epitel displazisinin derecesi:

e Cap1 1 cm’den daha kiiciik olan tubuler adenomlardan kanser gelismesi
oldukg¢a enderdir.

e Cap1 4 cm’den biiyiik sesil adenomlarda karsinom gelisimi olasilig1
yiiksektir (yaklasik %40).

e Agir displazi mevcut oldugunda genellikle villoz bolgelerde yerlesim
gosterir.

e Bu degisken faktorler arasinda, maksimum ¢ap, bir adenomun karsinom
icerme riskini belirleyen ana faktordiir. Yapisal 6zellikler tek basina birer

belirleyici degildir *,
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2.4.6.2.Displazi

Prekanserdz bir lezyondur. Mukozada anormal hiicresel ve yapisal degisikliklere neden
olan inaktif ve noninvaziv tiimorel transformasyondur. Kolorektal mukozada, displazik
adenomlarda, adenomat6z hiperplazi ve iltihabi barsak hastaliginda goriilebilir. Tiim

adenomlarda en az hafif derecede displazik degisim bulunur.
2.4.6.3.Kanser

Kolorektal kanserlerin %90’dan fazlasini1 adenokarsinomlar meydana getirir. Kolorektal

kanserler Diinya Saglik Orgiitii’ne gére alt1 grupta siniflandirilir.
e Adenokarsinom

Kolorektal adenokarsinomlar, geligsmis iilkeler basta olmak {izere tim diinyada yaygin
olarak gorilen timorlerdir. Kanser ile iligkili Olimlerin yaklasik %10’undan
sorumludurlar 2. Ulkemizde de kolon adenokarsinomu akciger, meme ve mideden sora
en sik goriilen tlimorlerdir 8, Kalin bagirsak tlimorlerinin  yaklasik  %95’ini

adenokarsinomlar olusturur.
e Miisinéz adenokarsinom

Bu tiimorlerde miisindz alanlar tiimoriin yaklasik %50°sini olusturur. Miisindz tiimorler
kolon knaserlerinin %15’in1, rektal kanserlerin ise %33’linli meydana getirir. Bu

tiimorler hiicre i¢i ve hiicre dis1 miisin karisik halde bulunur.

Klasik adenokarsinomlar gibi adenomlardan kaynaklanirlar. Cogunlukla gen¢ ve

HNPCC hastalan etkilerler. Klasik adenokarsinomlardan daha kotii prognoza sahiptirler
3,35

e Tagsh yiiziik hiicreli karsinom

Genellikle gen¢ hastalarda goriiliirler. Bu tip tiimdrlerin hiicreleri, %50’den fazlasinda
intrastoplazmik miisin varlig1 ile karakterizedir. Miisindz tiimorlerden farkli olarak
miisinin biiyiik bir kismi1 ya da tamama hiicre i¢indedir. Bu hiicre i¢i birikimde ¢ekirdegi
kenara iterek tagh yiiziik gériinlimiine neden olur. Lenf nodlarina, peritoneal alanlara ve

overe metastaz yaparlar 2.
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e Skuamoz/ adenoskuamoz karsinom

Saf skuamoz hiicreli karsinom kolonda olduk¢a az bulunur. Klasik bulgular
adenokarsinomlarla benzerlik gosterir. Fakat bazen tiimor paratiroid hormon benzeri bir
madde iiretebilir ve hiperkalsemi bulgular1 gosterebilir. Bu tiimoriin tanisi i¢in hastada

baska bir noktada skuaméz hiicreli karsinom olmamalidir %,

e Undiferansiye karsinom

Kolorektal tiimdrlerin % 1’ini olusturur. Tiimor hiicreleri genellikle iyi sinirly, tek diize

ve kii¢iik / orta biiytikliikte niikleosludur.
2.4.7. Kolorektal kanserde evreleme

Kolorektal kanserlerde ilk kez patolojik evrelendirmeyi Cuthbert E. Dukes 1932 yilinda
yapmustir. Siniflandirma kanserin direkt yayilimi ve lenfatik tutulum iizerine dayanir.
1954 yilinda Aster-Coller tarafindan tiimor derinliginin 6nemine dayanarak Dukes
klasifikasyonu modifiye edilmistir. 1967 Yilinda Turnbull, Dukes sistemine uzak
metastazla ilgili olan stage D yi eklemistir. Giiniimiizde American Joint Committee on
Cancer (AJCC) ve Union Internationale Contre Le Cancer (UICC) tarafindan yapilan

TNM evrelemesi kullanilmaktadir. Buna gore;

Evre 0 Tis No Mo ---- ----
Evre | T1 No Mo
T2No Mo A B1 % 85-95
Evre Il T3 No Mo
T4 No Mo B B2 % 60-80
Evre I11 Tx N1 Mo
Tx N2-3 Mo C C1 - C2 % 30-50
Evre IV TX Nx M1 D % 5-10 yasam sans1 bulunmaktadir 8

2.4.8. Kolon kanserinde diferansiasyon derecesi
Adenokarsinomlar iyi, orta ve az diferansiye olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilir.

1. Iyi diferansiye (Grade 1): tiimériin %95’inde glandiiler yapilanma

gozlenmektedir.

2. Orta derece diferansiye(Grade 2): timoriin %50-95’inde glandiiler yapilanma

gbzlenmektedir.
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3. Koti derece diferansiye (Grade 3): Tiimdriin %5-502sinde glandiiler yapilanma

gozlenmektedir.

4. Indiferansiye (Grade 4): Tiimdriin %S5’inden azinda glandiiler yapilanma

gozlenmektedir 8

2.4.9. Kolon kanseri risk faktorleri

2.4.9.1.Yas

Yasin ilerlemesiyle kolon kanseri gelisimi de artis gostermektedir. Kolorektal
kanserlerin bliyiik bir bolimii 50 yasindan sonra meydana gelir. En fazla gorildiigii

yaslar ise 60-65tir 224,

Timdr ¢ok geng ve yaslilarda goriildiigiinde prognoz kétiidiir 2L,
2.4.9.2. idiyopatik inflamatuvar bagirsak hastaliklar ile iliskisi

Ulseratif kolon ve Crohn hastalig1 bulunan hastalarda kolorektral kanser goriilme siklig1
yiiksektir Bu grupta ortalama %3-8 olan kanserlesme orani, hastaligin baglamasindan 10

yil sonra % 10’a, 25 yil sonra ise %30’lara kadar ¢ikmaktadir %24,

2.4.9.3.Ailede kolon kanseri oykiisii

Ailede kolon kanseri olan birey varsa bu hastaliga yakalanma riski artmaktadir.
Ozellikle bireyde hastalik erken yaslarda ortaya ¢ikmissa hastaligin ailesel kokenli

oldugu diistliniiliir 4
2.4.9.4.0Obezite

Asirt kilolu kisilerin kolon kanserine yakalanma riskinin daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Ayn1 zamanda asir1 kilo kanserden oliimleri de artirmaktadir. Fiziksel

olarak inaktif bireylerde de kolon kanseri gelisimi yiiksektir 342,

2.4.9.5.Diyet

Kolorektal kanser oranlarinin yiiksek oldugu bati toplumlarinda toplam kalorinin %40-
45’ini doymus ve doymamis yag olustururken, diisiik riske sahip toplumlarda yag orani
toplam kalorinin %10-15’ini meydana getirir *°. Kirmiz1 et ve islenmis etlerin ¢ok fazla
tiketilmesi kolon kanseri riskini arttirmaktadir. Lifli, yesil yaprakli sebzeler ve
meyveler antioksidan vitamin igerdiginden kanser olusumunu engellemektedir.

