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OZET

Cacma C. Kolorektal Kanserli Hastalarda Siklin Bagimli Kinaz Inhibitor Ailesinden
CDKNI1A ve CDKN1B Gen Polimorfizmlerinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans/ Istanbul. 2008.

Kolorektal kanser gelisen iilkelerde goriillen onemli bir saglik sorunudur.
Kolorektal kanserlerin ¢ogu sporadik olup, genetik ve cevresel faktorler biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Siklin bagimli kinaz ailesi siklin proteinleri ile hiicre ¢ogalmasi sirasinda
aktivite gosteren bir grup protein ailesidir.Fakat siklin bagimli kinaz ailesinin bu rolii
siklin bagimli kinaz inhibitorleri olarak adlandirilan (CDKI) tarafindan inhibe edilmekte
ve hiicre dongiisiiniin ilerleyisi engellenmektedir. p21Cipl (CDKNI1A) ve p27Kipl
(CDKN1B) Cip/Kip ailesine ait CDK inhibitorleridir.Calismamizda CDKN1A Ser/Arg,
C+20T , CDKNIB C-79T ,Val109Gly polimorfizmleri sporadik kolorektal kanserlerde
tiimor risk ve prognostik faktorii olarak incelenmistir. Calismaya 50 kolorektal kanserli
hasta ve 60 saglikli kontrol dahil edilmistir. CDKNI1A Ser31Arg genotiplerinin dagilimi
kolorektal kanserli hasta ile kontrol grubumuz arasinda istatistiksel olarak anlamli
derecede farklilik gostermistir. (p=0.036). Ancak, CDKNIA C+20T and CDKNI1B
Vall09Gly, C-79T polimorfizimlerinde genotip dagilimi ve hastaliga yatkinlik
acisindan anlamlilik bulunamamistir. Kolorektal kanserli hastalarda CDKNI1B
Vall09Gly G allelini tasimanin 50 ve 50 den kiigiik yastaki hastalarda 50 yasindan
biiyiik olanlara gore daha yiiksek oldugu gozlenmis ve fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.05; OR:8, %95CI: 0.874;-73.266). Vall09Gly G alleli tasimanin
azalmig tumor differansiyasyonuyla iliskili oldugu saptanmistir (p=0.037, OR:2.57,
9%95CI: 1.441-4.589). Bu bulgularin, kolorektal kanserde genetik risk faktorlerinin
belirlenmesine klinik anlamda yardimci olabilecegi ve hastaligin molekiiler
mekanizmasimin ¢oziimlenmesine katki saglayacak caligmalara yeni bir bakis acisi
getirebilecegi diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler : Kolorektal Kanser , Siklin Bagimli Kinaz Inhibitorleri, Polimeraz
Zincir Reaksiyonu, Genler, Polimorfizm

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 1746
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ABSTRACT

Cacina C. (2008). Investigating CDKN1A and CDKNI1B from cyclin dependent kinase family
gene polymorphisms 1n colorectal cancer patients. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Molekiiler Tip A.B.D. Yiiksek Lisans/ Istanbul. 2008.

Colorectal cancer is important health problem in developed countries. Most cases
of colorectal cancer are sporadic, and genetic and environmental factors play important
roles. Cyclin Dependent Kinases form complexes with cyclins to modulate cell
proliferation through cell-cycle control,wheras CDK inhibitors inhibit the kinase
activities of the complexes and block cell-cycle transitions. p21Cipl (CDKN1A) and
p27Kipl (CDKNIB) proteins belong to the Cip/Kip family are two putative tumor
suppresors and CDK inhibitors. We have examined CDKNI1A Ser/Arg, C+20T and
CDKNIB C-79T ,Vall09Gly polymorphisms as a marker of tumour risk and
progression in sporadic colorectal cancer. 50 colorectal cancer cases and 60 healty
controls were enrolled in this study. The distribution of CDKN1A Ser31Arg genotypes
were different between colorectal cancer patients and controls (p:0.036). There were no
association between CDKN1A C+20T and CDKN1B Vall109Gly, C-79T genotypes and
susceptibility to colorectal cancer. Patients with Vall09Gly G allele were more
commonly associated with decreased tumour differentiation (p=0.037, OR:2.57, %95CI:
1.441-4.589). In the analyses stratified by the age we have observed the the frequency

of G allel had 8-fold increased risk of 502 patients with colorectal cancer compared to

50< patients (p=0.05; OR:8 ,%95ClI :0.874;-73.266).
This findings if confirmed would have a clinical value in helping to assess the
genetic risk for colorectal cancer thus opening new perspectives for the study of

molecular factors underlying the mechanisms of colorectal cancer

Key Words: polymorphism, Colorectal Cancer, Cyclin Dependent Kinase Inhibitors
Polimerase Chain Reaction,Genes

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 1746



1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kansere diinyada yaklagik her yil 945000 kisi yakalanmakta oldugu
ve bunlardan yaklasik 492000 kisinin kaybedildigi bilinmektedir. Kolorektal kanserler,
ya sporadik, ya kalitsal kanser sendromlari, ya da enflammatuvar barsak hastalig
zemininde gelisebilmektedir. Adeno-karsinomlar kolorektal kanser geligsiminin temelini
teskil eder ve altinda yatan molekiiler mekanizmalar ise biiyiik dl¢iide aydinlatilmigtir.
Hastaligin gidisati ise hastaya, uygulanan tedaviye ve tiimoriin Ozelliklerine gore

degisiklik gostermektedir (1) .

Kanser somatik hiicrelerde, baslica mutasyonlar sebebiyle bas gostermektedir.
Fakat tek bir mutasyonun degil birden fazla genetik aksakligin birikimi sonucu
meydana gelmektedir. Bu nedenle insanlarda tiimor gelisimi asamali ve zamana dayali
bir siiregtir(2). Insanlarda karsinogenezin, kontrol edilemeyen hiicre cogalmasi,
gelisimi, farklilasmasinda rol oynayan molekiilleri kodlayan genlerdeki hasarlar ve
ozellikle de hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerden siklin bagiml kinaz (CDK) ve
siklin bagimli kinaz inhibitér (CDKI) ailelerindeki defektler sonucu olustugu
diistiniilmektedir (3,4).

Siklin bagimli kinaz ailesi siklin proteinleri ile hiicre ¢ogalmasi sirasinda
aktivite gosteren ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglayan bir grup protein ailesidir.
Fakat siklin bagimli kinaz ailesinin bu rolii, siklin bagimli kinaz inhibitorleri olarak
adlandirilan (CDKI) tarafindan inhibe edilmekte ve hiicre dongiisiiniin ilerleyisi

engellenmektedir (5,6).

Hiicre dongiisii kontrolii, normal gelisim ve farklilagma agisindan kritik bir oneme
sahiptir. Bu asamada olusabilecek normal disi bir durum, timoér gelisimine sebep
olabilir. Hiicre dongiisii, siklin bagimhi kinaz aileleri tarafindan diizenlenir. Bu
molekiillerin katalitik yardimcilan siklin proteinleridir. Dongiiniin farkli agamalarinda
siklin ve siklin bagimhi kinaz komplekslerinin degisik formlar1 olusturulur ve bunlar

stirecin devami icin gereklidir (7).



Normal hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisiiniin farkli yerlerinde yer alan
kontrol noktalari ile ¢ok dikkatli bir sekilde diizenlenmektedir (8). Insan kanserlerinde
G/S kontrol noktasi1 bozulmustur(4).G;’den S fazina gecisin merkezinde retinoblastoma
(Rb) yolag1 bulunmaktadir (9). Bu yolak Rb proteininin siklin bagimli kinaz aileleri ve
bunlarin bagli olduklar1 siklin proteinleri araciligiyla fosforilasyonu sonucu pozitif
sekilde diizenlenmektedir. Aym zamanda bu siireg, siklin bagimli kinaz
inhibitorlerinden Cip/Kip ailesine ait CDKNIA (p21Cipl) ve CDKNIB (p27Kipl )
tarafindan inhibe edilebilmektedir (10).

CDKNI1A (p21Cipl), CDKNI1B (p27Kipl), Cip/Kip ailesine ait zayif etkili tiimor
baskilayici proteinler olup, retinoblastoma proteininin fosforilasyonuna neden olan
Siklin E-CDK?2, Siklin A-CDK2 ve Siklin D-CDK4 komplekslerinin aktivitelerini
inhibe ettikleri bilinmektedir (4,11).

Kanserde risk belirleme parametrelerinden biri olabilecegi diisiiniilen gen
polimorfizim caligmalar1 pek cok yaygin kanser tipinde, hiicre proliferasyonu ile ilgili
pek cok gen iizerinde yiiriitiillmektedir. CDKI ailesi iiyelerinden olan, CDKNI1A ve
CDKNIB gen polimorfizmi calismalari, halen yetersiz olup, tartismaya acik veriler
icermektedir. Calismamizda, CDKN1A ve CDKNI1B gen polimorfizimleri kolorektal
kanserli hastalarda incelenecektir. Kolorektal kansere ait risk durumlari, CDKN1A ve
CDKNIB  genotiplerinin, klinik diger parametrelerle iliskileri degerlendirilmeye
calisilacaktir. Calismamizin kolorektal kanser etyopatogenezinde CDKNIA ve

CDKNI1B’nin 6nemini arastiracak calismalara 151k tutacag diisiincesindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER

Kolorektal kanser diinyada iiclincii en yaygin kanser tiirii olup, en sik oliimle
sonug¢lanan dordiincii kanser cesididir (12). Bu kanser tiirii gelismis lilkelerde, gelismekte
olan iilkelere nazaran daha sik goriilmektedir (12-14). Kolorektal kanserlerin cogu
sporadik olup, genetik ve cevresel faktorler biiyiikk onem tagimaktadir (12). Bu tip kanser
hastalarinin yaklasik %20’ si kalitsal kolorektal kanser i¢in kesin kriterlere tam olarak
uymaksizin, bazi ailesel risk faktorlerine sahiptirler (15). Bunun yaninda sporadik
kolorektal kanserler %88-94 oraninda goriilmekte olup, ileri yas, erkek cinsiyeti, cesitli
hormonal ( ilk gebelik yasi, erken menapoz vb.) ve cevresel faktorler ( et ve yagdan
zengin, folat ve kalsiyumdan fakir diyet vb.) , obezite, diyabet, sigara, yiiksek alkol alimu,

kolorektal polip hikayesi gibi pek ¢ok faktor hastalik riskinde 6nem tagimaktadir (1).

2.1. KOLOREKTAL KANSER RiSK FAKTORLERI

2.1.1. Yas: Kolorektal kanser geng yetiskin bireylerde de goriilmekle birlikte, 50
yasin iistiindeki kisilerde bu kanser tipinin goriilme olasiliginin arttig tespit edilmistir.
Tam1 konulan hastalarin cogunda, ortalama yasin 50’nin iizerinde oldugu
bildirilmistir(16).

2.1.2. Kalitsal Faktorler: Kalitsal kolorektal kanserler; herediter polipdz kolorektal
kanserler (HPCC) ve herediter nonpolipdz kolorektal kanserler (HNPCC) olarak
adlandirilirlar. herediter polipoz kolorektal kanserler (HPCC); polipozis zemininden
gelisen kolorektal kanserlerdir. Sporadik vakalara oranla daha geng¢ yaslarda goriiliirler.
Familyal Adenomatdz Polipozis (FAP) kolonda 100’iin iizerinde adenomatdz polip
bulunmas1 ya da FAP ailesi bireylerinden birinde herhangi bir sayida adenom
saptanmasi ile tani1 konulan bir hastaliktir. Sorumlu olan genetik defektin 5.kromozom
tizerinde q 21 lokusunda bulunmakta olan APC (adenomatdz polipozis geni) geni
oldugu bilinmektedir. HNPCC ise, polipozis sendromlan ile iligkisiz olup Lynch
sendromu olarak adlandirilmislardir ve 6zellikle otozomal dominant bir kalittm modeli
gostermesi, kolorektal kanser gelisme yasinin erken olmasi, kanserlerin ¢ogunlukla sag

tarafta yerlesik olmasi ile karekterizedir (16).



2.1.3. Ailede Kolorektal Kanser Hikayesi:Kolorektal kansere yakalanmis hastalarin
%20’sinin aile bireylerinde bu kanser tiiriine yakalanma hikayesi mevcuttur.Birinci
derece akrabalarindan birinde 60 yasindan O©nce veya yine birinci derecede
akrabalarindan iki ya da daha fazlasinda herhangi bir yasta kolorektal kanser veye
adenomat6z polip hikayesi olan kisilerin hastaliga yakalanma olasiginin arttigi
diisiiniilmektedir.Riski attiran nedenler tiim hastalarda acikliga
kavusturulamamistir. Ancak kalitmsal genetik faktorlerin ¢evresel veya diger faktorlerle

birleserek bu sonuca ulasildigi diisiiniilmektedir (16).

2.1.4.Bireysel Polip veya Kolorektal Kanser Hikayesi: Adenomat6z polip hikayesine
sahip bireylerde kolorektal kansere yakalanma olasiliginin arttig1 diisiiniilmektedir. Bir
defa kolorektal kansere yakalanmis kisilerde de hastalik tiimden ortadan kalkmis olsa

bile kolon ve rektumun diger bolgelerinde yeniden kanser gelisebilir(16).

2.1.5. inflamasyon: Ulseratif kolit Crohn’s hastaligi gibi durumlarda bagirsak uzun
siire inflamasyona maruz kalir.Bu durumda displazi gelisebilir ve displazinin yerini

kansere birakmasi olasi bir ihtimal olarak one siiriilmektedir (16).

