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OZET

KOLON KANSERiI HASTALARINDA FAS VE TRAIL GEN
POLIMORFIZMLERININ INCELENMESI

Merve ATES
Tibbi Biyoloji ve Genetik AD
TezDanigsmani Yrd.Dog¢.Dr.Kiirsat Oguz YAYKASLI
Mart 2012

Gelismis tilkelerde yasam siirecinde kolorektal kanser (KRK) gelisimi oran1 %5 olup 6liime neden olan kanser
tiirlerinin arasinda 2. sirasinda yer alir. KRK de aile dykiisii varligi %25-35 oraninda olup, iyi bilinen bir risk
faktoriidiir. Apoptozis, programlanmis hiicre 6liimii olarak adlandirilir. Organizmadaki istenmeyen hiicreler
apoptozis islemiyle yok edilerek bu denge muhafaza edilir. Bu ¢alismada apoptozisle iliskili Fas ve Trail
genlerindeki polimorfizmlerin kolon kanseri ile iliskisi incelenmistir. Fas geni promotor bolge -1377G\A
polimorfizmi ile Trail geni ekzon 5 bdlge +1595 polimorfizmi bu caligma kapsaminda arastirilmistir. Bu
asamada ilk olarak kolon kanserli bireylerden parafin doku drnekleri ve saglikli bireylerden kan drnekleri alindi.
Ve DNA izolasyonu kit kullanilarak yapilmistir. Hasta ve saglikli bireylerden izole edilen bu DNA'larda ilgili
polimorfizmlerin incelenmesi i¢in PZR, RFLP yontemi kullanilmistir. Elde edilen bulgular uygun istatistiksel
yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Fas promotor bolge -1377 ve Trail ekzon bdlge +1595
polimorfizmlerinin kolon kanserinde belirleyici bir nitelik olup olmadig1 arastirilmistir. Bu ¢aligmaya 56 kolon
kanserli hasta ve 46 saglikli kontrol grubu dahil edilmistir. Calismamiz sonuglarina gore fas promotor -1377 ve
trail ekzon +1595 genotipleri ve allel dagilimlarinda kolon kanserli hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir
fark bulunmustur. Hastalarda Fas A>G genotipi (p=0.001) ve Trail C>T genotipi (p=0.015), bunlarin kontrol
gruplarindan ve diger genotiplerden daha sik gériilmiistiir. Ayrica Trail ve Fas genotipleri ile cinsiyet, timor
derecesi, tiimor tipi, aile hikayesi, sigara ve alkol arasinda bir iligski saptanmamistir. Bu bulgularin, KRK de
genetik risk faktorlerinin belirlenmesine klinik anlamda yardimci olabilecegi ve hastaligin molekiiler
mekanizmasinin  ¢dziimlenmesine katki saglayacak c¢alismalara yeni bir bakis agisi getirebilecegi
diisiincesindeyiz.

Anahtar sozciikler: : kolon kanseri, fas, trail, polimorfizm, RFLP



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF FAS AND TRAIL GENES POLYMORPHISMS IN
COLON CANCER PATIENTS

MerveATES
T1bbi Biology ve Genetik AD
Tez Danigsmani Yrd.Dog.Dr.Kiirsat Oguz YAYKASLI
Mart 2012

In developed countries, life in the process of development of colorectal cancer rate is 5%. it is the second leading
cause of death from cancer. The presence of family history of colorectal cancer is 25-35% and it is a well-known
risk factor. Apoptosis is called as a programmed cell death. The unwanted cells in an organism are eliminated to
maintain equilibrium. In this study, fas ve trail genes are associated with apoptosis in their relation with colon
cancer were investigated. In this study, a polymorphism of the Trail gene at position 1595 exon 5 and Fas gene at
position 1377 promotor region were examined in this study. Firstly paraffin tissue samples were taken from
colon cancer individuals and blood samples were taken from healthy individuals. Then DNA was isolated using
by kit. These polymorphisms were investigated using PZR-RFLP methods. The findings were evaluated by the
appropriate statistical methods. We have examined Fas -1377 and Trail +1595 polymorphisms as a marker of
tumour risk and progression in colon cancer. 56 patients with colon cancer and 46 healty controls were enrolled
in this study. According to our results, There were found a significant association in the distribution of Fas -1377
genotypes and Trail +1595 genotypes and their alleles between patients with colon cancer and controls. Fas -
1377 AG genotype (p=0.001) and Trail +1595 CT (p=0.015) genotype in patient were seen more than those in
controls and than other genoype. There were no association between sex, tumor grade and type, family history,
cigarette and alcoohol at Trail or Fas genotypes.

These findings if confirmed would have clinical value in helping to assess the genetic risk and tumour
progression for brain tumours thus opening new perspectives for the study of molecular factors underlying the
mechanisms of colon cancer.

Key Words: colon cancer,fas,trail,polymorphism,RFLP



1.GIRIS VE AMAC

Kolorektal Kanserler (KRK) diinyada farkli toplumlarda farkli siklikta goriilen onkolojik bir
problem olup sanayilesmis iilkelerde goriilme siklig1 gelismekte olan tilkelerden daha fazladir.
Diistik riskli bolgelerden yiiksek riskli bolgelere goc edenlerde kolorektal kanser goriilme
siklig1 artmaktadir.

Kolon kanseri ile ilgili yapilan istatistiksel verilere gére ABD’de kolorektal kanserler;
erkeklerde prostat ve akciger, kadinlarda meme ve akciger kanserlerinden sonra iiglincii sirada
goriilmektedir. Yani ABD’de kansere bagli 6liim sebepleri arasinda kolorektal kanser tigiincii
sirada yer almaktadir (5). Kolorektal kanserler (KRK) 2005 yili T.C. Saglik Bakanligi
Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi verilerine gore kanserler arasinda gorulme sikligi agisindan
7. sirada yer almaktadir (6). Ulkemizde de Saglik Bakanlig1 kanser kayit verilerine gore tiim
kanserler icerisindeki KRK goriilme orani erkeklerde %4, kadinlarda ise %3,7 olarak
belirlenmistir (7). Bu tiimorlerin etiyolojisinde gevresel ve genetik faktorler rol aldigi gibi,
bazi kanser onciilii lezyonlar da tiimér gelisimine sebep olabilir. Kolorektal kanserlerde klinik
bulgular; tiimoriin lokalizasyonu, makroskopik yapist ve olusturdugu komplikasyonlara gore
farkliliklar gosterir. Yaklasik olarak %350’si rektosigmoid bélgede, %30’u sag kolonda,
%20’si ise kolonun diger kisimlarinda gelisir. Kolorektal karsinom igin kiiratif rezeksiyondan
sonra 5 yillik yagam stiresinin %40-60 arasinda oldugu belirtilmektedir. Rekiirrenslerin %71’
ilk iki yilda, %91°1 ise bes yil iginde meydana gelir (8). Cok gen¢ ve c¢ok yash hastalarda
gorlilen tiimorler kotii prognozla iligkilidir. Genglerdeki kotii prognoz, tamidaki gecikme,
zeminde iilseratif kolit varlhigi, tash yiiziik hiicreli ve miisindz karsinomlarin daha sik
goriilmesi ile iliskilendirilmistir. Kadinlardaki prognoz, erkeklere gore daha iyidir. Tiimoriin
lokalizasyonunun prognoz iizerine etkisi tartismalidir. Tiimor boyutu ve prognoz arasinda da
belirgin bir iliski saptanmasina ragmen, bu iliskinin giivenilir bir belirleyici olmadig: da ileri
stiriilmiistiir. Histopatolojik tip ve farklilagsma derecesi ile prognoz arasinda kuvvetli bir iligki
bulunmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar kadinlarda kolon kanserinin ayn yastaki erkeklere
gore daha az siklikta goriildiigiinii ortaya koymustur. Hi¢ dogum yapmamis kadinlarda kolon
kanseri gelisme riski, dogum yapmis kadinlara goére daha yiiksektir ve hormon replasman
tedavisinin de kolon kanseri gelisimini azalttig1 diistiintilmektedir (9). Tumor Necrosis Factor-
Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL/APO-2L) TNF sitokin ailesinin bir iiyesi olan tip

II transmembran proteinidir. Tiimor hiicrelerinde reseptorleri ile etkileserek apoptotik hiicre
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Olimiini tetikler. CD95 (APO-1/Fas) TNF sitokin ailesinin diger bir iiyesidir. Fas hiicre
yiizeyinde eksprese olan tip I transmembran reseptoriidiir. Fas ligand ile etkileserek yine
kaspaz yolagi iizerinden apoptozisi tetikler (10).

Bugiine kadar literatiirdeTrail geninin ekzon 5 bolgesinde tanimlanan +1595 polimorfizminin
ve Fas (-1377G\A) polimorfizmlerinin kolon kanseriyle iliskisine dair bir ¢alisma literatiirde
olmadigindan s6z konusu polimorfizmlerin kolon kanseri ile iligkili olup olmadigimin

arastirilmasini planlamaktay1z.



2.GENEL BILGIi

2.1.Kolon epidemiyolojisi

Kolon kanseri gelismisiilkelerde iiclincii siklikta goriilen kanser tipi olup biitiin
kanserlerinyaklasik %9 unu olusturur (11) . Kolorektal karsinomlar i¢in her yil tahmin edilen
yeni vaka sayisi 150.000’dir. Hayat boyunca kolorektal karsinom gelisme riski yaklasik %
6’dir. Bu oran erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir. Ortalama goriilme yas1 ise 62 olup
kanser gelisme riski 40 yasindan sonra erkek ve kadinlar i¢in artmaktadir (12). Kolorektal
kanser 1990 yilinda diinya g¢apindaki oliimlerin 472.000’sinden sorumlu bulunmus olup
kanser kaynakli 6liimlerin dordiincii sebebidir. Kolorektal kanser genis bir cografik alanda
gozlenir. En sik Bati Avrupa, Kuzey Amerika, Yeni Zelanda, Avustralya gibi endiistrisi
gelismis iilkelerde goriilmektedir. Ayrica, lilke icinde de goriilme sikligi agisindan farkl
bolgeler mevcuttur. Ornegin Amerika Birlesik Devletlerinde, endiistriyel kuzeydoguda oran
en fazla iken, kirsal giineydoguda en azdir. Japonya, Polonya gibi diisiik riskli bolgelerden
Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya gibi yiiksek riskli bolgelere go¢ edenlerde kolon
kanser oranlar1 hizli bir artiggostermektedir. Kolorektal kanser, gelismislik ve batililagsmanin
artistyla ¢ogalmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri gibi yiiksek riskli iilkelerde beyaz ve
siyah 1rk oranlar1 benzer olmakla beraber Afrika kokenliler, ispanyol ve Hint kokenlilerde

hizla artmaktadir (11).

2.2.Kolon etiyolojisi

Kolorektal karsinomlar hem ¢evresel hem de genetik faktorler ile iliskilidir. Bunun disinda
baz1 kanser Onciilii lezyonlar da, tiimor gelisimine sebep olabilir. Adenomlar, kalin bagirsak
epiteli ve destekleyici stroma igeren benign tlimorlerdir. Tek ya da cok sayida olabilirler.
Kanser geligsme siklig1 benzer olmakla birlikte adenomlar, erkeklerde kadinlardan {i¢ kat fazla

goriiliir.