Sarimsak detoksifiye enzim igermesi nedeniyle tiimor ¢cogalmasini engellemektedir.
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Alkol tiiketimi anormal DNA metilasyonundan dolay1 kolon kanseri ve adenom olugsma

riskini arttirmaktadi =2,
2.4.9.6.Sigara

Uzun siire sigara igenlerin sigara icmeyenlere gore kolon kanserine yakalanma ve 6lme

riskini arttirmaktadir =,
2.4.9.7.Irk ve etnik koken

Afrika ve Amerikalilarin kolon kanserine yakalanma riskinin daha fazla oldugu
gozlenmistir. Bunun yanisira Polonya ve Almanya yahudileri arasinda kolon kanseri

riskinin artmasina neden olan bir ¢ok gen mutasyonu saptanmustir .
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunun Tanimlanmasi

Bu calisma kapsaminda kolon kanseri tanis1 konulan yaklasik 67 bireyden olusan
hasta grubu ve herhangi bir kanser tanisi konulmamis 45 bireyden olusan kontrol

grubu olmak tizere iki grup olusturulmustur.

2007-2011 yillar1 arasinda Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
tarafindan kolon kanseri tanis1 konulan bireylere ait parafine gomiilii doku ornekleri
hasta grubunu olusturmaktadir. Bireylere ait yas, cinsiyet, timor derecesi, timor
tipi, sigara, alkol kullanimi ve aile hikdyesinde kanser olup olmadigi bilgileri

patoloji raporlar1 ve hasta dosyalarindan elde dilmistir.

Kontrol grubuna olusturan bireylere ait kan ornekleri ise 2011 yilinda Diizce
Universitesi Tip Fakiiltesi’nden temin edilmistir. Bu bireylere ait yas, cinsiyet,

sigara ve alkol kullanimi bilgileri de hasta dosyalarindan elde edilmistir.
3.2. Kullanilan Kimyasallar

Parafine gomiili dokudan DNA izolasyon Kiti (analytikjena blackPREP FFPE,
Germany), Periferik kandan DNA izolasyon kiti (Invitrogen PureLink Genomik
DNA Mini Kit, USA), Agaroz (Sigma), DNA marker (Sigma), Etidyum Bromid
(Sigma), Primerler (Invitrogen), Taq polimeraz (Fermentas), Etanol (J.T Baker),
dNTP set (Fermentas), Restriksiyon enzimleri (10U/ul Fermentas), Yiikleme boyasi
6X (Fermentas), 10X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE) (SantaCruz).

3.3. Kullanilan Geregler

Elektroforez (Cleaver Mini Yatay MOD.-MSMIDID40), Elektroforez igin
giic kaynagi (Cleaver-MP-250N) Jel goriintileme sistemi (L-PIX Loccus
Biotecnologia), Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge-5415 R), Termo blok
(Eppendorf- TermoStat Plus (1.5 ml)), Vorteks (IKA- MS 1), Hassas terazi
(BOECO- BEB 43), Saf su cihazi (TKA- Pacific), Etiiv (Heraeus), Buzdolabi
(Vestel-Beko ), PZR cihazi (BIO-RAD), Pipet takimi (Eppendorf), Mikrodalga firin
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(Vestel), UV (Syngene, UK), Rotary mikrotom (LEICA RM2145), Otoklav (TOMY
SX-500E), Pipet ucu, Ependorf tiip, PZR tiipii .

3.4. Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan Cozeltiler
3.4.1. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye tamamlandi.

3.4.2. 1X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)
100 ml TBE tamponunun (10X) iizerine 900 ml steril distile su ilave edildi. Oda
sicakliginda sakland.

3.4.3. Yiikleme Tamponu (Loading Dye)

10 mM Tris-HCI (pH 7.6), %0.03 bromofenol mavisi, %0.03 ksilen siyanol FF, %60
gliserol 60 mM EDTA icermektedir.

3.5. Kullanilan Yontemler

3.5.1. Parafine gomiilii kolon kanser dokusundan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu analytikjena blackPREP FFPE DNA Kit kullanilarak yapildi. DNA

izolasyonu 6 basamakta gerceklesti;

1- Parafine gomiilii dokulardan mikrotom ile yaklasik olarak 2x5 pm boyutlarinda

kesit alinarak ependorf tiipiine konuldu.

2- Alman kesitler iizerine 400 ul QPT ve 25ul proteinaz K eklenerek 5 saniye
vortekslendi. 50 °C’de 1 saat ve 90 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.

Ardindan maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi.

3- Santrifilij sonrasi siipernatant kismi 1,5 ml’lik tiipe alinarak iizerine 200 ul SBS
eklendi ve vorteks/pipetaj yapildi. Farkli bir receiver tiipe spin filter takildi ve
karigim bu tiipe alindi. Daha sonra yaklagik 12.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi.

4- Karisimin tizerine 700 pl MS soliisyonu eklenerek yaklagik 12.000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edildi. Ayn1 islem iki kez tekrarlandi.

5- Tiipten filtre ¢ikarilarak yeni bir receiver tiipe alindi. Maksimum hizda 2 dk.

santrifiij edildi.
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Daha sonra filtre ¢ikarilarak elution tiipiine alindi ve 100 pl elution buffer
eklendi. 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8.000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edildi. Ardindan filtre ¢ikarilarak atildi, elde edilen DNA c¢alisma
giinline kadar -20 °C’de saklandi.

3.5.2. Periferik kandan DNA izolasyonu

Periferik kandan DNA izolasyonu Invitrogen PureLink Genomik DNA Mini Kit (USA)

kullanilarak yapildi. DNA izolasyonu 18 basamakta gerceklesti;

1
2
3
4
5.
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

. 200 pl kan 6rnegi ependorf tiipe alindi.

. 20 pul proteinaz K eklendi.

. 20 pul RNase A eklendi. Vorteks yapildi ve 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
. 200 pl genomik lizis/binding buffer eklendi ve vorteks yapildi.

55 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

. 200 ul 96-100’liik etanol eklendi ve 5 saniye vorteks yapildi.
. Karigim filtreli tiipe alindi.

12000 rpm’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.

. Filtreli kisim baska bir tiipe alind.

500 pl yikama tamponu 1(Wash buffer 1) eklendi.

12000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi.

Filtreli kisim bagska bir tlipe alind1.

500 pl yikama tamponu 2 (Wash buffer 2) eklendi.

Oda sicakliginda maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi.

Filtreli kisim 1.5 mI’lik ependorf tiipe alindi.

100 pl genomik elution buffer eklendi.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildi.

Maksimum hizda oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Filtre ¢ikarilarak
atildi ve elde edilen DNA c¢alisma giiniine kadar -20 “C’de sakland.

3.5.3. Elde edilen DNA’nin konsantrasyon ve kalitesinin tayini

Parafine gomiilii dokulardan elde edilen DNA’larin konsantrasyonu ve kalitesinin tayini

spektrofotometre ile dl¢iildii. Ilk olarak spektrofotometre kiivetine 100 pl saf su koyuldu

ve cihazda okutuldu. Daha sonra yeni bir kiivete 2ul DNA 6rnegi tizerine de 98 pl saf

su koyuldu ve cihazda okutuldu. DNA’nin 260 ve 280 nm dalga boyundaki degerleri,

saflik derecesi (A260/A280) ve konsantrasyonu cihazdan okundu.
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DNA’nin yeterince saf kabul edildigi A260/A280 degeri yaklasik 1.8°dir. Eger ortamda
protein ve fenol varsa bu oran daha da diisecektir. A260/A280 oran1 2’den biiylik ise

ortamda RNA varligindan soz edilir.