2.1.6. Diyet: Kolorektal kanser patogenezinde yag oranindan zengin yiiksek kalorili
beslenmenin, fazla kirmizi et tiilketiminin, antioksidan, antimutajen, antineoplastik
vitamin ve eser elementlerden yoksun, lifsel komponenti olmayan beslenme
aligkanliginin, timor olusumunda Onemli rolii vardir (17). Fakat tiim bu diyet
faktorlerinin riski ne kadar attirdigi ve kanser siirecine nasil bir katkida bulundugu
konusu acikliga kavusturulamamistir. Meyve ve sebze agirlikli diyetin, kolorektal
kanser olasih@imi diisiirdiigli diisliniilmektedir. Cesitli yag tiirleri, biber vb. diyet
bilesenlerinin etkisi netlik kazanmamistir (16).

2.1.7. Irk: Afrika kokenli Amerika’lilarda nedeni heniiz tam bilinmemekle birlikte
kolorektal kansere yakalanma ve bu kanser tiirlinden 6liim oranlart Amerika’da
yasayan diger irklara oranla daha yiiksek durumdadir.Kolorektal kanser Dogu Avrupa
Yahudilerinde de diger irklara gore sik goriilmektedir.Bu etnik gruplarda kanser gelisim

riskini arttiran genetik mutasyonlara rastlanmistir (16).



2.1.8 Fiziksek Aktivite: Fiziksel olarak inaktif bireylerde kolorektal kansere
yakalanma olasiligt daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Fiziksel aktivitenin

attirilmasinin riskin azalmasina yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir (16).

2.1.9. Obezite: Asir kilolu bireylerde kolorektal kanser gelisimi ve bu kanser tiiriinden
olim riski artmig durumdadir.Obezite kadin ve erkeklerde riski arttiran bir faktor gibi
goriinsede, erkeklerde bu faktoriin daha etkin bir rol oynadig diisiiniilmektedir. Ayrica
kilo ile iliskili oldugu diisiiniilen Tip 2 diyabetin de kolorektal kanser agisindan risk

olusturdugu ileri siiriilmektedir (16).

2.1.10. Sigara: Uzun siire sigara kullanan kisilerin, hi¢ sigara icmemis insanlara oranla
daha fazla risk altinda oldugu gercektir. Sigaranin akciger kanserine neden olan bir
etken olarak bilinmesi yaninda, kullanimi sirasinda kansere sebep olabilecek maddelerin
yutulmasi sebebiyle, kolorektal kanser gibi, diger sindirim sistemi kanserlerine de yol

acabilecegi ileri siiriilmiistiir (16).

2.1.11. Asmr1 Alkol Tiiketimi:Alkol tiiketiminin kolorektal kanserle iliskili oldugu
diisiiniilmektedir.Bu durumun en azindan asir1 alkol tiiketen kisilerin viicutlarinda diisiik

folik asit degerleriyle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. (16).

Ulkeler arasindaki kolorektal kanser sikliklart arasindaki degiskenlik
beslenme,yasam tarzi ve cevresel faktorlerin farkliligini yansitmaktadir.Endojen ve
ekzojen karsinojenik etkenler, hatali beslenmeye bagli koruyucu maddelerin eksikligi
kolon mukoza epitel hiicrelerinin rejenerasyon (yenilenme) direncinin ve mukus
kalitesinin bozulmasina sebep olmaktadir. Tiim bu faktorler, barsak epiteli ile direkt
temasta olan intraluminal mikrofloranin ve iceriginin degismesine epitel hiicre
membranlarinda yag asit oranlarinin yiikselmesine, lipit peroksidasyon radikallerinin
artmasina neden olur. Ayrica sitokinler, interlokinler, prostaglandinler ve tiimor nekroz
faktorii alfa (TNF a) ,nitrik oksit gibi mediatorlerin mukoza epitel harabiyetinin kalict
hale gelmesine sebep oldugu ve  genetik, somatik mutasyonlarin da etkisiyle
karsinogenezin basladig bilinmektedir (17). Kolorektal kanserlerin %20’sinin ailesel,

9%1-2’sinin inflamatuar barsak hastaliklar1 sebebiyle oldugu bilinmektedir.



Kalitsal kolorektal kanserler ise, otozomal dominant gegisli FAP ve. HNPCC
basta olmak {iizere kolorektal kanserlerin %5-10 ‘unu kapsamaktadir (1).
Adenokarsinomlar ile iliskili oldugu diisiiniilen genetik degisiklikler, kolorektal
kanserin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (18-19). Kolorektal kanserlerin %70’den
fazla bir oranda sporadik adenomatdz poliplerden gelistigi diisiiniilmektedir ve otopsi
calismalari, bati toplumlarinda bu adenomlarin oraninin %30-40 arasinda oldugunu
gostermistir. Bu polipler ¢ogu hastada asemptomatiktir ve genellikle cesitlilik
gostermektedir. Endoskopiyle tespit edilmesi gii¢ olan yassi poliplerin tiim poliplerin
%10’unu olusturdugu ve maligniteye doniisme oranlarinin daha yiiksek oldugu ©ne
stiriilmektedir. Kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %5’inde ailesel sendromlar
rapor edilmistir. En yaygin kalitsal sendromlar ailesel adenomattz polipler ve HNPCC
kolon kanseridir. Ailesel adenomat6z poliplerde besinci kromozom {iizerinde yer alan bir

tiimor siipresor gen olan APC’de germline bir mutasyon s6z konusudur.

HNPCC’nin ise dominant bir kaliitm gosterdigi ve baslica proksimal kolonda
goriildiigi bilinmektedir Bu kanser tipini tasiyan hastalarda, normalde fonksiyonlari
rekombinasyon, replikasyon sirasinda meydana gelen hatalar1 tamir etmek veya bu
islemler sirasinda bir veya daha fazla niikleotidin yer degistirmesi sonucu olusabilecek
hatalar1 ortadan kaldirmak olan, DNA tamir enzimleri ile ilgili mekanizmalar1 kontrol
eden molekiillerde, germline mutasyonlar mevcuttur. Bu mutasyonlarin 6zellikle
DNA’da mikrosatellit kararsizlikla kendini belli ettikleri 6ne siiriilmektedir (20).

Kolorektal kanser gelisiminde iltihapli barsak hastaliginda karsinogenez icin olan
bagimsiz yollarin mevcut oldugu diistiniilmekte olup (21-24),DNA metilasyonundaki
degisiklik, histon asetilasyonu gibi epigenetik mekanizmalarin yani sira siklooksigenaz-
2-geni ve peroksizom c¢ogaltici-aktive edici reseptor genleri gibi degistirici (modifiye
edici) genlerin de kolorektal kanserin baslangicinda olduk¢a ©nemli oldugu ©ne
stiriilmektedir (18,19,25-27). APC gen mutasyonlar1 ve hipermetilasyon takiben k-ras
mutasyonlart erken evrede, bunu takiben DCC (deleted in colon cancer) ve p53 gen
mutasyonlari ise ge¢ evrede bas gosteren kolorektal kanser siirecindeki degisikliklerdir.
(28).
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Sekil 2-1:Normal Epitel Dokudan Karsinomaya Doniisiim (20).

Kanserlerde goriilen genetik degisiklikler, bir niikleotid diizeyinde (tekli ya da
coklu baz degisiklikleri), kromozomal diizeyde (kromozom kayiplar)ya da DNA
promotor bolge metilasyonu seklinde olusabilir. Kanser hiicresinin biiylime ve cogalma
siirecinde meydana gelen genetik degisikliklerin (onkogenler, timor siipresor genler),
konak¢1 faktorleri (enzim polimorfizmi) ve tiimor konakci etkilesimi (anjiogenez,
invazyon, metastaz) sonucunda gelistigi bilinmektedir (29-30). Geleneksel olarak,
kolorektal karsinogenez biiylimeyi ve genetik kararliligt etkileyen cesitli
mekanizmalarla da agiklanabilir (31). Sporadik kolorektal kanserlerin yaklasik %85’1 ve
ailesel adenomat6z polipozise sahip hastalarin karsinogenez siirecinin bilyiimeyi
diizenleyen genlerdeki degisiklikler dolayisiyla olusabildigi bilinmektedir. Bu yoldaki
anahtar adimlardan birisi tiimor-baskilayict gen APC’nin mutasyonudur (28). APC
erken kolorektal kanserlerin %80 den fazlasinda inaktive edilir ve sporadik kolorektal
kanserlerin gelisimi icin olduk¢ca Onemlidir (20). Aslhinda, APC geninin genetik
kararlilikta rol oynamas1 ve yanlis eslesme tamir genlerinin , hiicre proliferasyonunu
(cogalmasin1)  etkileyebillmesi, bu iki  yolun birbirinden tam  olarak
ayirilamayabilecegini diisiindiirmektedir (22). Bircok farkli tiimor baskilayic1 genler
(6rn; DCC,DPC4/Smad4,p53,nm32 )ve onkogenlerin (6rn; K-ras,c-myc,c-neu,c-erb-2,c-

src) karsinogenez siirecinde rol oynadigi agiktir (28).



Kolorektal kanserlerde de hiicre dongiisiinde, DNA sentezi ve onariminda,
tiimor siipresor genlerde, farklilagsma ve apoptozun kontroliinde meydana gelen birgok
genetik degisim arastirilmaya devam etmektedir (32).

Kolorektal kanser agisindan yaygin goriis arka plandaki genetik mutasyon
oranlarinin klonal yayilimlarla birleserek kanser gelisimine neden oldugudur.Genetik
kararsizligin timor gelisimi i¢in gerekli degil, ama yeterli olabilecegi goriisii
tartisiimaktadir (20).

Genom gardiyan1 olarak bilinen p53 ise , DNA hasarina kars1 hiicre dongiisiinii
durduran bir DNA’ya baglanan transkripsiyonel aktivatordiir . Normal (wild type)
p53’iin etkisinin, bir mutasyonla ya da anti-apoptotik Bcl-2 geni ile antagonize edilmesi
karsinogenez siirecinde oldukca 6nemli bir yer tutmaktadir (20).

Genetik kararlii@i saglayan genlerdeki (6rn;yanhis eslesme tamir genleri)
mutasyonlar veya epigenetik degisiklikler ise pek ¢ok kanserde oldugu gibi kolorektal
kanserde de oldukca onem tasimaktadir (15). HNPCC ‘nin olusumu bu yolun kalitsal
bir gostergesi olup , kendiliginden gelisen (sporadik) kolorektal kanserlerin %15 inin de
bu mekanizma nedeniyle olustugu disiiniilmektedir(33). Biiyiimeyi diizenleyici
onkogenler ve tiimor baskilayici genlerin yam sira, TGFp ve BAX gibi baska tiimor
baskilayici genler de bu yolda mutasyona ugramiglardir (15,18,22).

Tablo 2-1 Prognostik 6nem tasiyan molekiiler markirlar:(1)

Timér baskilayicl genler ve onkogenler (K-ras, ¢-mye, p53, DCC, smad4, nm23)
Apoptoz ve hiicre intihari ile iliskili genler (b ¢l-2, BAX)

DNA sentezi ile ilgili genler (timidinfosfataz)

Biiylime faktérleri ve bilylime faktorii reseptér genleri (TGFa, TGFf, HER-2Ineu,
EGFR)

Yanhs eglesme tamir genleri (MSH2, MLH1)
Anjivegenez ile ilgili genler (VEGF)
Siklinler ve siklin bagimh kinaz inhibitér ailesi (p27, p21, p16)

Tutunma molekiilleri ve glikoprotein genleri (cddd, E-kaderin, ICAM-1)
Invazyon belirte¢leri (MMPs, Girekinaz tipi plasminegenaktivatér)
Proliferasyon indisleri (Ki-67, Mib-1, proliferasyon hiicre niikleerantijen)

Antioksidanlar (Siiperoksit dismutaz, GST-pi)
Telomer uzunlugu




2.2. HUCRE DONGUSU VE KANSER

Hiicre dongiisii, hiicrenin biiyiime ve farklilagmasini DNA hasar tamir
mekanizmalarinin diizenlenmesini, yaralanmalara karsi doku cevabinm1 ve kanser gibi
cesitli hastaliklar1 igeren karmasik bir siirecte yer almaktadir.Bu dongii hiicreyi mitoz ve
iki kardes hiicre olusumu ile sonug¢lanan bir dizi 6zgiil reaksiyona dogru yonlendiren
cesitli diizenleyici proteinleri kapsar. Bu siirecin merkezinde siklin bagimli kinazlar
(cdk) ve siklin proteinleri yer alir ve dongiiniin G1,S, G»,M fazlarina gecisi diizenlerler.

(34).

Yem Yaviu Hitere

Mitoz (Hiicre Biliimmesi) Dénginiin :
Baslangia Biiyiune Faktorleri,
Onlogenler, siklinler ve
% CDK'lar
b 4 -
Gy

Sentez
(DINA'nm S
Eslenmes) h Tiunir Baslalayica Genler,
\ CDK wlubitorlen
Restilsivon nolitas:

{Gen donitsiimsiiz nokta)

Sekil 2.2:Hiicre Dongiisii Fazlar: (35).

Morfolojik olarak interfaz, (profaz, metafaz ,anafaz) gibi evreleri iceren mitotik
faz olarak alt boliimlere ayrilmistir (34). Interfaz G1,S, G, evrelerini kapsar. G; fazinda
hiicre DNA sentezi i¢in hazirlanir. S fazinda ise DNA sentezi gerceklesmektedir.G,
fazinda , hiicre mitoz fazi i¢in hazirhiga girer. Gy faz1 ise boliinme potansiyeline sahip

fakat bu dongiiye katilmayan hiicreler icin gecerlidir (36).
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2.3. HUCRE DONGUSUNUN DUZENLENMESI
Hiicre dongiisii baglica siklin bagimli kinaz (cdk) ve siklin komplekslerini i¢ceren
mekanizmalar araciligiyla diizenlenir. Siklin bagimli kinazlar (cdk) dongiideki spesifik

noktalar1 aktive eden bir serin /treonin protein kinaz ailesidir (37).