Boyutlarina, makroskopik goriiniimlerine (sesil, pedinkiillii, diiz), mikroskopik yapisal
goriintimlerine (tlibiiler, villoz, tlibiilovilloz) ve displazi derecelerine (hafif, orta, agir) gore
siiflandirilabilirler. Yetmis yas ve tistiinde goriilme sikliklart %53-63 arasindadir; elli yas
altinda sik goriilmezler. Kolondaki tiim adenomalarin malign potansiyelleri vardir.
Adenomlarin kansere doniisme riski polibin capi, sayisi, histolojik tipi ve derecesi ile
iliskilidir (13). Histolojik tiplerine gore kanser gelisme siklig1 villéz adenomda %10-18,
tiibiilovilloz adenomda %6-8, tiibiiler adenomda %2-3’tiir. Bu oran, ¢ap1 1 cm’nin altinda olan
tiibliler adenomlarda % 0.3, tiibiilovilloz adenomlarda % 1.5, villoz adenomlarda % 2.5 iken;
2 cm’nin istiindeki tiibiiler adenomlarda % 6.5, tiibiilovilléz adenomlarda % 11.4, villoz
adenomlarda % 17°dir. Adenom siklig1 yiiksek olan populasyonlarda kolorektal kanser sikligt
da yaygin olup, bunun tersi de gegerlidir. Kolorektal adenomlarin yaygmlhigi kolorektal

karsinomlara gore daha fazladir (14).

2.3.Lokalizasyon

Karsinomlarin %50’si rektosigmoid bolgededir. Ancak bu 6zellik azaliyor gibi gériinmekte ve
giderek proksimale dogru kaymaktadir (13). Diisiik riskli iilkelerde kolorektal karsinom
¢ekum ve c¢ikan kolonda, sol kolondan daha sik olusurken; yiliksek riskli iilkelerde
rektosigmoid bolgede goriilme oran1 daha fazladir.

Sag kolon karsinomlar1 6zellikle kadinlarda yas ile beraber artmaktadir. Sag kolon kanserleri,
kolon malignitelerinin %33-63,4’{inii olusturur. 70 yastan sonra erkek ve kadinlarda baskin
olarak proksimal kolon kanserleri goriilmektedir (11). Birden fazla odakli karsinom vakalarin

%3-6’s1inda bulunur (13).

2.4.Genetik dispozisyon

Aile hikayesi yasam boyu kolorektal kanser riskinin artisinda etkin olmakla birlikte artmis
risk aile hikayesinin dogasina bagl olarakta degisir. Ailesel faktorler birinci derece, ikinci
derece akraba ya da her ikisi ve kolorektal kanserin baslangic yasina bagl olarak sporadik
kolorektal kanser riskine 6nemli bir sekilde katkida bulunur. En az birinci derece yakinlardan

bir kiside olmasi riski iki katina ¢ikarir (15).



2.4.1.Herediter nonpolipozis kolon kanseri sendromlar1 (HNPCC)

Ailesel kolon kanseri sendromlarinin bir nevi 6rnegidir. Otozomal dominanttir. Her y1l tam
konan kolorektal karsinomlarinin %10’undan sorumludur. HNPCC iki sendromdan (Lynch
family I ve Lynch family II) olusur.

Lynch I sendromu; otozomal dominant kalitim, erken baslangig, baslica sag taraf, siklikla
birden cok, kolon kanseri gosterir.

Lynch 11 sendromu; Lynch | sendromuna benzer ve ek olarak endometriyum, meme, over,
mide kanserleri gibi, kolon dis1 kanserlere, egilim gosterir.

HNPCC i¢in Amsterdam kriterleri tanimlanmistir. Buna gore:

- Kolorektal kanser en az ii¢ aile liyesinde olmalidir.

- Ug aile iiyesinden birisi, diger ikisinin birinci derece akrabasi olmalidr.

- Birbirini takip eden en az iki nesil etkilenmis olmalidir.

-Etkilenen aile iiyesinin en az birinde 50 yasindan 6nce kolorektal kanser gelismelidir.

- Kanser tanisi1 patolojik olarak dogrulanmalidir.

HNPCC, ailesel polipozis koli sendromundan bes kat fazla goriilmektedir. Lynchll sendromlu
hastalarin birinci derece akrabalarinda kolon kanser insidansi yedi kat artmistir. HNPCC

hastalari, sporadik kanserli hastalardan daha gen¢ yasta ortaya cikar ve ortalama yas

erkeklerde 39 iken kadinlarda 37°dir (13).

Tablol. Ailede kolon kanseri varliginda ve herediter sendromlarda kolon kanseri gelisme riski
(FAP:Familyal adenomatéz polipozis, HNPCC: Herediter nonpolipozis kolorektal
kanser)(27).

Aile oykiisi Hayat boyunca
kolon kanseri gelisme riski

Ortalama risk %5-6
(=50 yas. ailede kolon ca. &ykiisii yok)

Bir 1.derece yakiminda + 2-3 kat
Iki 2 derece yakmunda + 3-1 kat
(veya <50 yas bir 1. derece yakimnda +)

Bir 2.veya 3.derece vakiminda -+ 1.5 kat
FAP 26100
HINPCC %680
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2.4.2.Muir- Torre sendromu

Otozomal dominanttir. Lynch II sendromuna benzer. Kolon kanseri erken yasta gelisir. Sag
taraf kolon kanseri daha siktir ve sporadik kolon kanserinden daha iyi prognozu vardir. Bu

hastalarda birden fazla deri lezyonu ve i¢ organ kanserleri gelisir.

2.4.3.Ailesel polipozis koli (FAP)

Otozomal dominant kalitim gdsterir. APC tiimor siipresor geninde mutasyon vardir. Sorumlu
APC geni 5g21°de lokalizedir. Genellikle hayatin ikinci on yilinda goriiliir. Radyografik ve
makroskopik olarak bagirsakta normal mukozanin ¢ok hafif kabarikliklarindan biiyiik kitlelere
kadar degisen polipler vardir. Hastada birkac polip FAP varligin1 géstermez.

En az 100 polip olmalidir. Tedavi edilmeden birakilirsa hemen hemen daima kalin bagirsakta

bir veya daha fazla karsinom gelisecektir (13).

2.4.4.Gardner sendromu

Otozomal dominant gecislidir. Kalin bagirsakta adenomatdz poliplerle birlikte kafatasi ve
mandibulada birden fazla osteomlar, deride birden fazla keratindoz kistler, Ozellikle
fibromatozis olmak tizere yumusak doku neoplazilerinin goriildiigii ailesel bir durumdur.
Kalin bagirsak karsinomu gelisim potansiyeli ailesel polipozis kadar yiiksektir (64).

2.4.5.Turcot sendromu

Otozomal dominant kalitim gosterir. Kolorektal adenomatéz poliplerle birlikte genellikle

glioblastom tipi beyin tiimorleri vardir.

2.4.6.Peutz-Jeghers sendromu

Otozomal dominant bir sendrom olup LKB1 gen mutasyonu sebebiyle olusur. Agir derecede

adenomat6z poliplerin bazilarindan kolorektal kanser gelisebilir. Bu sendromda pankreas,

meme, akciger, kolon, over ve uterus kanser gelisim riski artmistir( 13).



2.4.7.Cowden sendromu

Mukokutandz lezyonlar (fasial trisilemmoma, akral keratoz ve oral mukozal papillom),
kolorektal polipler ve degisik bolgelerde artmis malignite riski ile karakterize otozomal

dominant bir hastaliktir. 10. kromozomda lokalize PTEN geninde mutasyon vardir( 13).

2.5.Kolon embriyolojisi

Bagirsak gelisimi intrauterin hayatin 3. haftasinda embriyoda, 6n bagirsak (foregut), orta

bagirsak (midgut), arka bagirsak (hindgut) olarak farklilagir (16).

2.6.Kolon anatomisi

[leumun bitiminden aniise kadar uzanan ve ortalama 150 cm uzunlugunda olan kalin bagirsak,
sindirim kanalinin 1/5’ini olusturur. Periton i¢inde ve retroperitoneal alanda karaciger, dalak,
mide, duedonum, ince bagirsak, bobrekler, iireterler ve mesane gibi ¢ok sayida organla
komsuluk gosterir. ince bagirsaktan farkli olarak ¢api daha genistir. Uzunlugu ise daha
kisadir. Bunaek olarak, diizgiin bir dis yiizeyi bulunan ince bagirsagin tersine kalinbagirsagin
digyiizli rektum hari¢ diiz degildir.

Kalin bagirsak ¢cekum, ¢ikan kolon (asendan kolon), transvers kolon, inen kolon (desendan
kolon), sigmoid kolon ve rektum olmak tizere boliimlere ayrilmistir.

Sag iliak fossada intraperitoneal olarak yerlesen ¢ekum, kalin bagirsagin ilk pargasidir.
Uzunlugu ortalama 6 cm, genisligi 7.5-8.5 cm olan ¢ekum, kolonun en genis kismidir.

Cikan kolon, ¢ekumdan karacigerin sag lobunun alt yiiziine kadar uzanir ve sola, biraz 6ne
dogru biikiilerek burada hepatik fleksurayr yapar. Kolonun bu kismi duodenum ikinci
kitasinin 6n yiiziinde yer alir. Yaklasik 15-20 cm uzunlugundadir.

Transvers kolon, hepatik fleksuradan baslar, asagiya dogru konveks bir kavis yaparak
umblikal ve sol hipokondriyak bolgeyi gaprazlayarak geger. Dalagmn alt ucundan asagiya
dogru biikiilerek splenik fleksuray1 olusturur. Ortalama 50 cm uzunluguyla kolonun en uzun
kismidir.

Inen kolon, splenik fleksuradan sol iliak fossaya kadar uzanir. Cikan kolona gore daha
derindedir. Ortalama 25 cm uzunlugunda olup, kolonun en dar liimene ve en kalin kas

tabakasina sahip olan boliimidiir.



Sigmoid kolon, krista iliaka hizasinda psoas major kasinin i¢ kenarindan mindr pelvis
giriminde baglar; 3. sakral vertebra hizasinda rektumda sonlanir.

Rektum, 3. sakral vertebra hizasindan baslayip sakrum egilimini takip ederek anal kanalla
devamlilik gosterir. Sakrumla koksiksin konkavligina uygun bir egrilik gostererek asagiya

dogru uzanir. Kalin bagirsaklar inferior ve siiperior mezenterik arterden beslenir (17).

|
| 2
Hepatik \_ Transverskolon Splenik
fleksura %2.3 fleksura
%2.4 -~ %2.7
Cikan Inen
kolon I:olon
%9.4 %4.9
Cekum
%11.2 Sigmoid
kolon
%22
Sag £ ; \ Sol

Sekill.Kolorektal kanserin kolonda yerlesim yerine gore dagilimi (27).