3.5.4. Survivin gen polimorfizmlerinin tespit edilmesi

Survivin ile ilgili gen bolgelerinin c¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid
dizileri asagidaki tabloda gosterilmistir. Bu primerler uluslar arasi yayinlarda

dogrulanmis primer dizileridir 4

Tablo 3.1. Survivin gen polimorfizmlerinin tespiti igin kullanilan primerler

Genler Pozisyon ve baz degisimi Primerler

-1547A/G (rs3764383) Tleri primer: 5>-GCCCGATGCATTTAAATAAAGA-3’
Geri primer: 5’-GCAGAGAGTGAATGTTAAAGTTAA-3’

-625C/G (rs8073069)
Ileri primer: 5’-TGTTCATTTGTCCTTCATGCGC-3’

Geri primer: 5>-CCAGCCTAGGCAACAAGAGCAA-3’

-241CIT (rs17878467)

SURVIVIN

fleri primer: 5’>-GATTACAGGCGTGAGCCACT-3’
Geri primer: 5’-GTGTGCCGGGAGTTGTAGTC-3’

-31G/C (rs9904341)
Ileri primer: 5°-CGTTCTTTGAAAGCAGTCGAG-3’

Geri primer: 5’>-TGTAGAGATGCGGTGGTCCT-3’

3.5.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’da Kullamilan Kimyasal Maddeler ve
PZR’1n Hazirlanisi

e DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas EP0402)

PZR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 unite olacak sekilde 25 pl lik PZR

reaksiyonuna eklendi.
e dNTP’ler (4x25 umol) (Fermentas RO181)

100 mM’lik dNTP’lerden (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 10’ar ul alinip (toplam 40 pl)
500 ul’lik tiipe kondu. Uzerine 460 pl distile su eklenerek 500 pl 2 mM’lik dNTP
karisimi hazirlandi ve -20 °C’de saklandi. PZR reaksiyonuda bu stoktan alinan dNTP

karigimi1 kullanildi.

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde asagidaki bilesenler sirasi ile steril

ependorfa konuldu.
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-3 ul 10X PZR tamponu

- 1,2 ul MgCl; (25 mM)

-3 ul ANTP, (2 mM)

- 1 ul 10 pmol ileri primer

- 1 pul 10 pmol geri primer

- 12,8 ul dH,0

- 0,5 ul DNA Taq Polimeraz enzimi (5 U/ ul)
- 2 ul genomik DNA (150-200 ng)

Taq polimeraz eklendikten sonra vakit kaybetmeden tiip icine konan bilesenlerin iyice
karigsmasi i¢in pipetleme islemi yapildi. Daha sonra 6rnek sayisi kadar 0.2 ml’lik tiiplere
PZR karigimindan 23 pl dagitildi. Her tiipe 2 pl DNA eklenerek pipetleme islemi
yeniden yapildi. PZR cihazina 6rnekler yerlestirildi ve PZR islemi baslatildi.

3.5.6. PZR kosullar

Survivin -31 G/C gen polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler

icin annealing derecesi optimize edilerek 66 °C sicaklik kullamldi * (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Survivin -31 G/C polimorfizmi i¢in PZR kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicakhik Siire Dongii Sayisi
O
IIk Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye
Baglanma (Annealing) 66 45 saniye 3
Uzama (Extension) 72 1 dakika
Son Uzama 72 10 dakika 1
Sogutma 4 - R
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Survivin -241 C/T ve -625 C/G gen polimorfizmlerini tespit etmek i¢in kullanilan ileri

ve geri primerler i¢in annealing derecesi optimize edilerek 61 °C sicaklik kullanildi =t
(Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Survivin -241 C/T ve -625 C/G polimorfizmleri igin PZR kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicakhik Siire Dongii Sayis1
‘O
IIk Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye
Baglanma (Annealing) 61 45 saniye 3
Uzama (Extension) 72 1 dakika
Son Uzama 72 10 dakika 1
Sogutma 4 - R

Survivin -1547 A/Ggen polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri
primerler i¢in annealing derecesi optimize edilerek 52 °C sicaklik kullamldi # (Tablo
3.5).

Tablo 3.4. Survivin -1547 A/G polimorfizmi i¢in PZR kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicakhik Siire Dongii Sayis1
O
ilk Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye
Baglanma (Annealing) 52 45 saniye 35
Uzama (Extension) 72 1 dakika
Son Uzama 72 10 dakika 1
Sogutma 4 - -
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3.5.7. %2’lik agaroz jel hazirlanmasi

2 gr. agaroz (Sigma) tartilarak erlen icine konuldu. Uzerine son hacim 100 ml.
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklendi vemikrodalga firinda kaynatma yolu ile

¢Ozilindiirtildi.
Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiiglinde ¢oziinmiis agaroz jel

icine 2,5 ul etidyum bromiir (10mg/ml) eklendi.

Yiikleme kuycuklarmin olusmasi i¢in jel yatagina tarak yerlestirildi ve
hazirlanan jel yavasca hava kabarcig1 olugsmayacak sekilde jel yatagina dokiildii.

Jel donmaya birakildi.

Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel 6rnek yiliklenmesi igin hazir

duruma geldi.

3.5.8. PZR iiriinlerinin %2’lik jele yiiklenmesi

%2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren jel tanki i¢ine uygun
sekilde konuldu.

Agaroz jelin tizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel {izerine

eklendi.

5 pl PZR firiiniine, 1 pl yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
karigtirildi. 6 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.

Yiikleme igleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynagi (Cleaver-MP-

250N) 100 volt elektrik giiciine ayarlanarak elektroforez jel yiiriitiilmesi gerceklestirildi.

Yiiriitme islemi 30 dakika siirdii.

3.5.8.1. PZR iiriinlerinin kontrolii

Survivin ilgili gen bolgelerinin olusup olusmadigini kontrol etmek amaciyla PZR

tiiplerinden alinan 5 pl 6rnek 1 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak yukarida anlatilan

elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Yiikleme islemi sonrasinda jel UV 1s1k altinda PZR

urtnleri incelendi.
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3.5.9. Survivin gen polimorfizmlerinde enzim kesimi

3.5.9.1. Survivin -31 G/C gen polimorfizminin tespitinde kullanilan enzim ve

kimyasal maddeler

Amplifiye olan PZR iiriinleri Eco01091 (Fermentas FastDigest FD0264) enzimi ile 37
°C’de 15 dakika kesilmistir. Kesim isleminde bir 6rnek i¢cin 5 pul PZR amplifikasyon
tirtindi, 8,5 pl distile su, 1 pl 10X FastDigest green buffer ve 0.5 ul enzim kullanilmistir.

Tablo 3.5. Survivin -31 G/C polimorfizminde kullanilan enzim ve kimyasal maddeler

Malzemeler Eklenen hacim Enzim tanima bolgesi
PZR iiriinii 5l
Distile su 8,5ul
. 5..RG"GNC CY..3
10X FastDigest green buffer 1ul
3..YC CNG"GR..5
Eco0109I enzimi 0,5 pul
Toplam 15 pl

3.5.9.2. Survivin -241 C/T gen polimorfizminin tespitinde kullanilan enzim ve

kimyasal maddeler

Amplifiye olan PZR iiriinleri Haell (Fermentas FastDigest FD2184) enzimi ile 37 °C’de
5 dakika kesilmistir. Kesim igleminde bir 6rnek i¢in 5 ul PZR amplifikasyon iiriint, 8,5
ul distile su, 1 pul 10X FastDigest green buffer ve 0.5 ul enzim kullanilmstir.
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Tablo 3.6. Survivin -241 C/T gen polimorfizminin tespitinde kullanilan enzim ve kimyasal maddeler

Malzemeler Eklenen hacim Enzim tamima bélgesi
PZR iirtinti S5ul
Distile su 8,5ul
. 5.. R GCGCMNY..3
10X FastDigest green buffer lul
3..Y"CGCG R..5
Haell enzimi 0,5 ul
Toplam 15 ul

3.5.9.3. Survivin -625 C/G polimorfizminin tespitinde kullanilan enzim ve kimyasal

maddeler

Amplifiye olan PZR iiriinleri BstUI (Fermentas FastDigestFD0924) enzimi ile 37 “°C’de
5 dakika kesilmistir. Kesim igleminde bir 6rnek i¢in 5 pl PZR amplifikasyon iiriini, 8,5
ul distile su, 1 pl 10X FastDigest green buffer ve 0.5 pl enzim kullanilmastir.

Tablo 3.7. Survivin -625 C/G gen polimorfizminin tespitinde kullanilan enzim ve kimyasal maddeler

Malzemeler Eklenen hacim Enzim tamima bolgesi
PZR iiriini S5ul
Distile su 8,5ul

. 5...CG"CG...3'
10X FastDigest green buffer Tl

3...GC"GC...5'

BstUI enzimi 0,5 ul
Toplam 15 ul

3.5.9.4. Survivin -1547A/G polimorfizminin tespitinde kullanilan enzim ve

kimyasal maddeler

Amplifiye olan PZR iriinleri Hincll (Fermentas FastDigestFD0494) enzimi ile 37 °C’de
5 dakika kesilmistir. Kesim isleminde bir 6rnek i¢in 5 pl PZR amplifikasyon iiriinii, 8,5
ul distile su, 1 pl 10X FastDigest green buffer ve 0.5 pl enzim kullanilmastir.