Termmal Farkhlasma

G Fan

Restriksivon
Noktas1

.....
NG |y
i

nDNA

Icenia

DNA Sentezi \_

Sekil 1.3: Hiicre Dongiisiinde Siklin Bagimh Kinaz ve Siklin Kompleksleri (36).

Bu aile, siirecin islemesi acisindan kritik bir 6neme sahiptir ve inaktivasyonlari
mitozu engeller (38-40).Siklin bagimli kinaz (Cdk) ailesinin islevleri cesitli
mekanizmalarla diizenlenmektedir.Bunlardan biri treonin ve tirozin kalintilarinin
fosforillenmesidir (41). Hiicre boliinmeye hazir oldugunda, cdc25 belli bolgelerinden

cdk1’i defosforile eder, bunun sonucunda cdk1 kinaz aktive olur (38,42-44).
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Sekil 2.4: Siklin Bagimh Kinazlarin Fosforilasyon Durumlan (35).

Siklinler ise ¢esitli diizenleyici fonksiyonlar1 yerine getirirler. Buna ek olarak
cdk ailesinin fosforillenme durumunda gérev alirlar. Siklin bagimh kinaz ailesi (cdk)
aktivitelerini yerine getirmek icin siklin proteinlerine baglanmak zorundadir. Siklinler,
cdk ailesini nukleusa dogru yonlendirir ve siklin bagimli kinaz ailesinde bulunmayan
nukleer lokalizasyona sahiptir (45). Baz1 cdk ailesi iiyeleri, birden fazla siklin
baglayabilir (37). Bu proteinlerin siklin olarak isimlendirilmelerinin nedeni hiicre
dongiisii boyunca eksprese olmalaridir (46,47). Siklin bagimli kinazlar ,belli siklinlerin
hiicre dongiisii siiresince ekspresyonlar1 dolayisiyla dongiiniin belli zamanlarinda aktive
edilebilir. Siklinlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesi, onlarin par¢alanmasi ve yikimi
hiicre dongiisii boyunca ¢esitli sekillerde kontrol altinda tutulmaktadir .Siklinler yiiksek
miktarda prolin ,glutamat,serin ve treonin iceren protein motifleri ve sekanslara
sahiptirler. Bu motifler siklinlerin belirli zamanlarda ubiquitine baglanma suretiyle
parcalanmalarina sebep olurlar (46,48-50).

Boylece dongii sirasinda belirli siklinlerin yikim ve sentez miktarina bagh
olarak hiicrelerin dongiisiine giris ve farkli fazlara gecis asamalan belirlenmektedir.
Genel olarak hiicre bir faza girmeden 6nce, onceki faza 6zgii siklinler parcalanip, bir
sonraki faza 6zgii siklinler sentezlenerek dongii yonlendirebilmektedir.

Siklin bagimli kinazlar ise cesitli substrat molekiillerini fosforilleyerek hiicre
bolinme siirecini  katalizlerler. Cdk’larin, G, ve M fazlarinda, niikleer

laminler,mikrotiibiiller niikleer hiicre iskeletini hedef aldg1 (51,52), G; fazinda ise en
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onemli hedefinin Retinoma proteini oldugu bilinmektedir.Boylece, G; fazinda, siklin-
cdk kompleksleri tarafindan retinoblastoma proteininin ¢esitli aminoasit kalintilart
fosforillenmektedir (53). Hipofosforile durumda olan Rb proteini, E2F transkripsiyon
faktoriinii baglamakta, boylece transkripsiyon gerceklesememektedir. Siklin ve siklin
bagimli kinazlar retinoblastoma proteinini fosforillediginde E2F  serbest kalir ve
boylece transkripsiyon ve dongiiniin devami i¢in gerekli proteinlerin sentezi gerceklesir

(54-55).

Orta G1

Sekil 2.5: Retinoblastoma Proteini ve E2F Faktorii (35)

Retinoblastoma dongiiniin geri kalan kismi boyunca hiperfosforile halde kalir.
Siklin A ve SiklinB bagimlh kinaz cdk2 ve cdkl’in dongiiniin devam etmesi igin
retinoblastoma proteinini hiperfosforile bir halde tuttugu diistiniilmektedir (9). Hiicre
dongiisiinde G ve S fazinda en fazla arastirilan ve en 6nemli gibi goriinen p16 ve p21
aileleridir. p16 ailesinin p16,p15,p18 ve p19 gibi iiyeleri vardir ve cdk4, cdk6 gibi siklin
bagimli kinazlar1 inaktive ettikleri bilinmektedir (56-59). Bu aile, siklin bagimli
kinazlarla bu siklin proteinleri birlesmeden ©nce, stabil kompleksler olustururlar ve
siklinlerin asir1 ekspresyonu durumunda bile cdklardan ayrilmazlar. p16 ailesi tiyeleri
cdk4 ve cdk6’y1 baglamak suretiyle retinoblastoma proteininin fosforilasyonunu ve
aktivastonunu engellerler. p21 ailesi, p21(cipl) ,p27 (kipl),p57 (kip2) gibi iiyeleri
kapsamaktadir (60,61). Bu aile, G; fazinin diizenlenmesinde birincil derecede 6nemlidir
(62). Bu proteinlerin biiyiik olasilikla cdkl disinda ¢ogu cdk iiyelerini inhibe ettigi
diistiniilmektedir (63,64).
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Yapilarinin yiiksek oranda benzerlik gostermesi sebebiyle p21 ve p27’nin aym
mekanizmalar1 hedef sectigi ve inhibe ettigi One siiriilmiistiir. Bu molekiillerin temel
yapilantyla ilgili ¢alismalarda Cip/Kip protein ailesinin alfa heliks modelinin siklinlerle
ilk bag1 kurdugu, ikinci heliksin ise daha derin kisimlardaki Cdk alt iinitelerine ulagtig
ve bu sekilde ATP baglanmasinin engellendigi tespit edilmistir (10,65).

p21 ailesinin iiyeleri siklinlere baglanarak cdklarin retinoblastoma proteinin
fosforillemelerini ve retinoblastoma proteininin E2F transkripsiyon faktoriinden
ayrilmasin1 engeller (66,67). Diger ailenin iiyelerinden farkli olarak hiicre ortaminda
siklin diizeyindeki artis, p21 fonksiyonlarini inhibe etmektedir. p21 ‘nin prolifere hiicre
niikleer antijenini (PCNA) bagladigi, DNA replikasyonu ve tamir mekanizmalarinda rol
oynayan DNA polimerazin alt birimlerinden olan DNA polimeraz sigmay1 da
baglayarak fonksiyonlarim1 engelledigi One siiriilmiistir (68). P53’iin, p21
ekspresyonunu uyarmasi, p53’iin hiicre dongiisiinii kilitleme metodlarindan biri oldugu

bilinmektedir (69).
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Biiyiime faktorleri ilk olarak Gy ve G; fazindaki hiicrelere etki ederler. Erken
G;’de bu faktorlerin ortamdan uzaklagsmalar1 hiicrelerin Gy fazina geri donmeleriyle
sonuclanabilir. Fakat G;’in sonlarina dogru hiicreler sinir noktasini gectikten sonra
biiytime faktorleri ortamdan uzaklagsa bile hiicreler tekrar Gy noktasina geri donmezler
ve dongiiye devam ederek S fazina girerler (70).Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalart,
biyokimyasal olarak birbirleriyle iliskisi olmayan asamalar arasinda baglanti kuran
biyokimyasal yolaklar olarak tanmimlanmaktadirlar (71). Dongiintin kilitlenmesi ya da
ertelenmesi, eksrinsik veye intrinsik olabilen ¢esitli faktorler tarafindan olusturulabilen
ve farkli kontrol noktalarmi etkileyebilen bir durumdur. Intrinsik faktorler olarak
hiicrenin hacmi, biiyiikliigi s6z konusu olup, bu faktérler memeli hiicrelerinde diger
canlilara gore daha az 6nem tasimaktadir (72). Tiim hiicreler i¢in 6nemli olan, hiicrenin
dongiideki ilerleyis oranim1 ve kararliligimi etkileyen hiicre beslenmesi ise, ekstrinsik
faktorlerdendir. Hiicreler aglik durumunda birakilarak kiiltiir ortamina alindiklarinda
hiicre dongiisiinden ciktiklarn ve Gy fazina girdikleri goriilmistiir. Tiim hayvan
deneylerinde aclik durumunun, kayiplara bagh olarak organ ve doku atrofisini uyardigi
gozlemlenmistir. Bu hiicrelerin dongiiye tekrar katilmalar sadece beslenme durumu
tekrar iyilestirildikten sonra miimkiin olmaktadir (73-74).

DNA hasar ajanlari, dongiiniin G; ve G, noktalarinda kilitlenmesini tetikler.
Hiicreler S fazinda da alikonulabilirler. G; fazindaki duraksama DNA sentezi Oncesi
tamir ve bakim asamasina olanak tanirken, G, fazindaki alikonma, mitozda
kromozomlar ayrilmadan onceki tamir asamalarina imkan saglar (75).

G, fazindaki duraklama p53 bagimhidir. p53 geni ¢ikarilmis olan transgenik
farelerde yapilan calismalarda, G; noktasinda DNA hasarina cevap verilemedigi ve
dongiiniin bu noktada kilitlenmedigi gdzlenmistir (76-77). Diger yandan p53 harabiyet,
veya yoklugunun hiicrede radyasyon ve kimyasal duyarliligi arttirdigi tespit edilmistir
(78-79). Fakat p53’ten yoksun bu hiicrelerin aymi ajanlara maruz kaldiginda G2’ de
duraklama yetenegini korudugu goézlenmistir (77). p53’tin G; fazin1 durdurmayla
iligkili olarak ¢ok cesitli fonksiyonlar1 vardir. p53, hasarli cesitli DNA tiplerini taniyip
baglamaktadir (80-82). p53, DNA hasarim takiben p21 transkripsiyonunu
hizlandirmaktadir (69,83). Bunun ardindan p21, G;’deki cdklarin aktivitesini inhibe
eder. p53’iin diger bir fonksiyonu ise, ciddi DNA hasar durumlarinda apoptozu
uyarmasidir (84). Bu nedenlerle DNA hasar kontrol yolaginda da 6nemli bir rol

oynamaktadir (85).p53 mutasyonlu hiicreler DNA hasarina ragmen dongiiyii
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durduramaz ve p21 transkripsiyonunu baslatamaz.Normal p53 fonksiyonundan yoksun

bu hiicreler hasara ragmen hiicre dongiisiine devam ederler ve mitoz éncesi DNA hasar1

tamir edilmediginden dolay1 mitoz sonrasi bu hasar genomda da yer alir (86-90).

2.4. CDKNI1A (p21)

CDKNIA diger adiyla p21 lokalizasyonu 6p21.2 olan ii¢ ekzondan meydana

gelen bir gen bolgesidir. 2,1 kb biiyiikliigiinde mRNA ‘ya sahip olup 18 kd agirliginda

168 aminoasitten meydana gelen bir protein kodlamaktadir. CDKNI1A niikleer ve

sitoplazmik bir lokalizasyon gostermektedir (91).
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CDKNIA (p21)’in onkogenezdeki rolii tam olarak bilinmemesine ragmen, bir
tiimor siipresor gen gibi davrandigi diistiniilmekte ve hiicre dongiisiinii inhibisyonunda
rol oynadigr bilinmektedir. p21 ekspresyonu, insanlarda c¢esitli dokularda farkli
neoplaziler agisindan pek ¢ok deneysel calismada arastirma konusu olmustur. Normal
dokuya bitisik timorlerde p21 ekspresyonunun sadece farklilagmasini tamamlamis
hiicrelerde goriilmekte oldugu bildirilmistir (93-95). p21 gen delesyonlart ve
mutasyonlart tespit edilmis olmasina ragmen, bunlarin fonksiyonel olarak dnemi yeterli
derecede acik degildir (94,96).

Kolon, beyin ve akciger kanseri hiicre kiiltiirlerinde p21 asir1 ekspresyonunun
biiylimeyi yavaslattigr gozlemlenmistir (83,97,98). Ayrica p21°den yoksun farelerde
enjeksiyon yoluyla p21 asirt ekspresyonu saglandiginda kolon kanser hiicrelerinde
tiimor seyrinin yavasladigl goriilmiistiir (98).

Tiimor spesifik mutasyonlarin p21°nin CDK ailesini inhibe etme 6zelligini
zayiflattigi ve p21 inaktivasyonunun neoplazik olusumlarin meydana gelmesine bir
miktar katkida bulundugu diistiniilmektedir. Fakat p21’in farkli kanser tiplerinde
mutasyon analizi sonucu, insan tiimorlerinde nadir sekilde goriildiigii belirtilmistir (99-
102). Bu nedenle p21’in fonksiyonlarinin azalmasinin, kendi yapisindaki genetik
degisimlerin sonucundan ¢ok, p53 timor baskilayici genin inaktivasyonu sonucu
gelistigi  diisiiniilmektedir (103). p53, p2l’in transkripsiyonel wuyar1 yoluyla
ekspresyonunu arttirarak, hiicre dongiisiiniin kilitlenmesine (83,104) ve Bax genini
uyararak apoptoza gidilmesine yol agabilir (105).

pS3 cevabinda p21 yolagindaki kayip bazi vakalarda neoplazik olusumlara
sebep olmaktadir. Insan kanserlerinde p53 inaktivasyonunun siklig1 pek cok diizenleyici
yolakta es zamanl kayb1 yansitmaktadir. Bazi arastirmalarin sonucuna gore (62), p21
geninden yoksun farelerde G; kontrol noktasindaki aksakliga ragmen, ilk 7 ayda
malignite gelismedigi gOriilmiistiir(106). Bu durum tiimdr olusumlarinin erken
evrelerindeki  p53’e  dayali  baskilanmanin, p21°den  bagimsiz  oldugunu

diisiindiirmektedir (107).
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2.5. CDKNI1B (p27)

CDKNIB diger adiyla (p27) lokalizasyonu 12p13 olan iki ekzondan meydana
gelen bir gen bolgesidir. 2,5 kb biiyiikliigiinde mRNA ‘ya sahip olup, 22 kDa
agirhiginda 198 aminoasitten meydana gelen bir proteini kodlamaktadir. CDKN1B
niikleer bir lokalizasyon sergilemektedir (91).