2.7.Kolon histolojisi

Cekumdan rektuma kadar olan kolon kismi hemen hemen ayni histolojik yapiya sahiptir.
Mukoza, submukoza, muskularis propriya ve seroza (rektumda perimuskuler doku) olmak
iizere baslica dort tabakadan olusur. Kalin bagirsagin epitel hiicreleri, bezlerin 1/3 alt
kisimlarindaki hiicrelerin farklilasmas1 ve proliferasyonuyla yaklasik her alti giinde bir
yenilenir. Bu yiiksek yenilenme oranini, kanser kemoterapisinde oldugu gibi antimitotik
ilaglarin verilmesi siiratle degistirir. Bu ilaglar hiicre proliferasyonunu inhibe ederek epitel
atrofisini hizlandirir ve sonunda besinlerin yetersiz emilimi, asirt sivi kayb1 ve diyare ortaya
cikar. Kriptlerdeki Paneth hiicrelerinde ise yenilenme ¢ok yavastir; bu hiicrelerin yasam siiresi

yaklasik 30 giindiir (18).
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2.8.Adenomlar

Benign glandiiler neoplaziler olup kolon kanseri gelisiminin habercisi olabilirler. Tek veya
birden fazla goriilebilirler. Birden fazla olduklarinda genetik bir sendrom ile iligkili olabilirler.
Adenomlar erkeklerde kadinlardan daha sik olusur. Adenom insidans1 60- 70 yaslarinda pik
yapar. Sol kolon adenomlar1 geng¢ hastalarda sik goriiliirken, sag kolonda lokalize olanlar 65
yas istiinde daha siktir. Makroskopik olarak; pedikiillii (sapli), sesil (sapsiz) ve yassi
(deprese) olmak fiizere iic smifa ayrilir. Adenomlar yapilarina gore tubiiler, villoz veya
tubiilovilloz olarak ayrilir. Tubiiler adenom % 75’den fazla tubiiler yapi, villoz adenom %
50’den fazlal2 villoz yap1, tubiilovilloz adenom ise % 25- 50 villéz yapi igerir. En sik tubiiler
adenom goriiliirken, en az oranda da villoz adenom goriiliir. Adenomlarda malignite riski
boyut, histolojik yap1 ve epitel displazisinin derecesine baglidir. Tanisal olarak diigik ve
yiiksek dereceli displazi, karsinoma insitu, intramukozal karsinom ve invaziv karsinomun
tespiti onemlidir. Diisiik dereceli displazide ¢ok katli displasti, silindirik epitel hiicreleri
vardir. Cekirdek igsi veya ovaldir. Cok katli ¢ekirdekler epitel yliksekliginin %4’ ilini
geemezler. Yiiksek dereceli displazide epitel ylizeyine kadar gelmis niikleuslar ve

niikleositoplazmik orani artmis hiicreler mevcuttur (11).

intraepitelyal karsinoma (karsinoma insitu)’da malign hiicreler bazal membrana simirhdir.
Yiiksek dereceli displaziler metastaz yapmazlar. Klinik olarak benign lezyonlardir. Lenfatik
kanallar kolon mukozasinda yok kabul edilir.

Nadiren lamina propria bazalinde izlenirler. Bundan dolay:r intramukozal karsinom malign
potansiyeli yok veya ¢ok az kabul edilir (19). Patologlar kronik ve aktif enflamatuvar

hastalikta olusan reaktif degisiklikleri displaziden ayirmada bazen zorlanmaktadirlar (11,19).

2.9.Diyete bagh faktorler

2.9.1.Toplam kalori: Obezite ve toplam kalori alimi kolorektal kanser i¢in bagimsiz risk
faktorleri oldugu kohort ve vaka kontrol ¢alismalar1 gésteriyor. Artmis viicut kitlesi kolorektal

ca da iki kat artigla sonuglanabilir (20).

2.9.2.Et, yag ve protein: Kirmizi et tiiketimi artmis kolorektal kanser ile iliskili olup kuvvetli
bagimsiz risk faktoriidiir. Yiiksek protein alimi karsinogenezi artirabilir fakat kesin kanit

mevcut degildir. Kirmizi etin yagli elemanlar1 tiimor biiylimesini artirabilir ¢iinkii yaglar
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luminal bakteriler tarafindan anormal kolon epitelyum proliferasyonuna neden olabilen

karsinojenlere metabolize edilebilir (21).

2.9.3.Fiber : Klasik olarak yiiksek fiber diyet diisiik kolorektal kanser insidansi ile iligkili
oldugu yapilan bir¢ok caligsma ile gosterilmistir (22).

2.9.4.Sebze ve meyve: Genel olarak sebze ve meyve tiikketiminin kolorektal kansere karsi
koruyucu etkisi olduguna inanilir(21).Daha ¢ok ¢ig, yesil ve turpgiller tiirlindeki sebzelerde
gozlemlenmistir. Kalsiyum da koruyucu etkisi olanlara dahil edilmistir. Kalsiyumun zararli

safra asitlerine baglanabildigi ve kolonik epitel proliferasyonunu azalttigi gorilebilir (21).

2.9.5.Yasam tarzi: Fiziksel inaktiflik rektal kanserden daha ¢ok kolon kanseri ile iliskilidir.
Mekanizma agik olmamasina ragmen sedanter yasam tarzi kolorektal ca i¢in artmis bir risk

faktortdiir. Alkol ve sigara da artmis kolorektal kanser riski ile iliskilidir (21).

2.9.6.Nsaid: Calismalar Aspirin ve diger NSAID ile kolorektal kanser ve adenomlar arasinda
ters bir iliski oldugunu kuvvetle desteklemektedir(12). NSAID kullanim siiresi énemli ve sag
kolon kanserleri sol kolondan daha fazla yarar gorebilir. ilging olarak NSAID tiirii dnemli

degildir (23).
2.9.7.0bezite

Ozellikle abdominal yaglanma ve artmis viicut kitle indeksi kolon kanseri riskini ve
kanserden oOliimleri arttirmaktadir. Fazla kilolu ve fiziksel olarak inaktif erkeklerde kolon

kanseri gelisimi riski yiiksektir ( 11).

2.9.8.Sigara icimi

Tiitin kullanim1 rektal kanser ve adenom insidansin1 onemli Slgiide arttirmaktadir. Ilk

kullanim yasinin erken olmasi ve yillik paket sayis1 kanser riskini artirir (11).

2.9.9.Radyasyon

Kolorektal kanserlerin ¢ok az bir kisminda radyasyon etiyolojik bir rol oynar. Servikal, uterus
veya prostat karsinomlarinin tedavisi i¢in radyoterapi alan hastalarda rektal kanserin daha sik

gelistigi bildirilmistir (11).
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2.10.Ailesel kolorektal karsinom

Kolorektal kanserli hastalarin yaklasik %20-30’u bilinen sendromlardan ayr1 olarak genetik
egilim gosterirler. Ailesel kanser sendromlarindaki gibi birinci derece akrabasinda kolorektal
kanser olanlarda kanser riski artmaktadir. Kanser riski baslangi¢ yasi ve tutulan akraba
sayisina gore 1.8-8 kat artabilmektedir. Birinci derecede akrabada bir kiside sayet kanser
Oykiisii varsa risk 1.8 kat, iki veya daha fazla birinci derecedeki akrabalarda kanser dykiisii
varsa risk 2.75 kat artmaktadir. 45 yasindan gen¢ olan birinci derece akrabalarda kanser

Oykiisii varsa KRK riski 5.37 kat artmaktadir (24).

2.11.Sporadik kolorektal karsinom

Diizenli yapilan ¢aligmalar sonucu, KRK olusumu ile ilgili bilgiler artmistir. Normal kolon
mukozasindan adenomatdz polip ve kanser gelisimi ortalama 10-15 yil kadar siirmektedir.
Bunun i¢in ¢esitli mutasyonlar gerekmektedir. Yapilan arastirmalar sonucu kolorektal
timorogeneziste iki genetik yol tanimlanmistir.

Birinci yol; Adenomatdz poliplerin neredeyse %80’1 APC gen mutasyonu sonucu meydana
gelmektedir.

Ikinci yol; Sporadik KRK’ in yaklasik %15°i alternatif bir yol olan MSI (Mikrosatellit
Instabilite) yolag: ile gelismektedir. MSI tiimérlerinde ortaya ¢ikan mutasyonlar akkizdir.

Mutasyonlar, sapmis hiicresel cogalmaya ve kanser gelismesine yol agar (5).

2.12.Tam

KRK’in semptomlar1 kanama, bagirsak aligkanlhiginda degisiklikler, karin agrisi, kilo kaybi,
istah degisikligi ve giligsiizlik olup, ozellikle obstriiksiyon alarm semptomdur. Bununla
birlikte obstriiktif semptomlar hari¢ diger semptomlar hastaligin evresinden bagimsizdir ve
ozellikle tanisal acidan fikir verici degillerdir.

Fizik muayene ile ele gelen kitle, rektumda taze kan bulasigi (genellikle sol kolon kanserlerini
) veya melena ( sag kolon kanserlerinde ) ve gizli kanama bulgusu olarak gaitada gizli kan
saptanabilir. Adenopati, hepatomegali, sarilik ve pulmoner bulgular metastaza bagl olabilir.
Kolon kanserinin yaptig1 obstriiksiyon daha ¢ok sol kolon ve sigmoid kolon tutulumunda
ortaya c¢ikmaktadir. Ancak, sag kolon kanserleri c¢ok daha sinsi seyrederler. Akut
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gastrointestinal kanama, akut obstriiksiyon, perforasyon ve uzak organ metastazina bagh
komplikasyonlar goriilebilir.

Laboratuar yontemleriyle demir eksikligi anemisi, elektrolit dengesizlikleri ve karaciger
fonksiyon bozukluklar1 saptanabilir. Preoperatif hastalarin yaklasik % 20’ sinde CEA diizeyi
yiikselebilir. Cerrahi sonrasi normale gelirse postoperatif takip i¢in olduk¢a Onemli bir
belirtegtir. Degerlendirme tam Oykii, aile Oykiisti, fizik muayene, laboratuar testleri,
kolonoskopi ile yapilmalidir ve tani konulduktan sonra metastaz sliphesi varsa, tiim viicut
tomografisi ¢ekilmelidir. Tan1 ve evrelemede rektum kanserinde endoskopik ultrasonografi de
kullanilabilir. Molekiiler biyolojik tekniklerin gelismesi sonucu gaita testleri ve kan

testleri ile genomik DNA veya protein izole edilerek genetik tarama yapilmasini saglayan
yontemlerin gelismesine olanak saglayacaktir. Genis boyutta ¢alismalar devam etmektedir.
Genis adenomatdz polipleri veya KRK oldugu bilinen hastalarda sinirli genetik degisikliklerin
aynis1 gaita Orneklerinde bulunabilir. Gaita aracili tanilar i¢in ilgi c¢ekici 6zellik; KRK’ Ir
hastalarin yiiksek, orta ve diisiik riskli olarak siniflandirilmalarina ve bunlarin tarama seklini

ve sikligini belirlemesinde yardimer olmasindaki beklentilerdir (5).

2.13. Tarama

Adenomatdz polipler ve KRK’ in degisken biiyiime davranisi, sikligmin gittik¢e artmasi ve
erken taninin sagkalim ilizerinde olan etkileri beraber alindiginda yogun tarama yaklasimlari
gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir. Adenomatoz polipler, invaziv kolorektal kanser icin iyi
tanimlanmis Onciil lezyonlardir. Genel popiilasyonda adenom gelisme riski % 19 ve bu
sporadik poliplerden invaziv kansere doniisiim orani1 %2-5' dir.