Tablo 3.8. Survivin -1547 A/G gen polimorfizminin tespitinde kullanilan enzim ve kimyasal maddeler
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Malzemeler Eklenen hacim Enzim tanima bolgesi

PZR iirtinti S5ul
Distile su 8,5ul
. 5.GTY"RAC.3
10X FastDigest green buffer 1l
3.CARNYTG..5
Hincll enzimi 0,5 pul
Toplam 15 pl

3.5.10. Survivin gen polimorfizmlerinin degerlendirilmesi ve kontrolii
e %?2lik agaroz jel hazirlandi.

e Ilgili kesim enzimleri ile kesilen PZR iiriinlerinden 5 pl almarak %2’lik

agaroz jeldeki kuyulara yiikleme yapildi.
e Kesim tirinleri (Sigma 50 bp marker) DNA molekiiler marker ile birlikte
yiriitildi.
e Yiiriitme sonrsi jel tizerindeki bantlar, UV 1g1k altinda incelendi.
3.5.10.1. Survivin -31 G/C gen polimorfizminin degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Eco01091 enzim ile kesilen PZR fiiriinlerinden C alleline sahip
ornekler 329 bg biiyiikliigiinde tek bant verirken, homozigot G alleline sahip PZR
tirlinleri, enzim kesimi sonrasi 234 b¢ ve 92 b¢ olmak iizere iki bant vermektedir.
Heterozigot yani CG genotipine sahip mutasyonlu PZR iiriinleri ise 329, 234 ve 92 bg
olmak tizere her {i¢ band1 da igermektedir (Sekil 3.1).
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Yiiriime yoni Yiikleme kuyusu

1 - 1 [ ]
cC CG GG

329 ——
\ o2 e

92 N

Sekil 3.1. Survivin -31 G/C gen polimorfizminin sematik jel goriintiist

3.5.10.2. Survivin -241 C/T gen polimorfizminin degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Haell enzim ile kesilen PZR fiiriinlerinden T alleline sahip
ornekler 159 b biiyiikliigiinde tek bant verirken, homozigot C alleline sahip PZR
iirlinleri, enzim kesimi sonrast 95 b¢ ve 64 bc¢ olmak tlizere iki bant vermektedir.
Heterozigot yani CT genotipine sahip mutasyonlu PZR iiriinleri ise 159, 95 ve 64 bg
olmak iizere her ii¢ band1 da icermektedir (Sekil 3.2).

Yiiriime yoni Yiikleme kuyusu
I | |
TT CT CcC
15— —
v
95 .
64 .

Sekil 3.2. Survivin -241 C/T gen polimorfizminin sematik jel gorintiisii
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3.5.10.3. Survivin -625 C/G polimorfizminin degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda BstUI enzimi ile kesilen PZR iiriinlerinden C alleline sahip
ornekler 125 b¢ biyiikliiginde tek bant verirken, homozigot G alleline sahip PZR
tirlinleri, enzim kesimi sonrasi 104 b¢ ve 21 bg¢ olmak iizere iki bant vermektedir.
Heterozigot yani CG genotipine sahip mutasyonlu PZR iiriinleri ise 125, 104 ve 21 bg
olmak iizere her ii¢ bandi1 da igermektedir (Sekil 3.3).

Yiiriime yoni Yiikleme kuyusu
1 1 [ 1
CC CG GG
125 . —
104 .
v

21 N

Sekil 3.3. Survivin -625 C/G gen polimorfizminin sematik jel goriintiisi

3.5.10.4. Survivin -1547 A/G polimorfizminin degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Hincll enzim ile kesilen PZR iiriinlerinden A alleline sahip
ornekler 118 be¢ biyiikliiginde tek bant verirken, homozigot G alleline sahip PZR
triinleri, enzim kesimi sonrast 96 b¢ ve 22 b¢ olmak iizere iki bant vermektedir.
Heterozigot yani AG genotipine sahip mutasyonlu PZR firiinleri ise 118, 96 ve 22 bg
olmak tizere her {i¢ bandi1 da igermektedir (Sekil 3.4).
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Yiirlime yont Yiikleme kuyusu

1 - 1 [ ]
AA AG GG

15— —
% . e

22 N

Sekil 3.4. Survivin -1547 A/G gen polimorfizminin sematik jel gorintiisii

3.6. istatistiksel Analizler

Calisma ve kontrol grubu arasinda sayisal degiskenlerin (yas) ortalamalarinin
karsilastirilmasinda Student’s t-testi, kategorik degiskenlerin (cinsiyet, alkol ve sigara
kullanim1 gibi) frekanslar: yoniinden farkliliklarin karsilastiriimasinda Ki-Kare (y2) testi
kullanildi. Calisma ve kontrol grubu arasinda Survivin -31 G/C, -241 C/T, -625 C/G ve
-1547 A/G mutasyonlarinin frekanslart yoniinden farkliliklar Ki-kare testi ile kontrol
edildi. Tim degiskenlerin birlikte iliskisi Lojistik regresyon analizi ile kontrol edildi. P
degerinin 0.05’ten kiigiik olmas1 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir. Biitiin
istatistiksel yontemler, “SPSS (Statistical Packages of Social Sciences, SPSS for Windows,
Version 15,0 Chicago, IC, USA)” istatistiksel paket programi kullanilarak yapild.

35



4. BULGULAR

4.1. Calisma ve Kontrol Grubu Bireylerinin Genel Bilgileri

Bu ¢alismada her bir polimorfizm i¢in ¢alisma grubundaki birey ve birey sayisi
degiskenlik gostermektedir. Kontrol grubunda ise herhangi bir kanser tanis1 olmayan
45 saglikl birey dahil edildi.

Hasta bireylere ait yas, cinsiyet, sigara kullanimi, alkol kullanimi, aile hikayesi,
tiimor derecesi, timor tipi bilgileri hasta dosyalari ve patoloji raporlarindan elde
edildi. Kontrol grubundaki bireylerin yas, cinsiyet, sigara kullanimi, alkol kullanimi

bilgileri ise yine dosyalardan elde edildi.

Survivin -31 G/C polimorfizmini incelemek i¢in kolon kanseri tanist konulmus 25-89
yas araliginda 59 birey calisma grubuna dahil edildi. Bireylerin yas ortalamasi
65,94+13,08 olarak bulundu. Kontrol grubuna ise 31-82 yas araliginda 45 birey dahil
edildi. Kontrol grubundaki bireylerin yas ortalamasinin 52,54+11,65 olarak bulundu
(Tablo 4.1). Bireylerin 25 (%42.4)’inin bayan, 34 (%57.6)’linlin erkek oldugu tespit
edildi. Kontrol grubundaki bireylerin ise 25 (%55.6)’ii bayan, 20 (%44.6)’1 erkekti.
Calisma grubundaki bireyler sigara kullanimi agisindan degerlendirildiginde 43
(%81.1)’linlin sigara kullanmadig1, 10 (%18.9)’unun sigara kullandig1 tespit edildi.
Kontrol grubundaki bireylerin ise 30 (%81.1)’unun sigara kullanmadigi, 7
(%18.9)’sinin ise sigara kullandig1 tespit edildi. Calisma grubundaki bireylerin 47
(%87.7)’sinin alkol kullanmadigi, 6 (%11.3)’sinin alkol kullandig: tespit edilirken
kontrol grubundaki bireylerin 36 (%97.3)’sinin alkol kullanmadigi, 1 (%2.7)’inin ise
alkol kullandig tespit edildi (Tablo 4.2).