CDK inhibitér ailesinden p27 nin ekspresyon diizeyinin artmasinin, hiicre
farklilagsmas ile pozitif yonde iliskili oldugu bilinmektedir (108). p27’nin mitojenik ve
antiproliferatif dis sinyal yolaklarini iceren diizenleyici mekanizmalarla iliskili oldugu,
bu nedenle fonksiyonlarindaki azalmanin tiimor gelisimine katkida bulundugu
diisiiniilmektedir (109). p27 eksresyonu mide, meme, prostat ve kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanserlerinde siklikla azaldigi bilinmektedir (110). p27 mutasyonu ise, insan
kanserlerinde nadiren goriilmektedir (111).

Giintimiize kadar p27 gen polimofizminin, p27 proteininde olusturdugu yapisal
degisiklige ve diger proteinlerin fonksiyonlariyla iliskisine dair bir calisma
yaymlanmanmustir. Ornegin, jab 1 geni tarafindan kodlanan p38 (112), 6zellikle p27 ile
iligkili olup, p38’in memeli hiicrelerinde asir1 ekspresyonu p27°nin nukleustan
sitoplazmaya dogru yer degistirmesine ve sonucta ubiquitin - proteozom yolagina
sokularak parcalanmak suretiyle miktarinda azalmasina sebep olur (113). Valin glisin
degisimi ile sonuglanan P27 nin V109G polimorfizmi p38 domeninin baglanmasina, bu
durum ise p27°’nin fosforilasyonuna, miktarinin azalmasina ve yikimla sonuclanan
stoplazmik translokasyonuna neden olmaktadir (114). p27 bir tiimor supresér gen gibi
goriilmekte ve asir1 ekspresyonunun hiicre dongiisiinde S fazina gecisi engelledigi
diisiiniilmektedir (11). Bu genle ile ilgili olarak prostat kanserini de kapsayan
caligmalar baslangigta, timor orneklerinde immunohistokimyasal yontemle protein
ekspresyon diizeyinin Ol¢limiiyle simirli kalmistir (115-116). Genel olarak ekpresyon
diizeyindeki azalma, timor belirleyici nitelikte degildir ve hasta bulgularn agisindan
zayif karekterdedir. Hayvan modellerinde yapilan sonraki calismalar, p27 protein
diizeyindeki gii¢ fark edilen ,hassas degisimlerin diger tiimor siipresor genlerin kaybina
bagh olarak malignite riskini attirdigimi gostermistir (117).

p27 gen kaybi veya diizeyinde meydana gelen azalma sonucunda olusan
hiperplaziler tiimor gelisimi ile iligkilidir. Bu genin ¢ikanldig1 farelerde paratiroid

tiimor, prostat hiperplazisi ve prostat adenomu gelistigi goriilmiistiir (115,118,119). p27
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haployetersizligi olan farelerin onkogenik etkilere, gamma radyasyona ve kimyasal

karsinojenlere daha fazla duyarh oldugu tespit edilmistir (120).

2.5.1. CDKN1B VE HUCRE ADEZYONU

Yakin zamanda yapilan calismalarda CDKNI1B diizeyleri ve aktivitesinin heniiz
farklilagmasin1 tamamlamamis fibroblast ve epitel hiicrelerinde, hiicrelerin birbirine
temasinin kaybolmasinda etkili oldugu gosterilmistir (121-122). Bu durumla ilgili
olarak p27°’nin normal hiicrelerde hiicreler arasi adezyonla ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir (123). Malign hiicreler genellikle bagimsiz bir seyir izlerler. Bu
ozellikleri sebebiyle invazyon ve metastaz potansiyeli kazanmaktadirlar.(124). Baz
karsinomlarda kaderin gibi bazi1 adezyon molekiillerinin regiilasyonunu bozulmakta
veya kayba ugramaktadir (125-126) Kaderinlerin adezyondaki rollerine ek olarak timor
baskilayici proteinler ve mitojenik sinyal yolaklar arasindaki faaliyetlerinden dolay1

tiimor baskilayicr bir fonksiyon gosterebilecekleri diistiniilmektedir (127-129).

2.5.2. INSAN KANSERLERINDE p27 PROTEOLIZ AKTiVASYONU

CDKNIB haployetersizligi farelerde kimyasal karsinojenlere hassasiyeti
arttirmaktadir (120). insan malignitelerinde tek bir p27 allelinin kayb1 yaygin olmayan
bir durum degildir. Fakat tiimorlarde p27 gen lokusu homozigotik bir azalma
gostermekte olup, geride kalan allelin sessizligi nadirdir (111,130,131). Klasik tiimor
baskilayici genlere nazaran p27’de somatik mutasyonlara nadiren rastlanmaktadir. Cogu
insan kanserlerinde p27 protein diizenindeki bozulma, proteolizdeki hizlanma ve
sitoplazmik mislokalizasyon sebebiyledir. Kolon , prostat, akciger, meme, yumurtaligi
kapsayan cesitli kanser tiirlerinde ayrica melanom ve gliomlarin dahil oldugu insan

malignitelerinin % 60’1nda azalmis p27 protein diizeyleri gdzlemlenmistir (132,133).
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2.6. CDKN1A ve CDKN1B GEN POLIMORFiZMLERI

CDKNIA ve CDKNIB’ye ait gen polimorfizm ¢aligmalart giiniimiizde 6nem
kazanmistir. CDKN1A’ nin belli kodonlarinda goriilen tek niikleotid polimorifizimlerinin
meme kanserinde servikal adeno karsinomalarda ve endometriyal kanserde Onem
tasidig gozlemlenmistir (134-135).

CDKNIA’nmm yaygin goriilen tek niikleotid polimirfizmleri 31. kodonda C-A
baz degisimi sonucu serin aminoasidinin yerine arginin aminoasinin ge¢mesi sonucu
olusan Ser31Arg polimorfizmi ve stop kodonunun 20bp asagisinda C-T bazlarinin
degisimi sonucu 3° UTR bolgesinde yer alan C+20T polimorfizmidir. Bu iki
polimorfizmin birbiriyle iliskili oldugu diistiniilmektedir(102). Ayrica iki polimorfizmin
mRNA stabilitesini etkileyebildigi o6ne siiriilmektedir (136). CDKNIA gen
polimorfizimlerinin meme kanserini de kapsayan farkli kanser tiirlerinde olusturdugu
risk durumlan {izerine cesitli molekiiler epidemiyolojik caligmalar yapilmistir
(134,137,138).

Az sayida calismada da, CDKNI1B Vall09Gly polimorfizminin prostat kanseri
ile iliskili oldugu desteklenmektedir (139). Ozellikle ilerlemis prostat karsinomalarinda
bu durum gozlenmistir (140). CDKNI1B’nin Vall09Gly polimorfizminin &zellikle
prostat kanserli bireylerde hastalifa yatkinlikla, meme kanserli bireylerde ise kotii
prognoz iliskili oldugu rapor edilmistir (141-142).

CDKNIB C-79T polimorfizminin meme kanserli bireylerde artmis risk ile
iligkili oldugu bildirimistir. CDKN1B 5’UTR bélgesinde yer alan C-79T polimorfizmi
heterozigot genotipli bireylerdeki artmis riskin, proteinin yap1 dengesizligi ile ilgili bir
problemden dolayr kazanilan bozulmus fonksiyondan dolay1 olabilecegi ©ne

siiriilmektedir (136).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. SECIiLEN ORNEKLERIN TANIMI

Bu calismada iki 6rnek grubu kullanilmistir. Birinci grupta, 60 kisiden olusan
herhangi bir malignite bulgusu ve tercihen ailede kanser hikayesi olmayan saglikl
bireyler kontrol grubuna alinmistir.

Ikinci grupta ise, I.U. Radyasyon Onkolojisi,Samatya Egitim ve Arastirma
Hastanesi Cerrahi Klinigi tarafindan takip edilen 50 kolorektal kanserli hasta yer
almaktadir. Projemize dahil edilen, kolorektal kanser tanisi konmus hastalarimizin,
klinik, histopatolojik degerlendirmeleri ve 6rnek alimlar ilgili klinikler tarafindan
gerceklestirilmistir.  Polimorfizm c¢alismasi i¢in  saglikli ve kolorektal kanserli
bireylerin kan 6rnekleri EDTA’I tiipe alimip, DNA izolasyonu yapilmis ve 50
kolorektal kanserli hasta, ve 60 saglikli kontrolde CDKNI1A (Ser31Arg (C>A);
C+20T) , CDKNIB (C-79T;Vall09Gly (T>G) gen polimorfizm analizleri
yapilmuistir.

Kolorektal kanserli ve normal bireylerden saglanan kan orneklerinden DNA
izolasyonu amonyum asetat ve proteinaz K’nin kullanildig1 tuz ¢oktiirme metoduyla

elde edilmistir (143).

3.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Agaroz(Promega MBG), Amonyum asetat(Sigma A-8920), Amonyum
kloriir(Sigma A-5666), Amonyum siilfat, Asetik asit(MECK K-04134156), Borik
asit(Sigma B-6768), Bromfenol blue(Sigma B-6896), DNA marker(Fermentas),
EDTA(Merck K-90602121), Etanol(%99 Tekel), Etidyum Bromid(Sigma E-8751),
Hidroklorik asit(% 37 Merck K-13190114), izopropanol, Potasyum bikarbonat(Merck
K-126223552), Potasyum hidroksit(Sigma P 1767) Primerler(Fermentas), Proteinaz
K(Stratagene 300-141) Sodyum dodesil (lauryl) siilfat(Sigma L-5750), Sodyum
hidroksit(Merck C754962), Sodyum kloriir(Carlo Erba 368257), Trizma baz(Sigma T-
1503), Tagpolimeraz(Promega), Xylene blue(Fermentas).
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3.3. KULLANILAN GERECLER

Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi(Titan plus Helena Laboratories), Elektroforez
sistemi(LKB 2013 miniphor  electrophoresis, LKB 2012 maxiphor
electrophoresis),Hassas terazi (Mettler) , Isiticih manyetik kanstirici(Elektromag)
Mikrodalga firin(Philco) ,Mikrosantrifiij(TDX ), PCR cihazt (MJ Research Techne) ,
pHmetre(Hanna), Pipet takimi(Brand), Santrifiij(Hereaus), Spektrofotometre(Shimadzu
UV-1208), Su banyosu (Elektromag) , UV transilluminator(Stratagene UV/White light
Transilluminator), Vorteks karistirict (Nuve mix), nanodrop (ND-1000

spectrophotometer).

3.4. COZELTILER
3.4.1. DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN COZELTIiLER

3.4.1.1.) Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8.74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 ul 0.5 M Etilen
diaminetetraasetat (EDTA) 1n tartimlar1 yapilarak erlen igine alindi. 900 mililitre distile
su eklendi ve ¢ozeltinin pH’s1 1N NaOH ile 7.4’e ayarlandi.Daha sonra balon joje igine
almarak 1 litreye tamamlandi.Cozelti 1s1ya dayanikli cam siselere aktarilarak 120°C’de

15 dakika otoklavland: ve +4°C’de saklandi.

3.4.1.2.) 0.5 M Disodyumetilendiaminteraasetat ( EDTA) (pH 8.0)
186.1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher i¢ine alind1 ve 800 ml

distile su eklendi.Manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH’s1 NaOH c¢ozeltisi
ile 8.0’e ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.
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3.4.1.3. ) 4 M Sodyum Kloriir (NaCl)

233.6 gram NaCl tartilarak erlene alindi. Uzerine 800 mililitre distile su ilave
edildi ve manyetik karigtiric1 yardimiyla iyice ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1

litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.4. ) Lokositleri Parcalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)

25 mililitre 4 M NaCl ve 50 mililitre 0.5 M Etilendiaminasetat (EDTA) balon
jojeye konularak 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi. Oda 1s1sinda saklanda.

3.4.1.5. )1 M Tris Tamponu ( Stok)

121.1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi.Uzerine 42 pl hidroklorik asit (HCI)
ile yaklasik 800 mililitre distile su eklenerek manyetik karistiric1 yardimiyla
cOziindiiriildii. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.6. ) 9.5 M Amonyum Asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher icine alind1. Uzerine 80 mililitre distile
su eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarildi ve distile su ile
100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi ve

+4°C’de saklanda.

3.4.1.7.) %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher icine alinarak iizerine 80 mililitre
distile su eklendi. Manyetik karistiric1 yardimi ile ¢oziindiiriildii ve pH’s1 7.2°ye

ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.
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3.4.1.8. ) Proteinaz K (20 mg/ml)

20 miligram Proteinaz K tartilarak steril bir tiip i¢inde steril distile su ile 1

mililitreye tamamlandi. -20 °C’de saklandi.

3.4.2. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN COZELTIiLER

3.4.2.1. ) Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5X)
20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 M ,etilendiamintetraasetat, 1

mililitre 1M Tris (pH 8.0), 200 miligram Bromfenol blue, 200 miligram xylene cyanol

tartilarak steril distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1sisinda saklandi.