En iyi tarama metodu basit, hizli, hassas, maliyet agisindan avantajli olanidir. Giinlimiizde en
cok kullanilan tarama yontemleri rektal tuse, gaitada gizli kan (GGK), sigmoidoskopi,

baryumlu kolon grafisi ve kolonoskopidir (5).

2.13.1.Normal Populasyonda Kolorektal Kanser Taramasi

Asemptomatik, aile Oykiisii olmayan, 50 yas {lizeri populasyonda yillik dijital muayene ve
GGK, 5 yilda bir fleksible sigmoidoskopi Onerilmektedir. Alternatif olarak 10 yilda bir
kolonoskopi ve 5-10 yilda bir baryumlu grafi de 6nerilmektedir.
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2.13.2.Yiiksek Riskli Gruplarda Kolorektal Kanser Taramasi

60 yasindan 6nce kolon kanseri veya adenomatoz polip tanist almig birinci derecede akrabasi
olanlar, herhangi bir yasta KRK tanist almis birinci derecede iki akrabasi olanlarda ,40
yasinda kolonoskopi taramasi yapilmasi Onerilmektedir. Ya da ailede en erken KRK tanisi

konulan kisinin tan1 yasindan 10 yil 6nce kolonoskopi taramasi yapilmali ve her 5 yilda bir

tekrarlanmalidir(25).

2.14.Erken tanmi

50 yasindan itibaren c¢ogu kisi kolorektal kanser agisindan ortalama risk tasidigindan
malignite ve polip a¢isindan diizenli olarak taranmalidir. Tavsiye edilen tarama yontemleri

sOyledir:

1- Senede bir defa gaitada gizli kan testi

2- Her bes yilda bir fleksibl sigmoidoskopi

3- Senede bir gaitada gizli kan testi ve her bes yilda bir fleksibl sigmoidoskopi.

4- Her bes- 10 yilda bir ¢ift kontrastli baryum enema.
5- Her on yilda bir kolonoskopi.

Birinci derece akrabalarinda kolorektal kanser veya adenomat6z polip hikayesi olanlarda
tarama 40 yasinda veya akrabanin tani aldig1 yastan 10 yil dnce baslamalidir. Kolonoskopi ile

tiim kolonun degerlendirilmesi gerekmektedir (26).

2.15.Makroskopik bulgular

Kiigiik karsinomlar 1- 2 cm g¢apmnda olup genelde kirmizi, graniiler, diigme benzeri
mukozadan kabarik lezyonlardir. Siklikla keskin siirli ve makroskopik olarak adenomlara

benzerler (11).

2.16.Mikroskobik bulgular

Kalin bagirsak tiimdrlerinin %95°1 klasik adenokarsinomdur. Bunlar degisik derecede miisin

salgilayan iyi, orta ve az gradede diferansiye adenokarsinomdur (9).
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2.17. Kolorektal kanserde diger histolojik tipler

1-Miisindz karsinom: Kolorektal karsinomlarin %10-15’ini ve rektal kanserlerin %33’ {inii
olusturur .

2. Tasl yiiziik hiicreli karsinom: Genelde geng hastalar tutar. Kolorektal kanserin nadir bir
tipidir. Kolorektal kanserlerin yaklasik %1,1’ini olusturur. Tash yiiziik hiicreli karsinomu olan
hastalar, klasik adenokarsinoma gore tan1 aninda daha yaygin hastalik olustururlar.

3. Bazaloid (kloakojenik) karsinom: Anal kanaldaki es degerine benzer. Cok nadirdir.

4. Berrak hiicreli karsinom: Spesifik bir tip degildir. Adenokarsinomun minér ¢esididir.

5. Hepatoid adenokarsinom: Daha yaygin olan gastrik esdegerine benzer. Hepatoseliiler
karsinomdan ayrilamaz.

6. Mediiller adenokarsinom: Genelde kadinlarda, ¢ekum ve sag kolon yerlesimlidir. Nadir
goriiliir.

7. Anaplastik (igsi ve dev hiicreli sarkomatoid) karsinom: Diger karsinomlardan ayirt

edilmelidir. Gorlinlimii diger organlardakine benzer. Cok saldirgandir (11).

2.18.Histolojik grade

Adenokarsinomlar bez yapilarin varligi temel alinarak derecelendirilir. Histolojik grade
prognostik deger olarak da kullanilir. K&6tii diferansiye olanlarda enazindan bazi bez yapilari
ve miisin Uretimi sOzkonusudur. Karsinomlar karisik diferansiasyon yapilanmasi
gosterdiginde derecelendirme en az diferansiye bilesene gore yapilmalidir.

Iyi diferansiye tiimérler (Grade I): Tiimériin % 75’inden fazlas1 bez benzeri yapr icerir.

Orta derece diferansiye (Grade I1): Tiimoérde bez benzeri yap1 % 25-75 oranindadir.

Kotii diferansiye tiimorler (Grade I1I): Bez benzeri yap1 % 25°den azdir (11,12).

2.19.Kolon kanserinde tiimor yayihmi (metastaz) ve evreleme

Tiim kolon tiimoérleri, dogrudan komsu yapilara, lenfatikler ve kan damarlart yolu ile uzak
organlara yayilabilirler. Metastatik yayilim en sik bolgesel lenf nodlar1 ve karacigere olur.

Diger sik goriilen metastaz bolgeleri; periton, akciger ve overlerdir. Daha nadir metastaz
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bolgeleri santral sinir sistemi, kemik, testis, uterus ve oral kavitedir (19). Kolon kanserleri
genellikle intramukozal epitelyal lezyonlar olarak bagslarlar (intramukozal karsinom) ve
tiimoriin gelismesi ile submukozaya ulasarak invaziv kanser haline gelirler. Bu asamadan
sonra lokal yayilim yaninda lenfatik ve hematojen yayilim da ortaya ¢ikabilir. Lokal
yayllimda tiimoriin bagirsak katlart boyunca yayilarak serozaya dogru ilerlemesi
sOzkonusudur. Serozaya ulasan timor komsu organlari tutabilir. Komsu organ yayilimi,
serozast olmadigindan Ozellikle rektum karsinomlarinda daha ¢ok goriiliir. Lokal yayilim
perinodral ve vaskiiler invazyon sayesinde primer odagin 8-10cm uzagma kadar ilerleyebilir.
Kolon kanseri perikolik, intermediate ve ana lenf diigiimleri aracilifiyla lenfatik yayilim
gosterir. Kotli difaransiye tiimorlerde lenfatik yayilim daha sik goriiliir. Hematojen yayilim en
sik portal ven araciligi ile karacigede goriliir. Karacigerdeki metastatik tiimorlerin %80 e
yakininda primer odak bir kolorektal tiimordiir.. Kolon kanserinde bir diger yayilim yolu da
implantasyondur. Bu yolla bagirsak i¢inde ve periton boslugunda metastazlar meydana
gelebilir. Kolon kanserinde yayilim prognoz agisindan son derece énemli oldugundan degisik
evreleme yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde Dukes tarafindan olusturulan evreleme
sistemi ve TNM sistemi ( T:Tiimor invazyonu, N:Lenf nodu tutulumu, M:Metastaz ) en sik

kullanilan sistemlerdir. TNM sistemi asagidaki sekilde degerlendirilir.

N S tg—
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DT asicOlaris oo s

~eeeee  NOMONOPOMROD HTH Il 1T mininl

Sero==a

it O o> o D O - e O@E @ CO)

e =lexs

T =x _== == = = ==
DT wakc o =
B T T N . -
BT eaboc o oo
Haabrasacalc ooroa
Nfaslcalaris propoese
Subreso=a
Sero=a
Ermenmiicne Q> O O == = —OEBS (S o)
Tis: insitu karsinom NO: Lenfnodu tutunlumu yok
Ti:Submukozainvazyonu Ni:1 Jlenf nodua tautuluma
T2: Miskiilaris propriaya invazyon N2: >4 lenf nodu tutuluma
T3:Seroza invazyonu MO: Uzak metastaz yok
T4: Komsu organ invazyonu Ni: Uzak metastaz var
_ I Dukes | | Syu
Evre TNNMI TiHmér invazyon derecesi hayatta
‘ sunfismass R
o TO, NO. 0§ §  Gozic gorilar timar yok |
| Ti.NO. N NIO ] A ) THmor miiskiilaris mukoza ! %o 97
1 T2, NO, N1O yYe submukozaya sinarh : “e 90
n T3. N0, MO B1 Tiamor miskilarfs propriasa es 78
e i sinairh | s
n T3, N0, N1O ! B2 ! “o 63
jass T1-4, N1, Ni0o | <1 Serozaya ulasmiy. Komsu organ %o S6-65
(5%} T1-4. N2.N10 | <2 ! miulumu olabilir | %6 2637
IV | T1-4.N1-2.271 | DB 1 2 TCzak metastaz var = 2 | _oe1

Sekil2.Kolorektal kanserde evreleme; Asler Coller /Dukes (tist) ve TNM (alt)

smiflamamalarinin sematik goriiniimii (27).
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2.20.Kolorektal karsinogenezde molekuler genetik degisiklikler

Kolorektal kanser normal dokuda biiyiimeyi kontrol eden molekiiller mekanizmalarin
bozulmasmma yol acan bir seri genetik degisiklerin  birikimi  sonucunda
olusmaktadir.Karsinogenezde ilk degisiklikler hucre biliyiimesi ve programlanmis hiicre
oliimii (apoptozis) arasindaki normal dengeyi etkileyen ve histopatolojik incelemelerle tesbit

edilemeyen oldukga hassas olaylardir(28).

2.21.Apoptozis ve Molekiiler Mekanizmasi

Apoptozis kontrollii bir hiicre 6lim sekli olup, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisim ve
homeostazilerinde merkezi bir rol oynar. Akut doku hasar1 ve inflamatuvar cevabi uyaran
nekroz 6liim sekline kiyasla apoptozis diizenli bir yol seklinde goriiliir. Apoptotik hiicre
Oliimii, hiicre biizlismesi, kromatin yogunlasmasi ve stoplazmik membran pargalanmasi gibi
tipik morfolojik oOzelliklerle baglantilidir. Apoptozisin  bozulmasi, transforme edici
mutasyonlarin toplanmasint kolaylastirarak, anormal olarak uzayan hiicre yasamina sebep

olan karsinogenez mekanizmalardan biri olarak belirtilmektedir (29).

2.22.Apoptozis mekanizmasi ve hiicre i¢i-hiicre dis1 sinyal iletimi

Apoptosis Oncesi sinyal tasiyan hiicre yiizeyinde reseptorler ve bunlara spesifik ligandlar
vardir. Bu sekilde hiicre dis1 apoptosis yolu regiile edilirken hiicre iginde de niikleus ve
sitoplazmadan kaynaklanan uyarilarla hiicre i¢i apoptosis regiilasyonu saglanir. Bu iki yolun

ortak noktasi ise kaspaz aktivasyonudur.