Histopatolojik  Ozelliklerden  tiimoriin ~ histopatolojik  tiiri  acisindan
degerlendirildiginde; adenokarsinomlu 49 (%89.1), karsinomlu 3 (%S5.5), tash
yiiziik hiicreli karsinomlu 1 (%1.8), adenomlu 2 (%3.6) birey oldugu tespit edildi.
Tiimdr derecesi agisindan degerlendirildiginde ise diisiik dereceli tlimorii olan 3
(%6.3), orta dereceli tiimorii olan 31 (%64.6), yiiksek dereceli tiimorii olan 14
(%29.2) birey oldugu tespit edildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.1. Survivin -31 G/C polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin yas 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=45) Hasta (n=59) Tek Lojistik
degiskenli regresyon
analizler
Ort+SD Min-Max Ort+SD Min-Max P OR P
Yas 52,70+11,80 31-82 65,94+13,08 25-89 0.0001 1.08 0.0001

Tablo 4.2. Survivin -31 G/C polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin histopatolojik ve

demografik 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=45) Hasta (n=59) Tek Lojistik regresyon
degiskenli
analizler
Sayi | % Sayi | % P OR P
Cinsiyet | K 24 53.3 25 42.4 0.267 0.34 0.111
E( referans) 21 46.7 34 57.6 1.00
Tiimor | Diisiik -- -- 3 6.3 - ---
Derecesi | Orta -- -- 31 29.2
Yiiksek -- -- 14 14 - ---
Tiimér | Adenokarsinom -- -- 49 89.1
tipi Karsinom -- -- 3 55 - --
Tasliytiziik == == 1 1.8 == —
Adenom -- -- 2 3.6
Aile Yok - - 41 77.4 --- ---
hikayesi | Var -- -- 12 22.6
Sigara | Yok (referans) 30 81.1 43 81.1 0.995 1.00
Var 7 18.9 10 18.9 0.42 0.31
Alkol Yok 36 97.3 47 88.7 0.133 0.74 0.04
Var(referans) 1 2.7 6 11.3 1.00 -

Survivin -241 C/T igin kolon kanseri tanis1 konulmus 25-89 yas araliginda 68 birey
caligma grubuna dahil edildi. Bireylerin yas ortalamasi 66.07+12.96 olarak tespit
edildi. Kontrol grubunu olusturan bireyler aynidir (Tablo 4.3). Caligma grubunu
olusturan bireylerin 27 (%40.3)’sinin bayan, 40 (%59.7)’min ise erkek oldugu tespit
edildi. Calisma grubunu olusturan Dbireyler sigara kullanimi ag¢isindan
degerlendirildiginde 47 (%79.7) bireyin sigara kullanmadigi, 12 (%20.3) bireyin ise
sigara kullandig1 tespit edildi. Calisma grubundaki bireylerin 53 (%89.8) {iniin alkol
kullanmadigi, 6 (%10.2)’smin ise alkol kullandig1 belirlendi.

Histopatolojik ~ o6zelliklerden  tiimoriin ~ histopatolojik  tiiri  agisindan
degerlendirildiginde; adenokarsinomlu 55 (%88.7), karsinomlu 3 (%4.8), tash
yiiziik hiicreli karsinomlu 2 (%3.2), adenomlu 2 (%3.2) birey oldugu tespit edildi.

Tiimor derecesi agisindan degerlendirildiginde ise diisiik dereceli tiimoérii olan 3
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(%5.9), orta dereceli tiimorii olan 35 (%68.6), yliksek dereceli tiimorii olan 13
(%25.5) birey oldugu tespit edildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.3. Survivin -241 C/T polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin yas 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=45) Hasta (n=68) Tek Lojistik
degiskenli regresyon
analizler
Ort+SD Min-Max Ort+SD Min-Max P OR P
Yas 52,54+11,65 31-82 66.07+12.96 25-89 0.0001 1.09 | 0.0001

Tablo 4.4. Survivin -241 C/T polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin histopatolojik ve

demografik 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=45) Hasta (n=68) Tek Lojistik
degiskenli regresyon
analizler

Sayi | % Say1 % P OR P

Cinsiyet | K 25 55.6 27 40.3 0.112 0.43 0.20
E( referans) 20 44.4 40 59.7 1.00 ---

Tiimor | Disiik - - 3 5.9 --- ---
Derecesi | Orta - - 35 68.6
Yiiksek -- -- 13 255

Tiimor | Adenokarsinom -- -- 55 88.7
tipi Karsinom -- -- 3 4.8
Taghyiiziik -- -- 2 3.2
Adenom -- -- 2 3.2 --- ---

Aile Yok - - 45 76.3 --- ---
hikayesi | Var -- -- 14 23.7
Sigara | Yok (referans) 30 81.1 47 79.7 0.865 1.00
Var 7 18.9 12 20.3 0.58 0.49

Alkol Yok 36 97.3 53 89.8 0.171 0.43 | 0.51
Var(referans) 1 2.7 6 10.2 1.00 -

Survivin -625 C/G igin kolon kanseri tanist konulmus 25-89 yas araliginda 66 birey
calisma grubuna dahil edildi. Bireylerin yas ortalamasi 65,82+12,99 olarak tespit
edildi. Kontrol grubunu olusturan bireyler aynidir (Tablo 4.5). Calisma grubunu
olusturan bireylerin 26 (%39.4)’sinin bayan, 40 (%60.6)’min ise erkek oldugu tespit
edildi. Calisma grubunu olusturan bireyler sigara kullanimi agisindan
degerlendirildiginde 49 (%81.7) bireyin sigara kullanmadigi, 11 (%18.3) bireyin ise
sigara kullandig1 tespit edildi. Caligma grubundaki bireylerin 54 (%90)’iiniin alkol
kullanmadigi, 6 (%10)’sinin ise alkol kullandig1 belirlendi.

Histopatolojik ~ Ozelliklerden  tiimdriin ~ histopatolojik  tiirii  acisindan
degerlendirildiginde; adenokarsinomlu 54 (%88.5), karsinomlu 3 (%4.9), tash
yiiziik hiicreli karsinomlu 2 (%3.3), adenomlu 2 (%3.3) birey oldugu tespit edildi.
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Tiimor derecesi agisindan degerlendirildiginde ise diisiik dereceli tiimorii olan 2
(%3.9), orta dereceli timorii olan 35 (%68.6), yiiksek dereceli timorii olan 14
(%27.5) birey oldugu tespit edildi (Tablo 4.6).

Tablo 4.5. Survivin -625 C/G polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin yas 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=45) Hasta (n=66) Tek Lojistik
degiskenli regresyon
analizler
Ort+SD Min-Max Ort+SD Min-Max P OR P
Yas 52,46+11,62 31-82 65,82+12,99 25-89 0.0001 1.08 | 0.0001

Tablo 4.6. Survivin -625 C/G polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin histopatolojik ve

demografik 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=45) Hasta (n=66) Tek degiskenli Lojistik

analizler regresyon

Say1 % Say1 % P OR P

Cinsiyet | K 25 55.6 26 39.4 0.093 0.43 0.22

E( referans) 20 44.4 40 60.6 1.00

Tiimér | Disik -- -- 2 3.9

Derecesi | Orta -- -- 35 68.6

Yiiksek -- -- 14 275

Tiimér | Adenokarsino -- -- 54 88.5
tipi m

Karsinom -- -- 3 4.9 --- ---

Taghyiiziik -- -- 2 3.3

Adenom -- -- 2 3.3

Aile Yok -- -- 45 76.3

hikayesi | Vvar -- -- 14 23.7

Sigara Yok 30 81.1 49 81.7 0.943 2.84 0.18

Var(referans) 7 18.9 11 18.3 1.00 ---

Alkol Yok 36 97.3 54 90 0.177 0.31 0.32

Var(referans) 1 2.7 6 10 1.00 -

Survivin -1547 A/G polimorfizmini incelemek i¢in kolon kanseri tanist konulmus
25-89 yas araliginda 60 birey ¢aligma grubuna dahil edildi. Bireylerin yas ortalamasi
65,03+13.15 olarak bulundu. Kontrol grubuna ise 31-82 yas araliginda 32 birey
dahil edildi. Kontrol grubundaki bireylerin yas ortalamasinin 53.34+11.89 olarak
bulundu (Tablo 4.7). Bireylerin 23 (%38.3)’linlin bayan, 37 (%61.7)’sinin erkek
oldugu tespit edildi. Kontrol grubundaki bireylerin ise 17 (%53.1)’i bayan, 15
(%46.9)’1
degerlendirildiginde 33 (%82.5)’liniin sigara kullanmadigi, 7 (%17.5)’sinin sigara

erkekti. Calisma grubundaki bireyler sigara kullanimi agisindan

kullandig1 tespit edildi. Kontrol grubundaki bireylerin ise 19 (%76)’unun sigara
kullanmadigi, 6 (%24)’sinin ise sigara kullanmadigi tespit edildi. Caligma
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grubundaki bireylerin 38 (%95)’ inin alkol kullanmadigi, 2 (%5)’sinin alkol
kullandig1 tespit edilirken kontrol grubundaki bireylerin 25 (%96)’inin alkol
kullanmadigi, 1 (%4)’inin ise alkol kullandigi tespit edildi (Tablo 4.8).