3.4.2.2. ) Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

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

3.4.2.3.) 5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher i¢ine aktarildi. Uzerine 20
mililitre 0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 800 ml. distile su ilave edilerek manyetik karistiricida
coOziindiiriildii.Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1sisinda saklandi.
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3.5. KULLANILAN YONTEMLER

3.5.1. PERIFERIK KANDAN DNA iZOLASYONU

10 ml periferik kan ornegi steril EDTA’] tiiplere alindiktan sonra caligma icin
falkon tiipiine aktarildi. Uzerine 1:3 oraminda (30 ml) eritrosit parcalama ¢ozeltisi
eklenerek kanistirildi ve +4°C’de 15 dakika bekletildi. +4°C’den ¢ikarilan 6rneklerin
1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 atild1 ve pelletleri
tamamen siispanse edilerek iizerlerine tekrar 15-20 ml. eritrosit par¢alama c¢ozeltisi
eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siiparnatantlarn atilarak siispanse edildi. Stispanse olan pellet tizerine
500 pl %10’1uk SDS, 75 pl proteinaz K (20mg/ml) ve 9.4 ml 16kosit parcalama ¢ozeltisi
(WBL) eklenerek 56 °C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 her 1
ml. 6rnek basina 0.37 ml. olacak sekilde 9.5 M Amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten
sonra yavasca karistirlldi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek proteinler

coktiiriildii (143).

3.5.1.1. Elde Edilen DNA’nmin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan ol¢iimlerle
DNA’nin safligi ve konsantrasyonu belirlendi. SOug/ml cift iplik¢ikli DNA iceriginin
260 nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260 nm’deki

Olctim degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: OD;g X 50ug/ml

DNA o6rneklerinin safligi ODye/ ODago orant kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin OD560/ OD3g9 degeri yaklasik 1.8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1.8’den kiiclik olacaktir. ODysp/ ODago degeri 2°den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.
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3.5.2. CDKN1A GEN POLIMORFiZMLERININ TESPIiT EDIiLMESI

3.5.2.1. CDKN1A Ser31Arg (C>A) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamilan
Primer Dizileri

CDKNIA ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid
dizisi asagida verildigi sekildedir.Bu primerler uluslar arasi yayinlarda dogrulanmis

primer dizileridir (144).

fleri primer: 5°- GTC AGA ACC GGC TGG GGA TG- 3’
Geri primer: 5°- CTC CTC CCA ACT CAT CCC GG -3’

3.5.2.2. CDKN1A C+20T Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Primer
Dizileri

CDKNI1A ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid
dizisi asagida verildigi sekildedir.Bu primerler uluslararasu yaymlarda dogrulanmis

primer dizileridir (136).

fleri primer: 5’- TCCAAGAGGAAGCCCTAATC 3’
Geri primer: 5’- AAAGGAGAACACGGGATGAG -3’
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3.5.3. CDKN1B GEN POLIMORFIiZMLERININ TESPiT EDILMESIi

3.5.3.1. CDKNI1B C-79T Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Primer
Dizileri

CDKNIB ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid
dizisi asagida verildigi sekildedir.Bu primerler uluslar arasi yayinlarda dogrulanmis

primer dizileridir (136).

leri primer: 5’- TGGCTCGTCGGGGTCT-3’;
Geri primer: 5°- CCATCCGCTCCAGGCT -3’

3.5.3.2. CDKNI1B Val109Gly (T>G) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan
Primer Dizileri

CDKNIB ilgili gen bdlgesinin cogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid
dizisi asagida verildigi sekildedir.Bu primerler uluslararasi yayinlarda dogrulanmis

primer dizileridir (136).

leri primer: 5’- TAGAGGGCAAGTACGAGTGG -3’
Geri primer: 5’- TGGTTGGGAAAGGGTCAT -3’

3.5.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR)’da
Kullanilan Kimyasal Maddeler ve PCR’1in Hazirlamisi

DNA Tag polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas EPO402)

PCR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 unite olacak sekilde 25 ul lik PCR

reaksiyonuna eklendi.

dNTP’ler (100 umol/ml) (Fermentas R0O171)

100 mM' ik ANTP' lerden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP ) 10’ ar ul alinip (toplam 40
pul) 1 ul’ lik tiipe kondu ve iizerine 960 ul distile su eklenerek (d,H,O) 1000 pul ImM
‘lik ANTP karisimi hazirlandi ve -20 °C derin dondurucuda saklandi. PCR reaksiyonuna
bu stoktan alinan dNTP karisimi kullanildi.




3.5.4.1. PCR Karisimimnin Hazirlamsi

Toplam reaksiyon hacmi 25 ul olacak sekilde, Tablo3-1’deki bilesenler sirast ile
0,5 ml’lik steri tiipe konuldu. 10 6rnek calisilacak ise pozitif ve negatif kontrol i¢in birer
tane ve pipetleme hatalari icin de bir tane olmak iizere toplam 13 iizerinden reaksiyon

karigimi hazirlandi.PCR karigiminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz lizerinde sogukta

ve steril kabin igerisinde yapildi.

Tablo 3-1 : PCR karisiminin hazirlanmasi :

. 10 + 3’ liik

Malzemeler 1Ik konsantrasyon| Son konsantrasyon |Kullanmilan hacim
reaksiyon

PCR Tamponu | 10 X 1X 3ul 39ul
dNTP ImM 200 uM 3ul 39ul
fleri primer 100pmol/pl 4 pmol/ul 1.2ul 15.6 ul
Geri primer 100pmol/ul 4 pmol/ul 1.2 ul 15.6 ul
MgCl, 25 mM - 1,2 ul 15.6ul
Taq polimeraz |5U/ ul 1U 0,5 ul 6.5 ul
Distile su - - 12.9Sul 167.7ul
DNA - 150-200 ng. 2 ul -

Taq polimeraz eklendikten sonra hi¢c vakit kaybetmeden tiip i¢ine konan
bilesenlerin iyice karigmast icin pipetleme islemi yapildi. Ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik
tiiplere 23 pl reaksiyon karistmi dagitildi. Daha sonra her tiipe 2 ul DNA eklenerek
yeniden pipetleme yapildi ve daha onceden 95 °C sicakliga c¢ikarilmis PCR

cihazina(Techne Mini Termal Cycler)ornekler yerlestirildi ve PCR islemi baslatildi.
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3.5.5. PCR Sartlari
CDKNIA Ser31Arg (C>A) ve C+20T Gen Polimorfizmlerini tespit etmek igin
kullanilan ileri ve geri primerler i¢in annealing derecesi optimize edilerek 57.2 °C

sicaklik kullanild1 (144) (Tablo 3-2).

CDKNIB C-79T ve Vall09Gly (T>G) Gen Polimorfizmlerini tespit etmek i¢in
kullanilan ileri ve geri primerler i¢in annealing derecesi optimize edilerek 60°C sicaklik

kullanildi (145) (Tablo 3-3).

Tablo 3-2 : Ser31Arg (C>A) ve C+20T Gen Polimorfizmleri Pcr Kosullar:

94 °C 5 dakika
94 °C 30 saniye
57,2°C 30 saniye 35 dongii
72°C 30 saniye
72°C 7 dakika

Tablo 3-3 : C-79T ve Vall09Gly (T>G) Gen Polimorfizmleri PCR Kosullar:

95 °C 5 dakika

94 °C 15 saniye

60 °C 30 saniye 35 dongii
72°C 1dakika

72°C 5 dakika
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3.5.6. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN KIMYASAL
MADDELER VE GERECLER

5X TBE ( Tris Buffer EDTA) Stok Tampon Hazirlansi :

S4gr Tris base (Sigma, T-8524) ve 27,5 gr. Borik asit (Sigma, B-6768) tartilarak
800 ml distile suda ¢oziildii.Uzerine 20 ml 0,5 M EDTA (pH :8,0) ilave edildikten sonra
1000 mI’ye tamamlandi.Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazirlanan 1 X TBE
kullanildi.

Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)

Yiikleme tamponu (loading buffer) olarak %40 siikroz + %0,25 bromfenol mavisi

karisimi kullanildi.

%2°lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

e 4 gr. agaroz (Sigma) tartilarak erlen igine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml.
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu
ile ¢Oziindiiriildii.

e FErlenin sicakligr elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C ) ¢Oziinmiis

agaroz jel igine 4,5 ul etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi.

e Hazirlanan jel yatay jel yatagi icine dokiilerek, yiikkleme kuycuklarinin olugmasi

icin tarak yerlestirilerek donmaya birakildi.

e Jel donduktan sonra tarak dikkatlice c¢ikarildi ve jel 6rnek yiiklenmesi i¢in hazir

duruma geldi.

3.5.6.1. PCR Uriinlerinin %2’lik Jele Yiiklenmesi:
o  %?2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu iceren jel tanki i¢ine uygun
sekilde konuldu.

e Agaroz jelin tizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel iizerine

eklendi.

e 7 ul PCR iiriiniine, 3 pl yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
kanistirildi. 10 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.
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Yiikleme isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynag (E-C
apparatus Corporation, E-C4000P) 250 miliamper 120 volt elektrik giiciine ayarlanarak

elektroforez jel yiiriitiilmesi gerceklestirildi.

3.5.6.2. PCR Uriinlerinin Kontrolii:

CDKNI1A ve CDKNIB ilgili gen bolgeleri ile ilgili PCR iiriinlerinin olusup
olugmadigini kontrol etmek amaciyla PCR tiiplerinden alinan 7 pl 6rnek 3 pl yiikleme
tamponu ile kangstirilarak  yukarida  tanmimlanan  elektroforez  sisteminde
yriitiildi. Yiiriitme isleminden sonra jel UV 1s1k altinda (304 nm dalga boyunda) PCR

tiriinleri incelendi ve fotografi UV transilliminator diizeneginde cekildi.

3.5.7. CDKN1A GEN POLIMORFiZMLERINDE ENZIiM KESiMi

3.5.7.1. CDKNI1A (Ser31Arg (C>A) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan
Enzim ve Kimyasal Maddeler

Amplifiye olan PCR diiriinleri Blp I enzimi 37 °C’de 16 saat kesilmistir. Kesim
isleminde bir 6rnek icin 10 pl PCR amplifikasyon {iriinii, 9 ul distile su, 1ul 10x buffer

kullanilmistir.

Tablo 3-4 : CDKNI1A (Ser31Arg (C>A) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamilan

Enzim ve Kimyasal Maddeler

Malzemeler ilk konsantrasyon|Son konsantrasyon |Eklenen hacim

PCR iiriinii 10 pl

Distile su 9ul

10X Buffer R
10X 0,8 X Tul
Tamponu

Blp I enzimi |10 U/ul 5 U/ul 0,5 ul

Toplam :20,5 pul
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3.5.7.2. CDKNI1A C+20T Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Amplifiye olan PCR iiriinleri Pstl enzimi 37°C’de 16 saat kesilmistir. Kesim
isleminde bir 6rnek icin 10 pl PCR amplifikasyon iiriinii, 9 ul distile su,1 pl 10x buffer
kullanilmistir.

Tablo 3-5 : CDKN1A C+20T Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Malzemeler ilk konsantrasyon|Son konsantrasyon |Eklenen hacim

PCR iiriinii 10 pl

Distile su ul

10X Buffer R
10X 0,8 X Tul
Tamponu

Pstlenzimi 10 U/ul 5U0/ul 0,5 ul

Toplam :20,5 pl



33

3.5.7.3. CDKNI1B C-79T Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamilan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Amplifiye olan PCR iiriinleri Hae III enzimi ile 37°C’de 16 saat kesilmistir.
Kesim isleminde bir 6rnek i¢in 10 pnl PCR amplifikasyon iiriinti, 9 ul didistile su,1 pl
10x buffer kullanilmistir.

Tablo 3-6 : CDKNI1B C-79T Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanmilan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Malzemeler ilk konsantrasyon|Son konsantrasyon |Eklenen hacim

PCR iiriinii 10 pl

Distile su 9ul

10X Buffer R
10X 0,8 X Tul
Tamponu

Hae III enzimi | 10 U/ul 5 U/ul 0,5 ul

Toplam :20,5 pl
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3.5.7.4. CDKNI1B Val109Gly (T>G) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan
Enzim ve Kimyasal Maddeler

Amplifiye olan PCR diiriinleri Bgl I enzimi ile 37°C’de 16 saat kesilmistir.

Kesim isleminde bir 6rnek i¢in 10 pul PCR amplifikasyon iirtinii, 9 ul didistile su,1 pl

10x buffer kullanilmistir.

Tablo 3-7 : CDKNI1B Val109Gly (T>G) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamilan

Enzim ve Kimyasal Maddeler

Malzemeler ilk konsantrasyon|Son konsantrasyon |Eklenen hacim

PCR fiiriinil 10 ul

Distile su ul

10X Buffer R
10X 0,8 X 1ul
Tamponu

Bgl I enzimi 10 U/ul 5 U/ul 0,5 ul

Toplam :20,5 pl

3.5.8. CDKN1A Ser31Arg,C+20T ve CDKNIB C-79T, Vall09Gly Gen
Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

®  P%2lik agaroz jel hazirlandi.

e [llgili kesim enzimleri ile kesilen PCR iiriinlerinden 8 ul ve yiikleme
tamponundan 2 pl alinarak karstillip %2’lik agaroz jeldeki kuyulara
yiikkleme yapildi.

e Kesim iiriinleri (Fermentas PUC 19, 50 bp marker veya 100 bp marker)

DNA molekiiler marker ile birlikte yiiriitiildii.

e Yiiriitme sonrs1 jel iizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi.
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3.5.8.1. CDKNI1A Ser31Arg Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Blp I enzimi ile kesilen PCR iiriinlerinden Ser31Arg
mutasyonu icermeyenler 272 bg biiyiikliiglinde tek bant verirken, homozigot Arg31Arg
genotipi iceren PCR iiriinleri, enzim kesimi sonrasi kesilmeden kalan 272 bg lik tek
bant, homozigot Ser31Ser genotipi 183 b¢ ve 89 b¢ olmak iizere iki bant vermektedir.
Heterozigot Ser31Arg mutasyonu icerme durumunda ise PCR iiriinleri 272,183 ve 89 bg
olmak iizere her ii¢ band1 da icermektedir (Sekil 3-1).