2.22.1 Hiicre disi sinyal iletimi

Apoptotik sinyalin dis yolunda tiimor nekrozis faktor reseptér (TNF-R) denilen membran
reseptorleri bulunmaktadir. Oliim reseptdrleri ad1 da verilen bu reseptorler hiicre igine sinyal

tasirlar. Bu reseptor ailesinin {iyeleri arasinda TRAIL-R1(DR4), TRAIL-R2(DR5), TRAIL-
R3, TRAIL-R4, OPG ve Fas vardir. Bu reseptorlerin hiicre disinda ligand baglamak i¢in
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sisteinden zengin bolgeleri ve hiicre i¢inde apoptotik sinyal tasima igin 6liim bolgesi (death
domain, DD) bulunmaktadir. OPG ve TRAIL-R3 reseptorlerinin hiicre i¢i 6lim bdlgesi
yoktur. TRAIL-R4’de inkomplet bir &liim bolgesi vardir. Bu reseptorlere uygun ligandlar
arasinda TNF ailesinin {liyelerinden Fas ve TRAIL bulunmaktadir (30).

FasL ... TRAIL
Iy g T
‘.l l? l.J. Fas I DR4/DRS
—{H{;
i I
FADD I HU:
prokaspaz & ~ l‘h‘"" prokaspaz

kaspaz 8 € kaspaz 10

APOPTOZIS
¢ kaspaz kaskad —>

Bcl2 proteinlerinin
(caspases 3,1,7)

diizenlenmesiyle

Sekil 3; Fas/Fas-L, TRAIL ve reseptorleri DR4 ve DRS.

Apoptozis hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve
timor nekroz faktor reseptori—1 (TNFR-1), DR— 3 (TRAMP), DR—4 (TRAIL-R1) ve DR-5
(TRAIL-R2)’in ilgili ligandlan ile etkilesime girmesi (uyarilmalari) sonucu indiiklenir. Bu
hiicre yiizey reseptdrleri membranda bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler. Oliim
reseptorlerinin  ligandlar1  (aktivatorleri) reseptorlerin aktiflesmelerine yol agarlar.
Reseptorlerin aktiflesmelerini 6zgiin adaptor proteinler (FADD, TRADD)’in reseptorlere
baglanis1 takip eder. Bu ise kaspaz sisteminin aktiflesmesine neden olur. Fas lenfoid
hiicrelerde, hepatositlerde, baz1 tiimor hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda
bulunurlar. ilgili ligandina Fas ligand (FasL) denir. FasL, tiimdr nekroz faktor (TNF) ailesinin
bir iiyesidir. FasL sitotoksik T lenfositlerinde ve “natural killer” hiicrelerde bulunur. Fas ve
TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarist almis olduklarindan bir seri protein
interaksiyonlarindan gecerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagl bulunan ve &liim
bolgeleri (“death domain) adi verilen TRADD (“TNFR-1 associated death domain) ve
FADD (“Fas associated death domain”) ile interaksiyona girerler. Bu 6liim bolgeleri ise
prokaspaz 8’1 aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarmi baglatirlar ve

boylece apoptozis gerceklesmis olur (32).
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Sekil 4. Apoptosisin hiicre i¢i ve dis1 yollari. DED (death effector domain)
2.22.2 Hiicre i¢i sinyal iletimi-mitokondriyal yol

Mitokondri hiicrenin enerji deposu olmasinin yaninda sitoplazmaya gegerek 6liim programini
aktive eden faktorler salarak apoptoziste biiylik rol oynar. Bu faktdrlerden
en onemlisi sitokrom c dir.Kaspazlar ise, 6liim proteazlar1 caspase (Sistein aspartatik asit

proteazlar) olarak bilinen ve birbirleriyle homolog biiyiik protein ailesidir. Kaspazlar,
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proteolitik yariklanmasiyla aktiflesen, inaktif graniiller olarak iiretilir Kaspazlar apoptotik

yolun cellatlaridir ve apoptozisdeki karakteristik degisikliklerin en 6nemli sebebidir (31).

2.23.Fas geni ozellikleri ve apoptozis ile iliskisi

FAS geni 10q24.1. lokalize olmustur. 9 ekzon 8 intron bolgesi ihtiva eder ve 325 aminoasitlik
bir polipeptidi kodlar (33). Fas yani Apo-1 veya CD95 tip I hiicre yiizey proteini olup 45-48
kDa biiyiikliigiinde TNF reseptor siiper ailesinin bir tiyesidir. 10. kromozomun uzun kolunda
bulunur (10g24). 1989 yilinda Trauth ve arkadaslari Apo-1 adini verdikleri bu proteinin
lenfosit apoptozisini baslattigini buldular. 1992 yilinda farelerde bu protein eksikligi gosterildi
ve Fas (CD95) olarak adlandirildu.

Fas ligand (FasL), Fas’ in ¢apraz baglantili formudur. 40 kDa biiyiikliigiinde tip I membran
proteinidir (34). Tam biyolojik aktivitede 26 kDa’ lik monomer, proteolitik aktivitede 70kDa’
likhomotrimer yapida dolasimda bulunur. FasL sitoplazmik, niikleer kondensasyon ve DNA
fragmantasyonu ile karekterize apoptotik hiicre dliimiine yol acan formudur. Tipll pnémosit,
bronsial epitel hiicreleri, makrofaj, T ve B hiicrelerinden eksprese edilir. FasL’ nin
extraselliiler bolgesi Fas (CD95)’ a baglanir ve bu baglanma aktive edilmis hiicrede Fas
ekspresyonunu baslatarak apoptozisi indiikler.

FasL ve Fas etkilesimi immiin 6zelliklerin ve onceligin korunmasinda ¢ok dnemli rol oynar.
Buna ek olarak kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemine yonelik davranigini da etkiler ve
periferal immiin toleransin siirdiiriilmesine yardimci olur (42).

FAS bir hiicre ylizeyi reseptorii olarak, bir¢ok hiicre tiplerinde apoptotik sinyalde 6nemli bir
rol oynar. Kolon ve akciger kanseri de dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinde Fas proteinin
seviyesi azalmig olarak saptanmistir. Bu nedenle Fas proteini seviyesinin kolon kanserinde
onemli bir rol oynadig1 diisliniilmektedir. Kanserli hiicreler de Fas etkilesimiyle kanserli
hiicreler apoptozise rezistans gelistirerek immiin sistemden kacar. Buna ilaveten Fas
genindeki esey ve somatik hiicre mutasyonlar1 bir¢ok kanser tiiriiniin olusumuna neden olan

apoptotik sinyalin azalmasiyla iligkilidir (3).
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Sekil 5.fas, fasl ve trail genlerinin genlerinin apoptozisteki rolii(41).
2.24 Trail geni ozellikleri ve apoptozis ile iliskisi

TRAIL geni de yine apoptotik mekanizma i¢in énemli bir tamamlayicidir. Insanlarda 3q26
kromozomun uzun kolunda yer alir ve 5 ekzon igerir (35). TRAIL geni 281 aminoasitlik bir
peptidi kodlar (36). TRAIL, tiimér hiicrelerinde apoptozisi tesvik eder. Ayn1 zamanda TRAIL
geni Timor Nekroz Faktor (TNF) ailesinin bir liyesidir. TNF ailesinin diger iiyeleri gibi 3
reseptor molekiile baglanabilmek i¢in homotrimer yapidadir. Ekspresyonu siki diizenlenen
diger TNF ailesi tiyelerinin aksine TRAIL aktif hiicrelerde gegici olarak ifade olur. TRAIL,
timor hiicrelerinde apoptozisi tesvik eder fakat normal hiicrelerde bunu yapmaz. TRAIL
apoptozisi reseptorlerine etki ederek indiikler. Bes tane TRAIL reseptorii vardir. Bunlar;
TRAIL R1 (DR4), TRAIL R2 (DR5), TRAIL R3 (DcR1l), TRAIL R4 (DcR2) ve
osteoprotegerin (OPG)'dir. DR4 ve DRS5 korunmus bir 6liim domain motifi igerir ve

proapoptotik reseptorlerdir (37).
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Sekil 6 ; Trail ve reseptorleri (40).

Trail genin DR4 ve DRS5 reseptorii ile etkilesmesi Trail apoptozis indiiklemesinde baslangig
basamagidir. Trail'in baglanmasi 6liim reseptorlerinin trimerizasyonuna ve reseptor aracili
Olim metabolik yolunun aktivasyonuna Onciiliik eder. Aktive olmus oliim reseptorler Fas
ilskili 6liim domaini (FADD) denilen adaptor proteinini ¢alistirir ve aktive eder. FADD'nin
olim efektdér domaini (DED) ise girer ve oliim indiikleyici sinyal kompleksinin (DISC)
olusumuna aracilik eden kaspaz-8'i aktive eder. Tip | hiicrelerde kaspaz-8'in varligi, daha
sonra apotoziste son Oliim substratlari iizerinde rol oynayan bir veya daha fazla kaspaz
efektorlerinin aktivasyonunu arttirmak igin yeterlidir (6rn: kaspaz-3 veya -7). Fakat tip 2
hiicrelerde aktive olmus kaspaz-8'in kii¢iik bir miktar1 kaspaz efektorlerini etkilemeye
yetmemesine ragmen aktive olmus Bid tarafindan mitokondri bagimli bir apoptotik
amplifikasyonu tetiklemek i¢in yeterlidir. Bid, mitokondri igerisinde Bax birikimini indiikler.
Bax, sitokrom c'yi mitokondriden serbest birakir, kaspaz-3, kaspaz-9 ve kaspaz-7'yi ve son
olarak da programlanmis hiicre Olimiinii aktive eder. Kaspaz-8 tarafindan apoptozisin

indiiklenmesiyle siire¢ devam eder (38).
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Sekil 7. Apoptozisin major diizenleyicilerinden bazilarinin membran yiizeyindeki ligand-
reseptor iligkileri seklinde gosterimi.(Tumor Necrosis Factor Receptor (TNFR) TNF ligandina
baglanarak, CD95 reseptorii Fas L (CD95L) ligandina ya da Decoy Receptor 3 (DcR3)“e
baglanarak, APO3L Death Receptor 3 (DR3) ya da Decoy Receptor 3 (DcR3)“e baglanarak,
TRAILRI1, TRAILR2 reseptorleri Tumor Necrosis Factor-related apoptosis inducing ligand
(TRAIL) e baglanarak apoptozisi indiikler) (39).
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GEREC VE YONTEM

3.1.Gerecler

3.1.1.Calisma popiilasyonu

Bu calismaya; Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan KOLON
kanseri tanis1 konulan 55 hasta ve kolon kanseri disinda baska sebeplerden dolayi opere
edilen, kolon kanserli olmayan 45 saglikli kontrol grubu dahil edildi. Dokularin tamami
Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarindan alindi. Calismaya
katilacak olgulara calisma hakkinda bilgilendirme yapildi ve g¢alismaya katilim icin yazili
onam alindi. Calisma ve kontrol grubunda yer alan bireylerin yas, cinsiyet gibi degerleri de

kaydedilmistir.