Histopatolojik  6zelliklerden  tiimoriin ~ histopatolojik  tiirli  agisindan
degerlendirildiginde; adenokarsinomlu 47 (%85.5), karsinomlu 4 (%7.3), tash
yiiziik hiicreli karsinomlu 2 (%3.6), adenomlu 2 (%3.6) birey oldugu tespit edildi.
Tiimor derecesi agisindan degerlendirildiginde ise diisiik dereceli tiimorii olan 6
(%12.5), orta dereceli tiimorii olan 31 (%64.6), yiikksek dereceli tiimorii olan 11
(%22.9) birey oldugu tespit edildi (Tablo 4.8).

Tablo 4.7. Survivin -1547 A/G polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin yas 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=45) Hasta (n=59) Tek Lojistik
degiskenli regresyon
analizler
Ort+SD Min-Max Ort+SD Min-Max P OR P
Yas 53.34+11.89 31-82 65,03+£13.15 25-89 0.0001 1.08 0.004

Tablo 4.8. Survivin -1547 A/G polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin histopatolojik ve

demografik 6zellikleri

Ozellikler Kontrol Hasta (n=66) Tek degiskenli Lojistik
(n=45) analizler regresyon
Say1 % Say1 % P OR P
Cinsiyet | K 17 53.1 23 38.3 2.00 0.311
E( referans) 15 46.9 37 61.7 1.00
Timor | Disiik -- -- 6 125
Derecesi | Orta -- -- 31 64.6
Yiiksek -- -- 11 22.9
Timor | Adenokarsinom -- -- 47 85.5
tipi Karsinom -- -- 4 7.3 - -
Tasliytiziik -- -- 2 3.6 --- ---
Adenom -- -- 2 3.6 --—- ---
Aile Yok -- -- 32 80
hikayesi | Var -- -- 8 20
Sigara Yok 19 76 33 82.5 1.00
Var(referans) 6 24 7 175 0.46 0.36
Alkol Yok 24 96 38 95
Var(referans) 1 4 2 5

4.2. Survivin Gen Polimorfizmlerinin PZR ve Enzim Kesimi Sonuc¢lari

Survivin -31 G/C polimorfizmini belirlemek igin uygun primerler kullanilarak 329
bc’lik DNA bolgesi PZR yontemi ile ¢ogaltildi (Resim 4.1). Cogaltilan bu DNA

bolgesi Eco0109I restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edildi. Elde edilen
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enzim kesim iriinlerini belirlemek icin %?2’lik agaroz jelde yliriitildi. PZR
tirtinlerinin Ec001091 restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamelesi sonrasi bu
polimorfizmi heterozigot tasiyan bireylerde (GC) 329, 234, 92 olmak {izere 3 bant
goriilirken homozigot C alleli tasiyan bireylerde ise 329 bant biiytikliigi gorildi.
Homozigot G alleli tasiyan bireylerde 234 ve 92 olmak flizere iki bant gézlendi
(Resim 4.2).

350 be
329 be
300 be
250 be
200 be
150 be
100 be
50 be

Resim 4.1. Survivin -31 G/C polimorfizmini PZR {iriinlerinin agaroz jel gériintiisii

350 bg
329b¢

300 be
250 be

234 be

200 be
150 be

100 be
92 bg

50 be
Resim 4.2. Survivin -31 G/C polimorfizmini kesim tirtinlerinin agaroz jel goriintiisii

Calisma grubunu olusturan bireylerin 16 (%26.7)’sinin homozigot G alleli, 35
(%58.3)’inin GC alleli, 9 (%]15)’unun ise homozigot C alleli tasidig1 tespit edildi.
Kontrol grubunu olusturan bireylerin 25 (%55.6)’inin homozigot G alleli, 16
(%35.6)’s1min GC alleli, 4 (%8.9)’linilin ise homozigot C alleli tagidig1 tespit edildi.
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Yaptigimiz istatistiksel analizler sonucu c¢aligma ve kontrol grubundaki bireylerin
genotip dagilimlart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi
(p<0.05). Homozigot C alleli tasiyan bireylerde kolon kanserine yakalanma riskinin
onemli derecede fazla oldugu bulundu (OR=13.4). Ayn1 zamanda heterozigot GC
genotipine sahip bireylerde de hastaliga yakalanma riskinin homozigot G alleli
tagityanlara gore daha yiiksek oldugu bulundu (OR=5.39). C alleli tasiyiciliginin
kolon kanserine yakalanma riskini 6nemli derecede arttirdigr gézlendi. Sonuglar

tablo 4.7°de gosterildi.

Tablo 4.7. Survivin -31 G/C polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin genotip dagilimlari

Genotip Kontrol (n=45) Hasta Tek degiskenli Lojistik
(n=59) analizler regresyon
Say1 % Say1 % P OR P
GG (referans) 25 55.6 16 26.7 0.011 1.00
CG 16 35.6 35 | 58.3 5.39 0.006
CcC 4 8.9 9 15 13.40 0.01

Survivin -241 C/T polimorfizmini belirlemek i¢in uygun primerler kullanilarak 159
b¢’lik DNA bolgesi PZR yontemi ile ¢ogaltildi (Resim 4.3). Cogaltilan bu DNA
bolgesi Haell restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edildi. Elde edilen
enzim kesim iriinlerini belirlemek icin %?2’lik agaroz jelde ylritiildi. PZR
riinlerinin Haell restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamelesi sonrast bu
polimorfizmi heterozigot tasiyan bireylerde (CT) 159, 95, 64 olmak iizere 3 bant
gortliirken homozigot T alleli tasiyan bireylerde ise 159 bant biiyiikliigii goriildii.
Homozigot C alleli tagiyan bireyler 95 ve 64 olmak iizere iki bant gozlendi (Resim
4.4).
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200 bg
159 be

150 be

100 be
50 bg

Resim 4.3. Survivin -241 C/T polimorfizminin PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

200 be
159 be
150 b¢
100 bg

95 be
64 be

Resim 4.4. Survivin -241 C/T polimorfizmini kesim iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii 50 be

Calisma grubunu olusturan bireylerin 8 (%11.8)’inin homozigot T alleli, 39
(%57.4)’unun CT alleli, 21 (%30.9)’inin ise homozigot C alleli tasidig: tespit edildi.
Kontrol grubunu olusturan bireylerin 3 (%6.7)’linlin homozigot T alleli, 7
(%15.6)’sinin CT alleli, 35 (%77.8)’inin ise homozigot C alleli tasidig: tespit edildi.
Yaptigimiz istatistiksel analizler sonucu caligma ve kontrol grubundaki bireylerin
genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi
(p<0.05). Heterozigot CT genotipine sahip bireylerin kolon kanserine yakalanma
riskinin daha yiiksek oldugu bulundu (OR=12.0, p=0.0001). Sonuglar tablo 4.8’de
gosterildi.
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Tablo 4.8. Survivin -241 C/T polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin genotip dagilimlar

Genotip Kontrol (n=45) Hasta (n=68) Tek Lojistik
degiskenli regresyon
analizler
Say1 % Say1 % P OR P
TT 3 6.7 8 11.8 0.0001 2.04 0.44
CT 7 15.6 39 57.4 12.00 | 0.0001
CC(referans) 35 77.8 21 30.9 1.00

Survivin -625 C/G polimorfizmini belirlemek i¢in uygun primerler kullanilarak 125
b¢’lik DNA boélgesi PZR yontemi ile ¢ogaltildi (Resim 4.5). Cogaltilan bu DNA
bolgesi BstUI restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edildi. Elde edilen
enzim kesim iriinlerini belirlemek icin %2’lik agaroz jelde ydritildi. PZR
triinlerinin BstUl restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamelesi sonrast bu
polimorfizmi heterozigot tasiyan bireylerde (CG) 125, 104, 21 olmak {izere 3 bant
goriiliirken homozigot C alleli tasiyan bireylerde ise 159 bant biyiikligi goriildii.
Homozigot G alleli tagiyan bireyler 104 ve 21 olmak iizere iki bant gozlendi (Resim
4.6).