Yiiriime yonii Arg31Arg Ser31Arg Ser31Ser
Yiikleme kuyusu 1 L1 L1
272 bg — —
183 be [ ] I
v
89 be I [

Sekil 3-1 : CDKNI1A Ser31Arg Gen Polimorfiziminin Sematik Jel Goriintiisii
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3.5.8.2. CDKN1A C+20T Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Pst I enzimi ile kesilen PCR iiriinlerinden T alleline sahip
ornekler 297 bg biiyiikliigiinde tek bant verirken, homozigot C alleline sahip mutasyon
icermeyen PCR iiriinleri, enzim kesimi sonrasi 258 ve 39 b¢ olmak iizere iki bant verir.
Heterozigot yani CT genotipine sahip mutasyonlu PCR iiriinleri ise 297, 258 ve 39 bg
olmak iizere her ii¢ band1 da icerir (Sekil 3-2).

Yiiriime yonii TT CT CC
Yiikleme kuyusu L1 L1 L1
297 be [ [
258 be I I
v
39 be I [

Sekil 3-2: CDKN1A C+20T Gen Polimorfiziminin Sematik Jel Goriintiisii
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3.5.8.3. CDKN1B C-79TGen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Hae III enzimi ile kesilen PCR iiriinlerinden mutasyon
iceren TT alleline sahip ornekler 195 bg biiyiikliigiinde tek bant verirken, homozigot C
alleline sahip mutasyon icermeyen PCR {iriinleri enzim kesimi sonras1 129 ve 66 bg
olmak {izere iki bant verir. Heterozigot yani CT genotipine sahip mutasyonlu PCR

iriinleri ise 195, 129 ve 66 bg olmak iizere her ii¢ band1 da igerir (Sekil 3-3).

Yiiriime yonii TT CT CC

Yiikleme kuyusu

195 be I I

129 be [ I
v

66bc I [

Sekil 3-3 : CDKN1B C-79T Gen Polimorfizimi Sematik Jel Goriintiisii
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3.5.8.4. CDKN1B Val109Gly (T>G) Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi
Uygun kosullar altinda Bgl I enzimi ile kesilen PCR iiriinlerinden mutasyon
icermeyen T alleline sahip drnekler 288 bg biiyiikliigiinde tek bant verirken, Homozigot
G alleline sahip mutasyon igeren PCR iiriinleri, enzim kesimi sonrast 173 ve 115 bg
olmak {izere iki bant verir. Heterozigot yani TG genotipine sahip mutasyonlu PCR

iriinleri ise 288,173 ve 115 b¢ olmak iizere her ii¢ band1 da igerir (Sekil 3-4).

Yiiriime yonii TT TG GG
Yiikleme kuyusu I L1 L1
288 bg I I
173 be [ I
v 115 be I I

Sekil 3-4 : CDKN1B Val109Gly (T>G) Gen Polimorfizimi Sematik Jel Goriintiisii
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4. BULGULAR

4.1. PCR URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

4.1.1. CDKNI1A (Ser31Arg) ve C+20T Pcr Uriinlerine Ait Bulgular

CDKNI1A gen bolgesinin her iki polimorfizmine ait per iiriinleri %?2’lik agaroz
jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. Agaroz jelde Ser31Arg polimorfizminin tespiti igcin 272
(Sekil 4-1) ve C+20T polimorfizminin tespit edilmesi icin 297 bg¢’lik 6zgiil PCR
iiriiniine ait bantlar elde edildigi gozlendikten sonra 272 b¢’lik (Ser31Arg) bandinin Blp
I, 297 be¢’lik (C+20T) bandinin ise Pst I enzimi ile kesimi gerceklestirildi (Sekil 4-2).

» 272bc

Sekil 4-1: CDKN1A (Ser31Arg)PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.(50 b¢

markir)

— » 297h¢

Sekil:4-2 CDKN1A (C+20T) PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (100 b¢

markir)
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4.1.2. CDKN1B C-79T, Val109Gly Pcr Uriinlerine Ait Bulgular
CDKNIB gen bolgesinin her iki polimorfizmine ait per triinleri %?2’lik agaroz

jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.Agaroz jelde C-79T polimorfizminin tespiti i¢in
195(Sekil 4-3), ve Vall09Gly polimorfizminin tespit edilmesi i¢in 288 b¢’lik 6zgiil
PCR iiriiniine ait bantlar elde edildigi gdzlendikten sonra 195 b¢’lik (C-79T) bandinin
Hae III, 288b¢’lik (Vall09Gly) bandinin ise Bgl Ienzimi ile kesimi gerceklestirildi
(Sekil 4-4).

- D e b B B sas 2 o RLELT

Sekil 4-3: CDKN1B (C-79T) PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (50 bg

markir)

Sekil 4-4: CDKNI1B (Val109Gly) PCR iiriinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiisii(50
b¢ markir)
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4.2. KESIiM URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

4.2.1. CDKNI1A (Ser31Arg) ve C+20T Kesim Uriinlerine Ait Bulgular

CDKNI1A (Ser31Arg) ve C+20T pcr iiriinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol
edildikten sonra, (Ser31Arg) pcr iiriinlerine Blpl ve C+20T pcr iriinlerine Pstl
enzimiyle kesim uygulandi. Kesim sonrasi elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jel
elektroforez yontemiyle yiiriitildii. Ser31Arg polimorfizminde Blp I enzimi ile
kesilmeden kalan 272 bg’lik tek banda sahip ornekler (Arg31Arg) homozigot mutant
olarak, Blp I enzim kesimi olan ve agaroz jel elektroforezde 183 bg¢ ve 89 b¢’lik iki bant
veren Orneklerde homozigot dogal (wild) tip olarak (Ser31Ser) seklinde
degerlendirilirken , 272 bg, 183bg¢ ve 89 b¢ olmak iizere ii¢ bant veren Ornekler ise
heterozigot mutant (Ser31Arg) olarak degerlendirildi (Sekil 4-5). C+20T
polimorfizminde Pstl enzimi ile kesilmeden kalan 297 bg¢’lik tek band veren drnekler
homozigot mutant (TT) olarak degerlendirilirken, Pst I enzim kesimi gerceklesen ve
agaroz jel elektroforezde 258 b¢ ve 39 bc’lik iki bant veren orneklerde dogal- (wild) tip
homozigot (CC) , 297 bg, 258b¢ ve 39 b¢ olmak iizere ili¢ bant veren ornekler ise
heterozigot mutant (TC) olarak degerlendirildi (Sekil 4-6).

Sekil 4-5: CDKNI1A (Ser31Arg) Kesim Uriinlerine Ait Bulgular (50b¢ markir)
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297 be
258 be

Sekil 4-6: CDKN1A C+20T Kesim Uriinlerine Ait Bulgular (50 b¢ markir)

4.2.2. CDKNI1B C-79T, Val109Gly Kesim Uriinlerine Ait Bulgular

CDKNI1B C-79T, Vall09Gly per iiriinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol
edildikten sonra, C-79T pcr iirtinlerine Hae III ve Vall09Gly per iiriinlerine Bgll
enzimiyle kesim uygulandi. Kesim sonrasi elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jel
elektroforez yontemiyle yiriitiildii. C-79T polimorfizminde Hae III  enzimi ile
kesilmeden kalan 195 b¢’lik tek band veren Srnekler homozigot mutant (TT) olarak,
Hae III enzim kesimi gerceklesen ve agaroz jel elektroforezde 129b¢ ve 66 b¢’lik iki
bant veren Orneklerde dogal (wild) tip homozigot (CC) seklinde degerlendirilirken ,
195bg, 129 bg ve 66 bg olmak iizere ii¢ bant veren 6rnekler ise heterozigot mutant (CT)
olarak degerlendirildi (Sekil 4-7). Vall09Gly polimorfizminde Bgl I enzimi ile
kesilmeden kalan 288 b¢’lik tek band veren ornekler dogal (wild) tip (TT) olarak
degerlendirilirken, Bgl I enzim kesimi gergceklesen ve agaroz jel elektroforezde 173 bg
ve 115 b¢’lik iki bant veren 6rneklerde homozigot mutant (GG) , 288 bg, 173 bg ve 115
b¢ olmak iizere {iic band veren Ornekler ise heterozigot mutant (TG) olarak

degerlendirildi (Sekil 4-8).



—» 195b¢
129 be

— » 66bc

Sekil 4-7: CDKN1B (C-79T) Kesim Uriinlerine Ait Bulgular (100b¢ markir)

Sekil 4-8: CDKN1B (Val109Gly) Kesim Uriinlerine Ait Bulgular(100b¢ markir)
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Sonuclar Degerlendirilmesinde Kullamlan istatistiksel Hesaplar

Bu calismanin istatistiksel analizleri SPSS 7.5 paket programi kullanilarak
yapilmustir. Istatistiksel anlamlilk simir1 p<0.05 olarak alinmis olup CDKNIA
(Ser31Arg,C+20T) CDKNIB (C-79T, Vall09Gly) genotip ile allellerinin goriilme
sikliginin, gruplar aras1 farkliliklarla beraber degerlendirilmesinde Ki kare (X2 ), sayisal

verilerin analizi i¢in ise student-t testi kullanilmistir.

4.3. ISTATISTIKSEL ANALIiZ SONRASINDA ELDE EDIiLEN BULGULAR

Calismamiza dahil edilen kolorektal kanserli hasta ve kontrol grubuna ait
ozellikler Tablo 4-1 ‘de verilmistir. Buna gore kolorektal kanserli hastalar ile kontrol
grubu arasinda yas ve cins parametreleri agisindan istatistiksel anlamlilik mevcut
degildi (p=0.309; 0.251). Bu verilere gore, kolorektal kanserli hasta grubunda (%56)
kontrol grubuna gore (%45) erkek bireylerin daha ¢ogunlukta oldugu saptanmis olup,
fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Calismamiza dahil edilen kolorektal kanserli
hastalar ve kontrol grubu sigara kullamimi agisindan degerlendirildiginde, kolorektal
kanserli hasta grubundaki bireylerde sigara kullaniminin (%10) kontrol bireylere gore
daha yiiksek (%3.3) oldugu saptanmis, ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,242; odds ratio (OR) 3.0; %95 CI : 0.608-14.804). Calismamizda
yer alan kolorektal kanserli ve kontrol bireylerin ailelelerinde 1.derecede ya da ikinci
dereceden kanser hikayesi bulunmamaktaydi. Gerek kolorektal kanserli, gerekse saglikli
kontroller, alkol kullanim1 acisindan ele alindiklarinda, kolorektal kanserli hastalardan
hicbirinin alkol kullanmadigi, kontrol bireylerden ise sadece 1 tanesinin alkol kullandig1

verisine ulasildi.
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Tablo 4-1: Calisma gruplarina ait veriler

KONTROL KOLOREKTAL p
n= 60 KANSERLI
HASTALAR
n= 50
Cins
Kadin, n (%) 33 (55) 22 (44) 0.251
Erkek, n(%) 27 (45) 28 (56)
Yas Ortalamalan (y1l) 57.18+11.52 61.57+14.34 0.097
Sigara kullanim
icenler, say1 (%) 2(3.3) 5(10) 0.242
icmeyenler , say1 (%) 58 (96.7) 45 (90)
Kilo (kg) 74.08+£10.77 72.61£13.38 0.695
Boy (m) 1.67+0.07 1.65+0.082 0.392
VKI (kg/m2) 26.64+4.61 26.56+4.41 0.959

n:birey sayisi; tablodaki degerler X+SD olarak verilmistir; gruplararasi
analiz student t testi ve Kikare (Xz) ile gerceklestirilmistir..

Calisma grubumuza dahil edilmis olan kolorektal kanserli hastalarin %56’s1 erkek
%44’1 kadinlardan olusmaktaydi. Kolorektal kanserli erkek hastalarin kilo, boy
VKI’lerinin degerlerinin kadin hastalara gore yiiksek oldugu saptanmistir. Hasta grubunda
kilo ve boy parametreleri arasindaki erkeklerde (78 + 8.9;1.70+£0.43 26.79) kadinlara gore
(64.14+15.43; 1.56+0.039) gozlenen bu farklarin istatiksel olarak anlamli oldugu
(sirastyla p=0.027; p=0.0001). VKI degerleri erkek (26.79+3.13) ve kadinlar (26.22+6.22)
arasinda gozlenen farkin ise istatiksel anlamliliga ulasmadigi bulunmustur (p=0.828).
Hastalarin %?23.7’si 50 yasindan kiiciik olup %76.3’ii 50 yasindan biiyiiktii. %3.1’inde
insitu karsinom goriiliirken, % 6.3’inde tiimor T1 evresinde, %15.6’sinda T2, %59.4’tinde
T3 ve %15.6’simnda T4 evresindeydi. Tiimor lokalizasyonu %14.7 sinde sol kolon,
9%14.7’sinde sag kolon ve %17.6’sinde rektosigmoid, % 8.8 inde transvers kolon, %44.1
inde ise rektumda yer almaktaydi. Hastalar lenf nodu tutulumu bakimindan
degerlendirildiginde NO %51.6, N1 %29 N2 %16.1, N3 %3.2 seklinde bir dagilim
goriilmekteydi. Kolorektal kanserli hastalar histolojik evrelendirmeye  gore
degerlendirildiginde % 20.8’i iyi differansiye,% 62.5’1 orta differansiye, %16.7°si ise az

differansiye tiimorlerdi. Hasta grubumuzun %66.7 ‘sinde konstipasyon, %10’unda
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perforasyon, %20sinde obstriiksiyon,%20.7’sinde karsinoid bolgede adenom,%?20 sinde
karsinom dis1 polip varligi, %25 inde ise adenom, %10’nunda iilseratif kolit mevcuttu..
Kolorektal kanserli hastalarimizin hic¢birinde Crohn mevcut olmayip, %29.4 hastanin
timor patolojisinde miisindz komponent saptanmisti.Hastalarin %15.2’sinde metastaz
izlenmis olup, %39.4’linde anjiyolenfatik invazyon bulunmaktaydi. % 36.4’{inde
perindral invazyon bulunmaktaydi. Kolorektal kanserli hastalarin %6’sinda diyabet

bulgusu mevcuttu.