3.1.2.Cihazlar ve teknik malzemeler

Bu calismada, asagida listelenmis ve Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvar: biinyesinde bulunan cihazlar ve

teknik malzemeler kullanilmistir.

Rotary Mikrotom (LEICA RM2145)
Etiiv (Heraeus)
Su Banyosu (PolyScience)
Santrifiij (Heraeus)
Mikrosantrifiij (Eppendorf)
Vorteks (IKA MS1)
Manyetik Karistiric1 (Fisher Scientific)
Hassas Terazi (Boeco)
Spektrofotometre (BIO-RAD)
. PZR cihaz1 (BIO-RAD)
. Elektroforez tanki ve gii¢c kaynagi (Cleaver)
. Termal Cycler (EPPENDORF)
. UV jel goriintiileme cihaz1 (SYNGENE)

© 0o N o g B~ DN PRE

e e e
w N B O
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14. pH 6lgiim cihazi (Seven Easy)

15. Mikrodalga (Vestel)

16. Buzdolabi (Vestel)

17. Otoklav ( TOMY SX-500E)

18. Distile su cihazi (TKA-Pacific)

19. Otomatik mikropipetler (Eppendorf)

3.1.3.Sarf malzemeler

© 00 N o g~ wDd P

e e = T o el =
~N o U1 W N R O

Borik asit (Sigma)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)

Tris HCI (Sigma)

Tag DNA polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas)
Magnezyum kloriir (MgCl,) (25 mM) (Fermentas)

PZR tamponu (10X) (Fermentas)

Primerler (100 pmol/pul) (Fermentas)

dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (2mM) (Fermentas)
Marker DNA (50 bg- 100 bg) (Fermentas)

. Restriksiyon enzimleri BstUI, Aatll, Mspl, Taql (10U/ul) (Fermentas)
. Etidyum Bromiir (EtBr) (10mg/ml) (Sigma)

. Agaroz (PRONA)

. Loding Dye (6X) (Fermentas)

. DNA Izolasyon Kiti (analytikjena blackREP FFPE)

. Pipet Ucu

. PZR tiipii

. Ependorf tiip

18.

10 xTBE Buffer (Santa Cruz)

19. Etidyum Bromid (Sigma)
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3.1.4.Calismada kullanmilan c¢ozeltilerin hazirlanisi

3.1.4.1.Stok etidyum bromiir ¢ozeltisi hazirlanisi

10 mg etidyum bromiir (10mg/ml) 1 ml distile suda ¢o6ziilerek hazirlandi.

3.1.4.2.% 1.5’lik agaroz jel hazirlamsi

1.5 g agaroz tartilarak erlen i¢ine konuldu. Uzerine son hacim 100 ml olacak sekilde 1X TBE
eklendi. Mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oztindiiriildi.

Mikrodalgadan ¢ikarildiktan sonra elle tutulabilir sicakliga diistiigiinde (50-55 °C) ¢6ziinen
agaroz jel i¢ine son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak sekilde stok etidyum bromiir (10mg/ml)

cozeltisinden etidyum bromiir eklendi.

Hazirlanan jel, yatay jel yatagina kuyucuklarin olusmasini saglayan taraklar yerlestirildikten

sonra dokiildii ve donmaya birakildi.
Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve o6rneklerin yiiklenmesi i¢in jel hazir hale
getirildi.

3.1.4.3.% 2’lik agaroz jel hazirlanisi

2 g agaroz tartilarak erlene konuldu ve son hacim 100 ml olacak sekilde {izerine 1X TBE
eklendi. Diger tim islemler % 1.5’lik agaroz jel hazirlanis asamasindaki protokol takip

edilerek gergeklestirildi.

3.2.Yontem

Bu arastirma Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Laboratuar’inda yapilmistir. Arastirmaya 55 kolon kanserli ve 45 kontrol dahil edilmistir.
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Bu calismada oncelikle kolon kanseri tanisi konmus hastalara ait parafine gomiilii doku
orneklerinden tiimor doku pargalart 2x5 p kesitler halinde ependorf tiiplerine alinarak

numaralandirildi, oda sicakliginda muhafaza edildi.

Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve Patoloji Anabilim Dallar1 hasta
raporlarindan hastaligin olusumuna ve gelisimine katkis1 oldugu diisiiniilen sosyodemografik
bilgiler (yas, aile Oykiisii, sigara alkol kullanim1) alindi. Yine kontrol grubu olarak herhangi
bir kanser tanis1 konmamis saglikli bireylerden alinan kan orneklerinden ve kanser tanisi
konmus doku Orneklerinden DNA izolasyonu kit kullanilarak yapilmistir. izole edilen
DNA’lardan PZR amplifikasyonu gerceklestirildi ve agaroz jelde yiiriitiilerek
amplifikasyonun olup olmadigi kontrol edildi. PZR iiriinleri parca uzunluk kesim
polimorfizmi (RFLP-Restriction Fragment Lengh Polymorphism) reaksiyonuna tabi tutularak
agaroz jelde yiritiildi. Jel tlizerindeki bantlara bakilarak polimorfizm olup olmadig:
belirlendi. Elde edilen sonuglarin istatistiksel verileri, SPSS 15.0 programinda Pearson Ki-

kare ve lojistik regresyon analizi ile belirlendi.
3.2.1.Parafin dokudan DNA izolasyonu

Kolon kanserli hastalara ve kontrol grubu bireylere ait dokulardan DNA izole edildi. Parafine
gomiilii dokulardan DNA izolasyonu i¢cin DNA izolasyon kiti (analytikjena blackREP FFPE)

kullanilarak asagidaki protokol asamalar1 uygulandi.

Parafine gémiilii dokulardan mikrotom ile yaklasik olarak 2x5 p boyutlarinda kesit alinarak

ependorf tiipiine konuldu.

1- Alman kesitler tizerine 400 pl liziz soliisyonu ve 25ul proteinaz K eklenerek bu
karisim 5 saniye vortekslendi. 50 °C’de 1 saat ve 90 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi. Ardindan maksimum hizda (13.000 rpm) 1 dakika santrifiij edildi.

2- Santrifiij sonrasi karisimin tist kismi1 1,5 ml’lik tiipe alinarak iizerine 200 pl baglama
soliisyonu eklenerek vortekslendi. Farkli bir tiipe spin filtre takildi ve karigim bu tiipe
alindi. Daha sonra yaklasik 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

3- Karigimin iizerine 700 pl yikama soliisyonu eklenerek yaklasik 12.000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edildi. Ayni1 islem iki kez tekrarlandi.

4- Tipten filtre ¢ikarilarak yeni bir tiipe alindi. Maksimum hizda (13.000 rpm) 1 dk.
santrifij edildi.

5- Dabha sonra filtre ¢ikarilarak eliisyon tiipiine alind1 ve 100 pl eliisyon tamponu eklendi.
5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 8.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.
Ardindan filtre ¢ikarilarak atildi. Elde edilen DNA, 20 °C’de saklandi.
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3.2.2.Periferik Kandan DNAizolasyonu

kTM

DNA Izolasyonu, PureLin Genomik DNA Izolasyon kiti (Invitrogen) kullanilarak

asagidaki gibi yapildi.

© N R WNRE

e N e o el
o Ul WNERLRO

200 uL kan 6rnegi eppendorf tiipe alindi.

20 pL Proteinaz K eklendi.

20 uL RNAse eklendi. Vorteks yapildi ve 2 dk. oda sicakliginda bekletildi.
200 pl Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve vorteks yapildi.

55°°de 10 dk. inkiibasyona birakildi.

200 pL %96-100’liik ethanol eklendi ve Ssn. vortekslendi.

Karigim filtreli tiipe alindi.

1200 rpm’de 1 dk. oda sicakliginda santrifiij yapildi.

Filtreli kisim baska bir tlipe alindi.

. 500 uLL Wash Buffer 1 eklendi.

. 1200 rpm’de 1 dk. oda sicakliginda santrifiij yapildi.

. Filtreli kisim bagka bir tiipe alind1.

. 500 uLL Wash Buffer 2 eklendi.

. Oda sicakliginda max. hizda 1 dakika santrifiij yapildu.
. Filtreli kisim 1,5°1lik eppendorf tiipe alindi.

. 100 uL Genomic Elution Buffer eklendi.

17.

Oda sicakliginda 1 dk. inkiibasyona birakildi.

18.En yiiksek hizda oda sicakliginda 1 dakika santrifiij yapildi

3.2.3.DNA saflig1 ve derisiminin dl¢iimii

Stok DNA tiipiinden 1 pl drnek alindi spektrofotometre kiivetine aktarildi. Uzerine 99 ul

distile su eklendi.

1.0rnegin spektrofotometrede 260 ve 280 nm UV dalgaboyunda absorbsiyon degerleri

okundu.

2.DNA miktar1 formiile gore hesaplandi:

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

OD 260/280>2 ng/ul RNA, <1.8 ng/ul protein kontaminasyonu olarak degerlendirildi.
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3.2.4.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Calismamaizda PZR c¢alismamiz amaciyla fas geni -1377 polimorfizmi F: 5’-
TGTGTGCACAAGGCTGGCGC-3* R: 5-TGCATCTGTCACTGCACTTACCACCA-3’
primerleri kullanilarak, trail geni ekzon 5 bdlgesinde tanimlanan +1595 polimorfizmi F 5°-
TGAGCACTACAGCAAACATGA -3 R 5-GCACCACTAAAAGATCGCAGT -3’
primerleri kullanildi. Kullanilan primerlerin baz degisimi ve baz biiyiikliikleri tablodaki

gibidir.

Tablo2: Fas geni -1377 G\ A ve Trail geni +1595 i¢in C \ T igin kullanilan primer giftleri

R: 5’-TGCATCTGTCACTGCACTTACCACCA-3’
rs2234767

Genler Pozisyon ve Primerler Enziml | Uzunluk | Sicak
baz degisimi er (bp) ik
°O)
*1595ekzon5 | pp 5 TGAGCACTACAGCAAACATGA -3°
TRAIL | CAT RP 5-GCACCACTAAAAGATCGCAGT -3° Rsal | 391 87
rs1131580
1377
EAS G\ A F: 5*-TGTGTGCACAAGGCTGGCGC-3 sl | 122 o1

Tablo 3:Kullanilan PZR sartlari.

SNP DNA PZR Primerler MgCl, dNTP Tag DNA | dH,O Toplam
tamponu 2mM olimeraz hacim
aso- | SO | FveR) (25mM) | (2mM) |\ p
200nQ) (10 pmol) (50/ul)
Fas 1377 | 2 3 1+1 1.2 3 0.5 13.3 25
Trail 2 3 1+! 1.2 3 0.5 13.3 25
1595

PZR asamasinda; 1.2 ul MgCl, (25mM), 3 ul ANTP (2mM), her bir primerden (10 pmol/ul)
I’er pl, 3 pl PZR tampon (10X), 0,5 pl Taqg DNA polimeraz (5U/ul), 2 ul saflastirilan
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genomik DNA (150-200ng) ve toplam hacim 25 pl olacak sekilde dH,O eklenerek reaksiyon

karisimi hazirlanmistir.

Optimal amplifikasyonlarin gerceklestigi PZR programi 1s1 dongiileri asagidaki tablodaki

gibidir.