150 bg

125b(} e - e

100 bg
50 be

Resim 4.5. Survivin -625 C/G polimorfizminin PZR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii



150 be
125 bg
104 be
100 be
50 bg

Resim 4.6. Survivin -625 C/G polimorfizminin kesim iiriinlerinin agaroz jel gortntiisii

Calisma grubunu olusturan bireylerin 38 (%56.7)’inin homozigot G alleli, 29
(%43.3)’unun CG alleli, 0 (%0)’mnin ise homozigot C alleli tasidigi tespit edildi.
Kontrol grubunu olusturan bireylerin 13 (%28.9)’linlin homozigot G alleli, 18
(%40)’inin CG alleli, 14 (%31.1)’linlin ise homozigot C alleli tasidig: tespit edildi.
Yaptigimiz istatistiksel analizler sonucu c¢aligma ve kontrol grubundaki bireylerin
genotip dagilimlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlendi

(p<0.05). Sonuglar tablo 4.9’de gosterildi.

Tablo 4.9. Survivin -625 C/G polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin genotip dagilimlar:

Genotip Kontrol (n=45) Hasta (n=66) Tek Lojistik
degiskenli regresyon
analizler
Say1 % Say1 % P OR P
GG (referans) 13 28.9 38 56.7 0.0001 1.00
CG 18 40 29 43.3 0.000 | 0.998
CcC 14 31.1 0 0 0.80 0.68

Survivin -1547 A/G polimorfizmini belirlemek i¢in uygun primerler kullanilarak
118b¢’lik DNA bolgesi PZR yontemi ile ¢ogaltildi (Resim 4.7). Cogaltilan bu DNA
bolgesi Hincll restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edildi. Elde edilen
enzim kesim {irlinlerini belirlemek icin %3’liikk agaroz jelde yiiriitildi. PZR
tirtinlerinin  Hincll restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamelesi sonrasi bu
polimorfizmi heterozigot tasiyan bireylerde (AG) 118, 96, 22 olmak iizere 3 bant
goriilirken homozigot A alleli tasiyan bireylerde ise 118 bant biiyiikliigii goriildii.
Homozigot G alleli tagiyan bireyler 96 ve 22 olmak iizere iki bant gézlendi (Resim
4.8).
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VIR £

150 bg

11R he
100 be
96 be
50 be

Resim 4.8. Survivin -1547 A/G polimorfizminin kesim iiriinlerinin agaroz jel gorintiisii

Calisma grubunu olusturan bireylerin 27 (%45)’sinin homozigot A alleli, 27
(%45)’sinin AG alleli, 6 (%10)’sinin ise homozigot G alleli tagidigi tespit edildi.
Kontrol grubunu olusturan bireylerin 23 (%71.9)’tiniin homozigot A alleli, 9
(%28.1)’ununn AG alleli, 0 (%0)’min ise homozigot G alleli tasidigi tespit edildi.
Cinsiyet ve sigara hastalik olusumunda etkili bulunmadigi i¢in model dis1 birakildi ve
yeniden model insaa edildi. Bu model gergekte saglikli olan 32 kisinin 21 (%65.6
spesifite)’ ini saglikli olarak tahmin ediyor. Yine gercekte 60 hastanin 53 (%88.3
sensitiviye)’ tinii hasta gordii. Bu sayilar modelin basar 6l¢iisiinii gostermektedir (Tablo
4.10.).
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Tablo 4.10. Yeni olusturulan modelin dogruluk derecesini gosteren tablo (Siniflandirma tablosu)

GOZLENEN
STEP 1 GRUPLAR
TOPLAM YUZDE

KONTROL

HASTA

TAHMIN
GRUPLAR
KONTROL|HASTA
21 11
7 53

DOGRULUK

YUZDESI

65.6
88.3
80.4

a. Kesim degeri.500

Yas arttikca hastalik riskinin 1.074 kat arttig1 belirlenmistir (p=0.001). Son modele gore
AG genotipi AA ya gore 3.383 kat daha fazla hastalik riski tasimaktadir (p=0.026).

Ayrica GG genotipine sahip olanlarda da hastalik riski anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p<0.05). Kontrol bireylerinde hi¢ GG genotipine rastlanmadigi i¢in OR

degeri lojistik regresyon modeli ile hesaplanamamis ancak elle yapilan hesaplamada bu

riskin yaklagik olarak en az 5 kat arttig1 yoniinde bir sonug elde edilmistir (p<0.05)

(Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Survivin -1547 A/G polimorfizmini agisindan degerlendirilen bireylerin genotip

dagilimlari
Genotip Kontrol (n=45) Hasta (n=66) Tek Lojistik
degiskenli regresyon
analizler

Say1 % Say1 % P OR P
AA (referans) 23 71.9 27 45 0.009 1.00
AG 9 28.1 27 45 3.383 | 0.026
GG 0 0 6 10
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5. TARTISMA VE SONUC

Kolon kanseri ekonomik agidan gelismis olan toplumlarda sik rastlanan bir kanser
tiriidiir. Kolon kanserinde vakalarin %5-10’luk kismi kalitsal, geri kalan kismi

sporadik olarak olusur 8

Kolon kanserlerinin sebebi ve olusum mekanizmasi ¢evresel ve genetik faktorlerle
iliskilidir. Ozellikle diyete baglidir. Kolon kanseri ile et tiiketimi ve hayvansal yag

alimi arasinda yakin iligki vardir.

Apoptozis, niikleoproteinlerin yikima ugratildigt ve ardindan hiicrenin parcalara
ayrildigi  aktif bir enzimatik siiregtir 18 Yapilan c¢alismalarda ozellesmis
mikromekanizmalarmn, sinyal yolaklarinin, gen aileleri kaskadlarinin igerildigi
genetik bir program oldugu anlasilmistir I IAP’ler apoptozisi bircok proteini
baglayabilen ¢ok yonlii protein-protein etkilesim domaini olan BIR domainleri ile

inhibe eden protein ailesidir .