Tablo 4-2 CDKNI1A Ser31Arg ve C+20T gen polimorfizmlerine ait genotip ve allel

dagilimlari
Genotipler ve Kolorektal Kontroller Kikare p OR %95 Giiven Arahg (CI)
Alleller Kanserli Hastalar n(%) degeri
n(%)
CDKNIA
C+20T
TT 2(4) 6(10) 0.380
CT 25(50) 32(53.3)
cc 23(46) 22(36.7)
TT+CT 27(54) 38(63.3) 0.983 0.322  0.680(0.316-1.460)
cc 23(46) 22 (36.7)
CT+CC 48(96) 54(90) 1.456 0.288  2.667(0.514-13.842)
T 2(4) 6(10)
CDKNIA
Ser31Arg
Arg/Arg 1(2) 4(6.7) 0.036*
Ser/Arg 10(20) 23(38.3)
Ser/Ser 39(78) 33(55)
Arg/Arg+Ser/Arg 42(84) 57(95) 3.667 0.056  0.276(0.069-1.104)
Ser/Ser 8(16) 3(5)
Ser/Ser+Ser/Arg 49(98) 56(93.3) 1.369 0.374  3.500(0.378-32.374)
Arg/Arg 1(2) 4(6.7)

n:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (x*) testi ile gerceklestirilmistir.
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CDKNIA ve CDKNIB gen polimorfizmi sonuglart degerlendirildiginde,
genotip dagilimi acgisindan calisma grubumuzda CDKNIA C+20T genotiplerinin
dagiliminda kontrol grubu ve kolorektal kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlamh  fark  saptanmamustir  (x°=1.989; p=0,380). CDKNIA C+20T gen
polimorfizminde TT ve CT genotipleri kolorektal kanserli hastalarda (%54), kontrol
grubuna gore diisiik frekansta gézlenmis (%63.3) olup, aradaki fark istatistiksel olarak
anlamlilik gdstermemistir (x’=0.983; p=0.322, OR:0.680, %95CI: 0.316-1.460).
CDKNIA C+20T gen polimorfizminde CT ve CC genotipleri kolorektal kanserli
hastalarda (%96), kontrol grubuna gore yiiksek frekansta gozlenmis (%90) olup, aradaki
fark istatistiksel olarak anlamliliga ulagsmamigtir (X2:1.456; p=0.288, OR:2.667,%95 CI:
0.514-13.842) (Tablo 4-2).

CDKNIA Ser31Arg genotiplerinin dagilimi ise kolorektal kanserli hasta ile
kontrol grubumuz arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gostermistir
(p=0.036). Kolorektal kanserli hastalarimizda CDKN1A Ser31Arg polimorfizmine ait
Ser/Ser ve Ser/Arg genotipleri (%98), kontrol grubuna gore (%93.3) daha yiiksek
frekansta saptanmis olup, fark istatistiksel anlamliliga ulasmamustir (3°=1.369, p=0.374
OR:3.500,%95CI1:0.378-32.374). Kolorektal kanserli hastalarimizda CDKNIA
Ser31Arg polimorfizmine ait Arg/Arg ve Ser/Arg genotipleri (%84), kontrol grubuna
gore (%95) daha diisiik frekansta saptanmis olup, fark istatistiksel anlamliliga yakin
degerdedir (x*=3.667; p=0.056, OR: 0.276 ,%95 CI : 0.069-1.104) (Tablo 4-2).
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Tablo 4-3: CDKNI1B C-79T ve Val109Gly gen polimorfizmlerine ait genotip ve allel

dagilimlar:
Genotipler ve Kolorektal Kontroller Kikare P OR %95 Giiven Arahg (CI)
Alleller Kanserli Hastalar n(%) degeri
n(%)
CDKNIB
C-79T
TT 2(4) 4(6.7) 0.810
CT 25(50) 28(46.7)
CC 23(46) 28(46.7)
TT+CT (T alleli) 27(54) 32(46) 0.005 0.944 1.027(0.484-2.180)
CC 23(46) 28(46.7)
CC+CT (C alleli) 48(96) 56(93.3) 0.376 0.687 1.714(0.301-9.773)
TT 2(4) 4(6.7)
CDKNIB
Vall09Gly
TT 24(48) 28(46.7) 0.540
TG 22(44) 30(50)
GG 4(8) 2(3.3)
TT+TG (T alleli) 46(92) 58(96.7) 1.152 0.408  0.397 (0.070-2.261)
GG 4(8) 2(3.3)
GG+TG (G alleli) 26(52) 32(53.3) 0.019 0.889  0.948 (0.447-2.010)
TT 24(48) 28(46.7)

n:birey sayist; Gruplararasi analiz Kikare (i) testi ile gerceklestirilmistir.

CDKNIB C-79T genotiplerinin dagiliminda kontrol grubu ve kolorektal
kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (X2=0.421;p=
0, 810). CDKNIB C-79T gen polimorfizminde TT ve CT genotipleri kolorektal kanserli
hastalarda (%54), kontrol grubuna gore yiiksek frekansta gozlenmis (%46) olup, aradaki
fark istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir (XZ:O.OOS; p=0.944, OR:1.027,%95
CI: 0.484-2.180). CDKNIB C-79T gen polimorfizminde CT ve CC genotipleri
kolorektal kanserli hastalarda (%96), kontrol grubuna gore yiiksek frekansta gézlenmis
(%93.3.) olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli  bulunmamistir

(1*=0.376:p=0.687, OR1.714, %95 CI 0.301-9.773) (Tablo 4-3).
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CDKNIB Vall09Gly genotiplerinin dagilimi, kolorektal kanserli hasta ile
kontrol grubumuz arasinda farkhilik géstermemistir (x*=1.307;p=0.540). Kolorektal
kanserli hastalarimizda CDKNIB Vall09Gly polimorfizmine ait TT ve TG genotipleri
(%92), kontrol grubuna gore (%96.7) daha diisiik frekansta saptanmis olup, fark
istatistiksel anlamliliga ulagsmamaistir (Xzzl.152;p:0.408,OR:0.397,%95CI:0.070—2.261).
Kolorektal kanserli hastalarimizda CDKNIB Vall09Gly polimorfizminde GG ve TG
genotipleri (%52), kontrol grubuna gore (%53.3) fark gostermemis olup, istatistiksel
olarak da anlamh degildir (x°=0.019; p=0.889, OR: 0.948 ,%95 CI: 0.447-2.010) (Tablo
4-3).

Calisma grubumuzdaki CDKNIA ve CDKNIB genotiplerinin allel frekansini
belirlemek i¢in gen sayim metodunu kullandik. Buna gore, ¢alisma grubumuzdaki
CDKNI1A C+20T ile CDKNI1A Ser31Arg, CDKNIB C-79T ile CDKN1B Vall109Gly
allelik frekanslar kolorektal kanserli hasta ve kontrol grubunda sirasiyla su sekildedir:
CDKNIA polimorfizmi i¢in T : %29 ve %36.6 , C: %71 ve %63.3 ile Ser: %88 ve
%74.1; Arg: %12 ve %25.8, CDKNI1B polimorfizmi i¢in T:% 29 ve %30, C:%71 ve
%70 ile T:%70 ve % 71.6 , G:%30 ve %?28.3 olarak saptanmistir (Tablo 4-3)

Tablo 4-4: CDKNI1A ( Ser31Arg,C+20T) ve CDKNI1B (C-79T ,Val109Gly) variant

allel tasima kombinasyonu

Varyant Alleller Kolorektal Kontroller Kikare P OR %95 Giiven Arahg (CI)

CDKNI1A/CDKN1 Kanserli Hastalar n(%) degeri
B n(%)

3<  variant allel 12 (24) 17(28.3) 0.264 0.608  0.799 (0.339-1.884)
tagima
3>  variant allel 38(76) 43(71.7)
tagima
2< variant  allel 33 (66) 47(78.3) 2.092 0.148  0.537 (0.230-1.254)
tagima
2> variant allel 17(34) 13 (21.7)
tagima
1< variant  allel 44 (88) 59(98.3) 4.887 0.045*  0.124(0.014-1.070)
tagima
0  variant  allel 6(12) 1(1.7)
tagima

n:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (x” ) testi ile gerceklestirilmistir.
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CDKNIA ve CDKNIB allel frekansi sonuglarina gore, kolorektal kanserli
hastalarda CDKN1A i¢in C ve Ser alleli, CDKNIB icin C ve G alleli kontrole daha
yiiksek frekansta saptanmis olup, hasta ve kontrol grubunda bu allelleri bir arada tasima
durumu, varyant alleller olarak kabul edilen CDKNIA T alleli ve Arg alleli ile
CDKNIB T alleli ve G alleline gore degerlendirmeye alinmistir. Bu analiz sonucunda
iki ve ikiden fazla varyant allel tasima durumu incelendiginde, kolorektal kanserli
hastalarda 2 veya ikiden fazla allel tasima (%34) kontrole gore (%?21.7) daha yiiksek
frekansta gozlenmis olup, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.148).
Kolorektal kanserli hastalarda ii¢ ve ii¢ten fazla varyant allel tasiyanlar (%24) kontrol
bireylere gore (%28.3) cok hafif bir diisme gozlenmistir, fark da istatistiksel anlamli
olarak saptanmamistir (p=0.608). Hi¢ varyant allel tastmama durumu ise kolorektal
kanserli hastalarda (%12) kontrol grubuna gore (%1.7)daha yiiksek olarak saptanmig
olup, aym zamanda en bir varyant allel tasima durumuna bakildiginda kolorektal
kanserli hastalarda (%88) kontrole gore (%98.3) daha diisiik bulunmustur, farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p=0.045,0R:0.124, %95CI: 0.014-
1.070) (Tablo 4-4).
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CDKN1A TT+CT CC N P CC+CT TT N
C+20T N(%) N(%) N(%) N(%)

genotipleri
Cins
Kadin 14(63.6) 8(36.4) 22 0.264 21(95.5) 1(4.5) 22 1.00
Erkek 13(46.4) 15(53.6) 28 27(96.4) 1(3.6) 28
Sigara kullanim
Sigara icen 1(20) 4(80) 5 0.167 5(100) 0(0) 5 1.00
Sigara icmeyen 26(57.8) 19(42.2) 45 43(95.6) 2(4.4) 45
Yas
50< 14(46.7) 16 (53.3) 30 1.00 29(96.7) 1(3.3) 30 1.00
50 = 4(50) 4(50) 8 0(0) 8(100) 8
Tumor
T3+T4 11(45.8) 13(54.2) 24 1.00 23(95.8) 1(4.2) 24 1.00
T1+4T2 4(44.4) 5(55.6) 9 9(100) 0(0) 19
Lenf nodu
tutulumu
N(+) 8(50) 8(50) 16  0.732 15(93.8) 1(6.3) 16 0.485
N(-) 7(41.2) 10(58.8) 17 17(100) 0(0) 17
Uzak metastaz
Var 1(20) 4(80) 5 0.346 5(100) 0(0) 5 1.00
Yok 14(50) 14(50) 28 27(96,4) 1(3,6) 28
Ulseratif kolit(+) 2(66,7) 1(33.3) 3 0.565 3(100) 0(0) 3 1.00
Ulseratif kolit(-) 11(40,7) 16(59.3) 27 26(96,3) 1(3,4) 27
Anjiyolenfatik 6(46.2) 7(53,8) 13 1.00 12(92.3) 1(7.7) 13 0.394
invazyon (+)
Anjiyolenfatik 9(45) 11(55) 20 20(100) 0(0) 20
invazyon (-)
Perindral inv. (+) 6(50) 6(50) 12 0.731 12(100) 0(0) 12 1.00
Perindral inv. (-) 9(42.9) 12(57.1) 21 20(95.2) 1(4.8) 21
Konstipasyon (+) 7(35) 13(65) 20 0.255 20(100) 0(0) 20 0.33
Konstipasyon (-) 6(60) 4(40) 10 9(90) 1(10) 10
Perforasyon (+) 1 (50,0) 1(50.0) 2 1.000 2(100) 0) 2 1.000
Perforasyon (-) 9(50,0) 9(50,0) 18 17(94.4) 1(5.6) 18
Obstruksiyon (+) 2(50.0) 2(50.0) 4 1.000 4 (100) 0(0) 4 1.000
Obstruksiyon (-) 8(50.0) 8(50.0) 16 15(93.8) 1(6.3) 16
Farklilagma iyi 1(20) 4(80) 5 0.611 5(100) 0(0) 5 1.00
Farklilasma 8(44.4) 10(55.6) 18 17(94.4) 1(5.6) 18
orta/az

n:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (*) testi ile gerceklestirilmistir.
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Kolorektal kanserli hastalarda CDKNI1A C+20T CC genotipi tasimanin erkek
hastalarda (%53.6) kadinlara gore (%36.4) daha yiiksek oldugu gozlenmis olup,
istatistiksel bir farklilik bulunmamistir (p=0.226). Hasta grubumuzda CDKN1A C+20T
genotiplemesi ile 50 ve 50 den kiigiik yastaki ve 50 den biiyiik kolorektal kanserli
hastalarda anlamli bir fark elde edilememistir. CDKN1A C+20 T genotiplemesi sonrasi
sigara kullananlarda CC genotipinin (%80) icmeyenlere gore (%42.2) daha yiiksek
olarak gozlendigi saptanmis olup, istatistiksel anlamlilik mevcut degildir (p=0.167).
CDKNIA C+20T gen polimorfizmi bolgesel lenf nod metastaz parametresiyle
degerlendirildiginde T alleli tastmanmin lenf nod pozitif olan hastalarda (%50),
olmayanlara gore (%41.2) daha yiiksek saptanmistir (p=0.611), TT genotipi tastmanin
ise lenf pozitif (%6.3) olanlarda negatif olma durumuna goére (%0) yiiksek olarak
saptanmis olup, C alleli tasima acisindan da lenf nod pozitif hastalar ile (%93.8),

negatif olanlar (%100) arasinda fark gozlenmemistir (p=0.485).