Tablo 4: Fas ve trail geni ilgili polimorfizmler i¢in optimal amplifikasyonlar

On Tepkime Dongiisii

Denatiirasyon (35 Dongii) Son sentez
SNP Asamasi

Asamasi I

o Denatiirasyon || Hibridizasyon || Sentez (uzama) || (1 dongii)

(1 dongii) Asamasi Asamasi Asamasi
Fas -1377 95°C” de 5 dk 95 °C’de 30sn || 65°C’de 30 sn 72°C’de 30 sn 72°C’de 10 dk
G/A
Trail +1595 95°C’de 5 dk 95°C’de 30sn || 61°C’de30sn || 72°C’de 45 sn 72°C’de 10 dk
CIT

Yapilan PZR islemi sonucunda elde edilen PZR iiriinleri % 1.5’lik agaroz jel elektroforezi ile

kontrol edilmistir.

3.2.5.Agaroz jel elektroforezi

Elde edilen PZR iiriinlerini degerlendirmek amaciyla %2’lik agaroz (A 9539-500G, Sigma)
jele yiklendi. Agaroz jel icin 10X TBE (Santa Cruz) stok tamponu 1/10 oraninda
sulandirilarak 1X TBE tamponu hazirlandi. 2 gram agaroz, 100 mL 1X TBE tamponuna ilave
edilip mikrodalga firinda ¢oziiniinceye kadar isitildi. Cozelti yaklasik 50-60 °C’a kadar
sogutulduktan sonra uygun miktarda Et-Br (10 pg/ml Ethidium bromiir) ilave edildi. Agaroz
cozeltisi jel kaseti ig¢ine dokiilerek taraklar yerlestirildi ve donmasi i¢in 20-30 dakika
beklenildi. 12 pl PZR iirlin, 2 pl yiikleme boyasi (6XLoading dye) ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklendi. Jel 150 V elektrik akiminda yaklagik 30 dakika yiiriitiildii ve jel UV
illiiminatorde (304 nm dalga boyunda) bakilarak degerlendirildi.

Degerlendirme sonucunda Fas -1377 polimorfizmi igeren 122 (bg) biiyiikligiinde ve Trail
+1595 polimorfizmini igeren 491 (bg) biiylikliigiinde bantlar gozlendi.
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3.2.6.RFLP

Agaroz je elektorforezi ile amplikasyonlari tamamlandigindan emin oldugumuz dna 6rnekleri
her bir polimorfizm boélgesine spesifik olan restrikriyon enzileri ile kesildi. Enzimle kesim
yani RFLP islemi sirasinda her bir enzim kendi spesifik bilesimi ve sicakligina gére muamele

olundu. Reaksiyonun bilesenleri tablodaki gibidir.

Tablo 5: Fas ve Trail geni SNP’leri i¢in uygun RFLP reaksiyon kosullar

Gen-SNP- Tampon Restriksiyon  PZR Uriinii  dH,O Toplam Reaksiyon

Enzim (10X) Enzimi (0.2ug/30]) Hacim (ul) Stiresi
(10U/ul)

Fas -1377 | 2l 1 ul 10 pl 17 pl 30 ul 61°C, 5dk.

Bstu |

Trail +1595 | 2 ul I ul 10 pl 17 pl 30 pl 65°C, 5dk.

Rsa |

Reaksiyon {rtinleri % 2’lik agaroz jele yiiklenerek 100 volt’luk akimda 30 dakika
elektroforeze tabi tutuldu. Elde edilen kesim f{iriinlerine ait elektroforez sonuglari UV
goriintiileme cihazi ile goriintiilenerek degerlendirildi. Her bir enzim boélgesi 6zellikleri ve o

bolgelere 6zgii elde edilen parga biiytikliikleri tabloda gosterilmistir.

PCER im-imil
301
|
CC alleli (ouptas VoIl tasiiaayan-—yab anal i)
332 b 59 bg
| |

CUT alleli (heterozigot nouptane)

186 hg 146 hg S0 hg

. | |
332 by 50 b

| |

TT alleli (Jvoivezicot Inntaivt)

126 b 146 b 50 b
I |

Sekil 8. TRAIL ekzon 5’in 3°UTR bélgesinin PZR iiriinii ve Rsa I enzim kesimi sonrasi verdigi bantlarin
sematik jel goriiniimii
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PCE i tmii

122bg

GG alleli [mutasyon tasimayan yabanil tip)

122 bg

GfA alleli (heterozigot mutant)

122he 108 b 14 bg
| ] .
AA alleli (homozigot mutant)
108 b 14 bg
| [

Sekil 9. FAS geni promotor -1377 bolgesinin PZR iiriinii ve Bstu I enzim kesimi sonrasi

verdigi bantlarin sematik jel goriiniimii

3.3.iSTATIKSEL ANALIZLER

Calismamizda kullanilan verilerin ortalama + standart sapma ve % siklig1 degerlerini bulmak

icin SPSS 15.0 for Windows istatistik paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1 Fas geni icin so6z konusu bulgular

Calismamizda kolorektal kanser tanisikonmushastalarin parafine gomiilii doku ornekleri
Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dallindan temin edilmistir. Bu sekilde
elde edilen 54 kolon kanseri tanis1 konmus hasta parafin doku orneklerinden 23’ i kadin
(%42.6), 31” inin erkek (%57.4) oldugu tespit edilmistir. Olgularin yaslar1 23 ile 89 arasinda
olup ortalama yas 66.27+14.17 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu ise herhangi bir kanser
tanist konmamis bireylerden alinan kan 6rneklerinden temin edilmistir. S6z konusu kontrol
grubu 28 kadin 18 erkek olmak iizere 46 kisiden olusmaktadir. Kolon kanseri olgularinin

cinsiyete gore dagilimi asagidaki grafikte verilmistir.

Cinsiyet
Dagilimi

Sekil 10.Calisma grubunda cinsiyet dagilimi

Calismaya katilacak olgulara ¢alisma hakkinda bilgilendirme yapildi ve ¢alismaya katilim icin
yazili onam alindi. Calisma ve kontrol grubunda yer alan bireylerin yas, cinsiyet ¢, sigara,
alkol, timor derecesi, timor tipi ve aile hikayesi verileri kaydedildi.Bu 6zellikler tablo’ 6 da

belirtilmistir.
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Tablo 6: Calisma popiilasyonunun (toplam, kadin ve erkek) Kkarakteristik ozelikleri ve laboratuvar

parametrelerinin ve genotiplerinin fas gen polimorfizmi acisindan karsilastiriimasi

Ozellikler

Cinsiyet

TUmor

Derecesi

TUmor

tipi

Aile
hikayesi

Sigara

Alkol

Genotip

K (referans)

E

Diisiik

Orta

Yiiksek
Adenokarsinom
Karsinom
Tasliyiiziik
Adenom

Yok (referans)
Var

Yok (referans)
Var

Yok

Var

AA (referans)
AG

GG

Kontrol (n=46)

Say1

28
18

36

21
17

%
60.9
39.1

83.3
16.7
100

44.7
36.2
19.1

Hasta (n=54)

Say1

23
31
6
26
8
45

41
12
43
10
o1

15
36

%
42.6
57.4

15

65

20
91.8

77.4
22.6
81.1
18.9
94.4
5.6
7.3
27.3
65.5

Tek
degiskenli
analizler

P

0.068

0.791

0.150

0.0001

Lojistik
regresyon

OR
1.00
4.4

1.00
4.98
1.00
0.91

1.00
1.81
19.42

0.560
0.005

Yukaridaki tabloya gore tek degiskenli analizde GG alleli p degeri 0.005 olarak ¢ikmistir. Bu

da GG homozigot allelinin istatistiksel olarak kolon kanserinde etkili olabilecegi

sOylenebilir.Yine yasin kolon kanserinde etkisi tek degiskenli analizde istatistiksel Sl¢limii

asagidaki tablo7’ deki gibidir.
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Tablo 7. Sayisal demografik dl¢iimlere ait tanimlayici degerler

Tek
Kontrol (n=46) Hasta (n=54) degiskenli

Ozellikler )
analizler

Ort=SD | Min-Max| OrtxSD | Min-Max P

Yas 51.36+10.61| 31-78 |66.27+14.17| 23-89 0.0001

Kolon kanseri olan hasta grubu ve kanser tanis1t konmamis kontrol gruplari iizerinde yapilan
istatistiksel analizlerde alkol, sigara, tumor tipi, tumor derecesi, aile hikayesi, cinsiyet
parametreleri agisindan anlamli ¢ikmamistir. Yas parametresi (p=0.0001) ve genotipler

acisindan ise GG (p=0.005) alleli istatistiksel agidan olduk¢a anlamli gikmustir.

4.2 Trail geni icin s6z konusu bulgular

Calismamizda kolorektal kanser tanisikonmushastalarin parafine gomiilii doku
ornekleri Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dallindan temin edilmistir. Bu
sekilde elde edilen 56 kolon kanseri tanis1 konmus hasta parafin doku orneklerinden 24’ i
kadin (%42.9), 32’ inin erkek (%57.1) oldugu tespit edilmistir. Olgularin yaslar1 31 ile 83
arasinda olup ortalama yas 57+14.17 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu ise herhangi bir
kanser tanis1 konmamis bireylerden alinan kan 6rneklerinden temin edilmistir. S6z konusu

kontrol grubu 26 kadin 18 erkek olmak tizere 44 kisiden olusmaktadir.
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Tablo 8: Calisma popiilasyonunun (toplam, kadin ve erkek) karakteristik ozelikleri ve laboratuvar

parametrelerinin ve genotiplerinin trail gen polimorfizmi agisindan karsilagtirilmasi

Ozellikler

Cinsiyet

TUmor

Derecesi

TUmor

tipi

Aile
hikayesi

Sigara

Alkol

Genotip

K (referans)

E

Diisiik

Orta

Yiiksek
Adenokarsinom
Karsinom
Tasliyiiziik
Adenom

Yok (referans)
Var

Yok (referans)
Var

Yok

Var

CC (referans)
CT

TT

Kontrol (n=44)

Say1 %
26 59.1
18 40.9
28 84.8

5 15.2
33 100
0 0
26 57.8
13 28.9
6 13.3

Hasta (n=56)

Say1

24
32
6
30
43
46

39
12
45

49

18
32

%
42.9
57.1

14
69.8
16.3
90.2

5.9

76.5
23.5
84.9
15.1
94.2
5.8
321
57.1
10.7

Tek
degiskenli
analizler

P

0.107

0.994

0.160

0.015

Lojistik
regresyon
OR P
1.00 | --
2.072 | 0.173
200 | ---
1 0.50
1 1]0.351

Tablo 8 e gore Trail geni CT alleli p degeri 0.015 olarak ¢ikmistir. Bu da bu allelin

istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir.Diger verilerin higbiri istatistiksel agidan

anlamli bulunamamuistir.
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4.3. PZR KONTROL URUNLERINE AiT BULGULAR

4.3.1. Fas Geni Promotor Bolge PZR Uriinlerine Ait Bulgular

Fas geni promotor boélgesinin polimorfizmine ait PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edildi. Agaroz jelde promotor polimorfizminin tespiti igin 122 bg’lik
ozgiil PZR iriiniine ait bantlar elde edildigi gozlendi (resim1).