Survivin, IAP ailesinin en kiiciik iiyesidir. In vivo ve in vitro ¢aligmalar, survivinin
hiicre dliimiinii 6zellikle apoptozisi inhibe ettigini gdstermistir. In vitro, survivinin
IL-3 ¢ekilmesi, FAS stimiilasyonu, TRAIL, BAX, p53, kaspaz-3,-7 ve -8 in over
ekspresyonunu iceren apoptozisin intrinsik ve ekstrinsik arabuluculariin etkisini

yok ettigi bulunmustur 1

Han ve arkadaslar1 survivin -31 G/C, -241 C/T, -625 C/G, -644 C/T ve -1547 A/G
polimorfizmlerinin ovaryum kanseri iizerine etkisini incelemislerdir. Calismalar
sonucunda -31 G/C polimorfizminde homozigot C alleli tasiyiciliginin ovaryum kanseri
ile iligkili olabilecegini bulmuslardir (p=0.058). -241 C/T (p=0.43),-625 C/G (p=0.63)
ve -644 C/T (p=0.90) polimorfizmleri ile ovaryum kanseri arasinda anlamli bir iligki
bulamamiglardir. -1547 A/G polimorfizminde ise homozigot G alleli tastyiciliginin

ovaryum kanseri ile iligkili olabilecegini bulmugslardir (p=0.001) 4

Li ve arkadaglar1 survivin -625 C/G ve -31 G/C polimorfizmlerinin hepatoselliiler
karsinoma iizerine etkisini incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda istatistiksel olarak

anlaml bir sonug elde edememisleridir 2.
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Jaiswal ve arkadagslar1 survivin -31 G/C, -1547 /G ve -241 C/T polimorfizmlerinin
mesane kanseri {izerine etkisini incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda -31 G/C
polimorfizminde homozigot C alleli tasiyiciliginin mesane kanseri riskini 2.6 kat
arttirdigini bulmuslardir. 1547 A/G polimorfizminin mesane kanseri ile iliskili oldugunu
gostermislerdir (p=0.047). -241 C/T polimorfizminde ise heterozigot allel tasiyiciliginin
mesane kanseri ile iligkili oldugunu bulmuslardir (p=0.035) .

Wang ve arkadaslar1 survivin -31 C/G polimorfizminin {iiretelyal kanser iizerine
iliskisini  incelemislerdir. =~ Calismalar1  sonucunda  homozigot C  alleli
tagtyrciliginin(OR=4.0) ve heterozigot CG alleli tasiyiciliginin (p=2.8) iiretelyal kanser
riskini dnemli derecede arttirdigin1 bulmuslardir. Sigara kullaniminin iiretelyal kansere

yakalanma riskini 3.8 kat arttirdigini gostermislerdir 2,

Kawata ve arkadaglari survivin -31 C/G polimorfizminin mesane kanseri lizerine
etkisini arastirmiglardir. Calismalari sonucunda homozigot C alleli tasiyiciliginin

mesane kanseri riskini 6nemli 6lgiide arttirdigini bulmuslardir (p=0.001, OR=1.85) 2,

Ma ve arkadaslar1 survivin -31 C/G polimorfizminin nazofaringal karsinoma iizerine
etkisini incelemislerdir. Yaptiklart bu ¢alisma sonucunda homozigot C alleli
tastyiciliginin nazofaringal karsinoma riskini 6nemli derecede arttirdigini bulmuslardir

(OR=1.40) =,

Srivastava ve arkadaslar1 survivin -31 G/C polimorfizminin kanser {izerine etkisini
incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda -31G alleli tasiyiciligr ile karsilastirildiginda -
31C alleli tasiyiciligmin kanser riskini 1.27 kat arttirdigini bulmuslardir. -31 C/G
polimorfizminin o6zellikle Asya populasyonunda kanser riski ile iligkili oldugunu

gostermislerdir 4

Dai ve arkadaslarn survivin -31 G/C, -625 C/G, rs4789551 ve rs1042489
polimorfizmlerinin kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde sagkalim ile iliskisini
incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda lojistik regresyon analizi ile istatistiksel olarak
anlaml bir fark elde edememislerdir. Fakat Cox Hazard proporsiyon modeli ile -1547
A/G polimorfizminde G alleli tasiyiciiginin  (AG/GG) (p=0.043), -625 C/G
polimorfizminde ise GG alleli tagtyiciliginin (p=0.008) kiiciik hiicreli olmayan akciger

kanserinde sagkalim ile iliskili oldugunu bulmuslardir =

Qin ve arkadaglar1 survivin -31 C/G polimorfizminin renal hiicreli karsinom iizerine

etkisini incelemislerdir. Calismalarinin sonucunda G alleli tasiyiciliginin (CG, GG)
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renal hiicre kanseri riskini Onemli derecede arttirdigini bulmuslardir (p=0.006,

OR=1.38) .

Borges ve arkadaslar1 survivin geninin mide kanseri iizerine etkisini incelemislerdir.
Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda G alleli tasiyiciliginin mide kanseri rsikini arttirdigini

bulmuslardir (OR=2.22) ',

Andric ve arkadaslar1 keratosistik odontojenik tiimor gelisimi {izerine survivin -31 C/G
polimorfizminin etkisini incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda GG alleli tagiyiciliginin

tiimor gelisiminde risk tasiyabilecegini sdylemislerdir =

Yazdani ve arkadaslart survivin -31 G/C polimorfizminin papiller tiroid kanseri ile
iligkisini incelemiglerdir. Calismalarinin sonucunda GC ve CC genotipine sahip
bireylerin kontrollere gore tiroid kanserine yakalanma riskinin daha yiiksek oldugunu

bulmuslardir (p=0.02, OR=1.7) 9,

Bayram ve arkadaglar1 survivin -31 G/C polimorfizminin hepatoselliiler karsinoma ile
iligkisini incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢aligma sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulamamaislardir (p=0.28) 80

Upadhyay ve arkadaslari da survivin -31 G/C polimorfizminin 6zefagus kanseri ile
iligkisini incelemislerdir. Caligmalar1 sonucunda CC genotipine sahip bireylerin
Ozefagus kanserine yakalanma riskinin daha yiliksek oldugunu bulmuslardir (OR=2.29,
p=0.006) L.

Jang ve arkadaslar1 akciger kanseri ile survivin -644T>C, -625G>C, -31C>G
polimorfizmlerinin iligkisini incelemiglerdir. Calismalari sonucunda -31G alleli

tastyiciliginin  akciger kanserini onemli Olgiide arttirdigint bulmuslardir (p=0.02,

OR=0.74) %,

Borbely ve arkadasglar1 -31 G/C polimorfizminin servikal kanser ile iliskisini
incelemislerdir. Yaptiklar1 calismanin sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulamamuslardir %,

Gazouli ve arkadaslari sporadik kolorektal kanseri ile survivin -31 G/C polimorfizminin
iligskisini incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda -31C alleli ve CC genotipinin hasta

bireylerde saglikli bireylerden daha fazla oldugunu bulmuslardir (p=0.0001) &4,

Yang ve arkadaslar1 skuamoz hiicreli 6zefagus kanseri ile survivin -31G/C, -241 C/T, -

625 G/C, -644 T/C polimorfizmlerinin iliskisini incelemislerdir. Caligsmalar1 sonucunda
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-625CC genotipinin 6zefagus kanseri riskini 6nemli derecede arttirdigini bulmuslardir

(OR=2.404) ®,

Bizim ¢alismamiz sonucunda ise; survivin -31C alleli ve -31GC genotipine sahip
bireylerin kolon kanserine yakalanma riskinin 6nemli derecede fazla oldugu bulundu
(OR=13.4, OR=5.39). C alleli tastyiciliginin kolon kanserine yakalanma riskini énemli

derecede arttirdig1 gozlendi.

-241CT genotipine sahip bireylerin kolon kanserine yakalanma riskinin daha yiiksek

oldugu bulundu (OR=12.0, p=0.0001).

-625 C/G polimorfizmi agisindan hasta ve saglikl bireyler arasinda tek degiskenli analiz
sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasina ragmen lojistik regresyon

analizi sonucunda anlamli bir fark bulunamada.

-1547AG genotipi -1547AA ya gore 3.383 kat daha fazla hastalik riski tasimaktadir
(p=0.026). Ayrica -1547GG genotipine sahip olanlarda da hastalik riski anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Kontrol bireylerinde hi¢ GG genotipine
rastlanmadi@1 i¢in OR degeri lojistik regresyon modeli ile hesaplanamamis ancak elle

yapilan hesaplamada bu riskin yaklasik olarak en az 5 kat arttig1 yoniinde bir sonug elde

edilmistir (p<0.05).

Sonug olarak survivin -31 G/C, -241 C/T ve -1547 A/G polimorfizmlerinin kolon
kanserine yatkinlik olusturabilecegi diisiiniilebilir. Calisma ve kontrol grubundaki

bireylerin sayist arttirilip yeni bir ¢aligma yapildiginda daha net sonuglar alinabilir.
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