Resim 1: Fas promotor bolge PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.

4.3.2.Trail Geni Ekzon Bélge PZR Uriinlerine Ait Bulgular

Trail geni ekzon bdlgesinin polimorfizmine ait PZR firtinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
kontrol edildi. Agaroz jelde promotor polimorfizminin tespiti i¢in 391 bg¢’lik 6zgiil PZR

tirliniine ait bantlar elde edildigi gézlendi (resim2).
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Resim 2.Trail ekzon bolge PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.

4.4 KESIM URUNLERINE AIT BULGULAR:
4.4.1. Fas Geni Promotor Bélge Kesim Uriinlerine Ait Bulgular

Fas Geni Promotor Bolge PZR iiriinleri %2’lik agaroz jele ytiklenip kontrol edildikten sonra,
122 be’lik triiniin Bstu | enzimi ile kesimi gergeklestirildi. Kesim sonrasi elde edilen {iriinler
%?2’lik agaroz jel elektroforez yontemiyle yiriitildi.Fas geni promotor bolge G/A
polimorfizminde Bstu | enzimi ile kesilmeden kalan 122bg’lik tek banda sahip 6rnekler (GG)
homozigot olarak, Bstu | enzim kesimi olan ve agaroz jel elektroforezde 108 bg ve 14 bg’lik
iki bant veren drneklerde homozigot AA genotipi seklinde degerlendirilirken ; 122 bg, 108 bg
ve 14 b¢ olmak iizere ili¢ bant veren oOrnekler ise heterozigot GA genotipi olarak
degerlendirildi (resim 3).

Resim3.Fas promotor bolge hasta gruplari kesim iiriinlerinin %2°lik agaroz jeldeki goriintiisii.
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4.4.2. Trail Geni ekzon Bolge hasta gruplari Kesim iiriinlerine ait bulgular

Trail Geni ekzon Bolge PZR firiinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol edildikten sonra,
391 bg’lik iirliniin Rsa | enzimi ile kesimi ger¢eklestirildi. Kesim sonrasi elde edilen iirlinler
%?2’lik agaroz jel elektroforez yontemiyle yiiriitildd. Trail geni ekzon bolge
C/Tpolimorfizminde Rsa | enzimi ile kesilen ve 332 ve 59 b¢’lik bantlara sahip ornekler (CC)
homozigot olarak, Rsa | enzimi ile yine kesimi olan ve agaroz jel elektroforezde 59+146+186
seklinde 3 bant veren 6rneklerde homozigot mutant TT genotipi seklinde degerlendirilirken ;
59+146+186 bg ve 59+332 bg’lik 5 bant veren ornekler ise heterozigot (CT) genotipi olarak
degerlendirildi (resim4).

“——/ | 6+186

332+59 59+146+ TT
CC 186+332
bp CT

Resim 4. Trail ekzon bolge hasta gruplarinin kesim iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki

goriintiisii.
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5.TARTISMA VE SONUC

Kanser riskini arttiran baglica genetik faktorler; mutasyonlar, kimyasallar1 aktive eden ve
detoksifiye eden enzimlerin yapisini ve ifade edilme diizeyini (karsinojen metabolizmasini)
ctkileyen kisisel genetik farkliliklar, DNA hasarinin onarim kapasitesini etkileyen
polimorfik/genetik degisikliklerdir.

Polimorfizmler, mutasyonlara gére daha sik rastlanir. Toplumda %1’den daha yiiksek
siklikta bulunan genetik cesitlilik tipine polimorfizm denir. Insan genomunda en ¢ok bulunan
genetik gesitlilik tipi, tek niikleotit polimorfizmleridir (single nucleotide polymorphism,
SNP). Genomda binlerce aday polimorfik genin bulunmasi ve genomunda bu farkliliklari
tastyan kisilerin kanser gelisimine olan duyarliliklarini etkileyebilecek olmasi pek ¢ok
aragtirmacty1 bu ¢alisma alanina siiriiklemektedir (43).

Gelismis lilkelerde yasam siirecinde kolorektal kanser gelisimi orant %5 olup 6liime
varlig1 %25-35 oraninda olup, iyi bilinen bir risk faktoriidiir (1).

Yiiksek protein alimi karsinogenezi artirabilir fakat kesin kanit mevcut degildir. Kirmizi
etin yagl elemanlar1 timor biiylimesini artirabilir ¢linkii yaglar luminal bakteriler tarafindan
anormal kolon epitelyum proliferasyonuna neden olabilen Kkarsinojenlere metabolize
edilebilir(24).

Yiiksek lifli diyetin fekal karsinojenleri seyrelttigi, kolondan geg¢is zamani kisalttigi ve
liimende uygun bir ortam olusturduguna inanilmistir. Bununla beraber yapilan daha biiyiik
caligmalar kolorektal kanser ile fiber alimi arsinda ters bir iliski oldugunu gostermemektedir
(44). Normal bir dokuda hiicre poliferasyonu ile hiicre 6liimii denge halindedir. Hiicre 6limii
olarakta adlandirilan apoptozis islemiyle, organizmadaki istenmeyen hiicreler yok edilerek bu
denge muhafaza edilir. Bunun yani sira bagisiklik bozukluklar1 ve timdér gelisimi gibi bazi
patolojik siirecleri kapsayan ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarida vardir. FAS bir hiicre yiizeyi
reseptoril olarak, bir¢ok hiicre tiplerinde apoptotik sinyalde 6nemli bir rol oynar. Ancak kolon
ve akciger kanseri de dahil olmak {izere bir¢ok kanser tiiriinde Fas proteinin seviyesi azalmis
olarak saptanmistir. Bu nedenle Fas proteini seviyesinin kolon kanserinde 6nemli bir rol
oynadig1 diistiniilmektedir. Kanserli hiicreler de Fas etkilesimiyle kanserli hiicreler apoptozise
rezistans gelistirerek immiin sistemden kacgar. Buna ilaveten Fas genindeki esey ve somatik
hiicre mutasyonlart bir¢ok kanser tiirlinlin olusumuna neden olan apoptotik sinyalin
azalmasiyla iliskilidir (3).

FAS geni Yapilan arastirmalara gore fas geni; Kolorektal kanserde ve karaciger
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metastazinda (45), akciger kanserinde (3), beyin tiimorii olusumunda (46), bobrek kanseri
olusumunda(47), nazofaringeal karsinoma da (48), gastrik adenokarsinoma da(49) ,prostat
kanserinde(50), meme kanserinde (51) arastirilmis ve ilgili bulunmustur. Ayrica sarimsaktan
elde edilen alisin maddesinin mide kanserinde etkili oldugu ve bu etkinin yine fas iligkili
apoptozisin hiicre yasam siiresini azaltarak hiicre 6liimii gelistirdigi bulunmustur (52).

TRAIL geni de yine apoptotik mekanizma igin 6nemli bir tamamlayicidir (35). Bugiine kadar
TRAIL geninin promotdr bdlgesinde -692 A/G, -716 C/T, -760 T/C ve -802 C/T
polimorfizmleri tanimlanmistir. -716 C/T polimorfizminin meme kanseri riskini arttirdigi
gbzlenmistir (53).

TRAIL ile ilgili bildirilen 6énemli polimorfizmlerden biri, ilk defa Gray tarafindan 2001
yilinda tanimlanan ekzon 5’in 1595 pozisyonundaki polimorfizmdir. Gray ve ark. Afrika
Amerikali ve beyaz wrkta TRAIL ile ilgili 3’UTR bolgesinde yer alan 3 adet polimorfik
bolgeyi incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda 3’UTR 1595 pozisyonundaki C-T degisim
polimorfizminin analizi sonucu, Afrikali Amerikalilarda C allelini 0.842, T alleini ise 0.158
olarak saptamislardir. Beyaz irkta C allelini 0.712, T allelini ise 0.288 olarak saptamiSlardir.
Calismamiz sonucunda, TRAIL 3’UTR 1595 gen polimorfizmine ait genotip dagilimimizda
% 49 CC, % 42.1 CT, % 8.8 TT bulunmustur. Buna gore ¢alismamizda C aleli frekansini
0.701, T alleli frekansini ise 0.298 olarak saptadik. TRAIL 3’UTR 1595 gen polimorfizmine
ait allel frekanslarimiz Gray ve ark. TRAIL allel frekans bulgulariyla uyumlu bulunmustur.
TRAIL’in 5. ekzon 3’UTR 1595 pozisyonundaki polimorfizmi ile ilgili literatiirde nadir
sayida ¢alisma yer almaktadir. Bunlardan en 6nemli ¢alismalardan bir tanesi, MS hastaliginda
TRAIL polimorfizm analizi amagli yapilan ¢alismadir (54).

Son zamanlarda TRAIL promotdriinde yiiksek bir polimorfik bolge daha tanimlanmistir (55).
TRAIL promotoriinde bulunan 111 bg lik bir parca tizerinde 4 SNP saptamislardir. Bu dort
promotor polimorfizmlerinden bir tanesinin (-707nt ) AP-1 transkripsiyonel faktoriiniin
baglanma bolgesi lizerinde oldugu tanimlanmistir (56). Genelde transkripsiyonel baglanma
bolgesi ve promotor bolge iizerindeki bir SNPnin, s6z konusu proteinin diizenlenmesi ve
ekspresyonu lizerine etki etmekte oldugu bilinmektedir (57,58).

Calismamizda; Fas geni promotor bdlge -1377 G/A ve Trail ekzon bolge C/T
polimorfizmlerinin kolon kanserindeki etkisinin varlig1 ararstilmistir. Calismamizda 56 hasta
ve 47 kontrol grubumuz mevcuttur. Fas geninde 47 kontrol vakasmin 21’1 AA genotipinde
%44.7,17’s1 AG genotipinde %36.2 ‘s1,9’u GG genotipinde %19.1 oraninda bulunmustur. Bu

sonuca gore GG genotipinin uygun istatistiksel hesaplamalarla ¢ikan p degeri:0.005 ¢ikmustir.
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Bu da fas geni 1377 polimorfizminin GG genotipinin kolon kanserinde etkili olabilecegi
sonucunu vermisir.

Trail geni promotor bolge +1595 polimorfizminin kolon kanserindeki etkisinin varligi
incelenmistir. Calismaya 56 hasta hasta ve 45 kontrol vakasi dahil edilmistir. Sonuglara gore
hasta vakalarindan 18 CC genotipi %32.1 oraninda,,32 CT genotipi %57.1 oraninda, 6 TT
genotipi %10.7 oraninda gozlenmistir. Kontrol gruplarinda ise 26 CC genotipi %57.8
oraninda,13 CT genotipi %28.9 oraninda, 6 TT genotipi %13.3 oraninda gozlenmistir.
Yapilan uygun istatistiksel ¢alismlar sonucunda CT allelinin p degeri; 0.015 ¢ikmistir. Bu da
bize CT genotipinin kolon kanserinde risk olusturabilcegini sdylenebilir.

Sonug olarak fas 1377 (GG)ve Trail 1595(CT) genotipli polimorfizlerin kolon kanserine
yatkinlik olusturdugu diisiiniilebilir.
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