CDKNIA C+20 T genotiplemesi sonrast T alleli perindral invazyon var
olanlarda (%50) olmayanlara gore (%42.9) daha yiiksek, ancak istatistiksel anlaml
bulunmamistir. (P=0.731). CDKN1A C+20T genotiplemesi sonrasinda, anjiyolenfatik
invazyon tastyan hastalarda TT genotipi frekansinin (%7.7) ,tasimayanlara gore (%0)

daha yiiksek oldugu saptanmis olup, istatistiksel anlamli bulunmamistir ( p=0.394).

CDKNIA C+20T gen polimorfizmi sonrasi, T allelinin T3 veya T4 evresinde
olan hastalarda (%45.8) T1 veya T2 de olanlara gore (%44.4) farkli frekansta
gozlenmedigi, C alleli agisindan da yine T3 veya T4 olanlarda (%95.8) T1 veya T2
olanlarda %100 olarak gozlenmistir, aradaki farklar ise istatistiksel anlamlh

bulunmamastir.

Karsinom dist polip varligi olan hastalarda CDKNIA C+20T CC genotipinin
(%83.3), olmayanlara gore (%50) daha yiiksek oldugu gozlenmis olup, fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamaistir (p=0.196).

CDKNIA C+20 T genotiplemesi ve uzak metaztaz varligi incelemesinde, uzak
metastaz varlig1 olan tiim hastalarin C alleli tagidigi gozlenmis olup, bulgu istatistiksel

olarak anlamli degildir (P=1.00).

Timor farklilasmasi acisindan kolorektal kanserli hastalar degerlendirildiginde
CDKNIA C+20T genotiplemesi ile farklilasma arasinda istatistiksel anlamli bir iliski

saptanmamustir (Tablo 4-5).
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CDKNI1A Ser/Ser  Ser/Arg N P Arg/Arg Ser/Ser+ N
Ser31Arg N(%) + N(%) Ser/Arg N(%)
genotipi Arg/Arg
(N%)

Cins
Kadimn 4(18.2) 18(81.8) 22 0.718 1(4.5) 21(95.5) 22 0.440
Erkek 4(14.3) 24(85.7) 28 0(0) 28(100) 28
Sigara kullanim
Sigara icen 1(20) 4(80) 1.000 0(0) 5(100) 5 1.000
Sigara igmeyen 7(15.6) 38(84.4) 12.2) 44(97.8) 45
Yas
50< 4(13.3) 26(86.7) 30 0.146 1(3.3) 29(96.7) 30 1.000
50 > 3(37.5) 5(62.5) 8 0(0) 8(100) 8
Tumor
T3+T4 6(25) 18(75) 15 1(4.2) 23(95.8) 24
TI+T2 0 9(100) 16 0.156 0 9 (100) 9 1.00
Lenf nodu
tutulumu
N(+) 3(18.8) 13 (81.3) 16 1.000 1(6.3) 15(93.8) 16 0.485
N(-) 3(17.6) 14(82.4) 17 0(0) 17(100) 17
Uzak metastaz
Var 0(0) 5(100) 5 0.556 0(0) 5(100) 5 1.000
Yok 6(21.4) 22(78.6) 28 1(3.6) 27(96.4) 28
Ulseratif kolit(+) 0(0) 3(100) 3 0(0) 3(100) 3
Ulseratif kolit(-) 5(18.5)  22(81.5) 27 1.000 0(0) 27(100) 27
Anjiyolenfatik 3(23.1) 10(76.9) 13 0,659 1(7.7) 12(92.3) 13 0,394
invazyon (+)
Anjiyolenfatik 3(15) 17(85) 20 0(0) 20(100) 20
invazayon (-)
Perinoral inv. (+) 2(16.7) 10(83.3) 12 1.00 1(8.3) 1191.7) 12 0.364
Perinoral inv. (-) 4(19) 17(81) 21 0(0) 21(100) 21
Konstipasyon (+) 3(15) 17(85) 20 1.000 0(0) 20(100) 20
Konstipasyon (-) 2(20) 8(80) 10 0(0) 10(100) 10
Perforasyon (+) 1(50) 1(50) 2 0.447 0(0) 2 (100) 2
Perforasyon (-) 422.2) 14(77.8) 18 0(0) 18(100) 18
Obstriiksiyon (+) 125) 3(75) 4 0(0) 4(100) 4
Obstriiksiyon (-) 4(25) 12(75) 16 1.000 0(0) 16(100) 16
Farklilagma iyi 2(40) 3(60) 5 0.291 0(0) 5(100) 5
Farklilagma orta/az 3(16.7) 15(83.3) 18 0(0) 18(100) 18

n:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (x*) testi ile gerceklestirilmistir.
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Kolorektal kanserli hastalarda CDKN1A Ser31Arg tasimanin erkek hastalarda
(%100) kadinlara gore (%95.5) daha yiiksek oldugu gozlenmis olup, istatistiksel bir
farklilik bulunmamistir (p=0.440). CDKNI1A SerArg, genotiplemesi ile 50 ve 50 den
kiiciik yastaki ve 50 den biiyiik kolorektal kanserli hastalarda anlamli bir fark elde
edilememistir. Kolorektal kanserli hastalarda CDKN1A SerArg genotiplemesi sonrasi
gerek allel gerekse genotip dagilimi agisindan anlamli bir bulguya rastlanmamistir.
Hasta grubumuzda CDKNI1A SerArg genotiplemesi sonuclar1 sonrasi, Ser allelinin T3
veya T4 evresinde olan hastalarda (%95.8) T1 veya T2 de olanlara gore (%100) farkli
frekansta gozlenmedigi, Arg alleli agisindan da yine T3 veya T4 olanlarda (%75) T1
veya T2 olanlarda %100 olarak gozlenmistir, aradaki farklar ise istatistiksel anlaml
bulunmamistir. CDKN1A SerArg genotiplemesi, bolgesel lenf nodu tutulumu agisindan
incelendiginde, Arg allelinin nod tutulumu olmayan hastalarda (%82.4) olanlara gore
hafif diisiik (%81.3) olarak saptanmis, fark istatistiksel anlamli bulunmamistir (p=1.00)
Ser alleli tasima agisindan ise, nod tutulumu olmayan tiim hastalarin Ser allelini
tasidiklann gozlenmis olup, nod metastazi olanlarin %93.8’1 Ser alleli tasimaktaydi.
(p=0.485). SerArg heterozigot olma durumu goz Oniine alindiginda ise nod metastazi
mevcut olan hastalarda (%31.3) heterozigotlugun, olmayanlara gore (%11.8) daha
yiikksek oldugu goézlenmis olup,fark istatistiksel anlamli bulunmamistir (p=0.225).
CDKNI1A SerArg gen polimorfizminde, uzak metaztaz tasiyan tiim hastalarin Ser alleli
tasidigi,tasimayanlarda bu oran %96.4 gozlenmis olup, uzak metaztaz varligi pozitif
olan hicbir hasta ArgArg genotipi tagimamakta olup, fark anlamli bulunamamistir
(P=1.00). CDKNT1A SerArg gen polimorfizmine ait ArgArg genotipi perinoral invazyon
varliginda (%8.3) yoklugu durumuna gore daha yiiksek Ser alleli tasimamin ise diisiik
oldugu saptanmis olup, istatistiksel olarak anlamli veri elde edilememistir (p=0.364).
Anjiyolenfatik invazyon — varligt CDKNIA SerArg gen polimorfizmi birlikte
degerlendirildiginde, anjiyolenfatik invazyonu mevcut olanlarda SerSer genotipi
(%23.1) olmayanlara gore (%15) daha yiiksek, Arg alleli tasimak ise daha diisiik olarak
sapmis olup, fark istatistiksel anlamli degildir (p=0.659). CDKN1A SerArg genotip
sonuclar1 ile karsinom dis1 alanda polip varligi arasinda herhangi bir anlamh veriye
ulagilamamis olup, polip varligi olan tiim hastalarin Ser alleli tasidigi
gozlenmistir. Timor ~ farklilagmas1  agisindan  kolorektal ~— kanserli  hastalar
degerlendirildiginde CDKNIA SerArg genotiplemesi ile farklilasma arasinda

istatistiksel anlamli bir iliski saptanmamuistir (Tablo 4-6).
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CDKN1B TT TG+GG N P GG TG+TT N P
Val109Gly N(%) N(%) N(%) (%)
genotipleri
cins
kadin 11(50) 11(50) 22 1.00 3(13.6) 19(86.4) 0.308
erkek 13(46.4)  15(53.6) 28 1(3.6) 27(96.4)
Sigara kullanimi
Sigara icen 2(40) 3(60) 5 1.00 0(0) 5(100) 5
Sigara icmeyen 22(48.9)  23(51.1) 45 4(8.9) 41091.1) 45 1.00
Yas
50< 16(53.3)  14(46.7) 30 0.05* 1(3.3) 29(96.7) 30 0.024*
502 1(12.5) 7(87.5) 8 3(37.5) 5(62.5) 8
Tumor
T3+T4 11(45.8) 13(542) 24 1.00 2(8.3) 22(91.7) 24 1.00
T1+T2 4(44.4) 5(55.6) 9 1(11.1) 8(88.9) 9
Lenf nodu
tutulumu
N(+) 7(43.8) 9(56.3) 15 1.00 2(12.5) 14(87.5) 16 0.601
NG) 8(47.1) 9(52.9) 17 1(5.9) 16(94.1) 17
Uzak metastaz
Var 2(40) 3(60) 5 1.00 0(0) 5(100) 5 1.00
Yok 13(46.4)  15(53.6) 28 3(10.7) 25(89.3) 28
Ulseratif kolit(+) 1(33.3) 2(66.7) 3 1.00 0(0) 3(100) 3 1.00
Ulseratif kolit(-) 13(48.1)  14(51.9) 27 3(11.1) 24(88.9) 27
Anjiyolenfatik 5(38.5) 8(61.5) 13 0.722 0(0) 13(100) 13 0.261
invazyon (+)
Anjiyolenfatik 10(50) 10(50) 20 3(15) 17(85) 20
invazyon (-)
Perindral inv. (+) 5(41.7) 7(58.3) 12 1.00 0(0) 12(100) 12 0.284
Peringral inv. (-) 10(47.6) 11(524) 21 3(14.3) 18(85.7) 21
Konstipasyon (+) 10(50) 10(50) 20 0.709 2(10) 18(90) 20 1.00
Konstipasyon (-) 4(40) 6(60) 10 1(10) 9(90) 10
Perforasyon (+) 1(50) 1(50) 2 1.00 0(0) 2(100) 2 1.00
Perforasyon (-) 8(44.4) 10(55.6) 18 1(5.6) 17(94.4) 18
Obstriiksiyon (-) 7(43.8) 9(56.3) 16 1(6.3) 15(93.8) 16
Obstriiksiyon (+) 2(50) 2(50) 4 1.00 0(0) 4(100) 4 1.00
Farklilagma iyi 5(100) 0(0) 5 0.037* 0(0) 5(100) 5 1.00
Farklilagma 7(38.9) 11(61.1) 18 2(11.1) 16(88.9) 18
orta/az

n:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (3 ) testi ile gerceklestirilmistir.
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Kolorektal kanserli hastalarda CDKNI1B Vall09Gly T allelini tagimanin erkek
hastalarda (%96.4) kadinlara gore (%86.4) daha yiiksek oldugu gozlenmis olup,
istatistiksel bir farklilik bulunmamustir (p=0.308).

Kolorektal kanserli hastalarda CDKNI1B Vall09Gly G allelini tasimanin 50 ve 50
den kiiciik yastaki hastalarda (%87.5) 50 yasindan biiyiikk olanlara gore (%46.7) daha
yiiksek oldugu gbzlenmis ve fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.05; OR:8
%95CI ,0.874;-73.266).

Hasta grubumuzda CDKNIB Vall09Gly T alleli tasimanin 50 ve 50 den kiiciik
yastaki hastalarda (%62.5) 50 yasindan biiyiik olanlara gore (%96.7) daha diisiik oldugu
gozlenmis olup GG genotipinin 50 ve 50’ den kiiciik hastalarda 50” den biiyiik olanlara
gore daha yiiksek saptanmis ve fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.024,
OR:0.057, %95CI :0.005-0.699).

CDKNIB Vall09Gly G alleli tasimanin orta veya az farklilasan tiimorlerde
(%61.1) iyi farklilagan tiimorlere gore (%0) daha yiiksek olarak saptanmis olup, fark
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p=0.037, OR:2.57, %95CI:1.441-4.589).

Kolorektal kanserli hastalarda sigara kullanimi ile CDKNI1B Val 109Gly
genotiplemesi sonrasi gerek allel gerekse genotip dagilimi a¢isindan anlamli bir bulguya
rastlanmamustir.

CDKNI1B Vall09Gly genotiplemesi sonuglart sonrasi, T allelinin T3 veya T4
evresinde olan hastalarda (%91.7) T1 veya T2 de olanlara gore (%88.9) farkli frekansta
gozlenmedigi, G alleli acisindan da yine T3 veya T4 olanlarda (%54.2) T1 veya T2
olanlarda %55.6 olarak gozlenmistir, aradaki farklar ise istatistiksel anlaml
bulunmamastir,.

CDKNI1B Val109Gly gen polimorfizmi bolgesel lenf nod metastaz parametresi ile
birlikte degerlendirildiginde GG genotipi tasimanin lenf nod pozitif olan hastalarda
(%12.5), olmayanlara gore (%5.9) daha yiiksek oldugu, T alleli tasimanin ise lenf
pozitif (%87.5) veya negatif olma durumda (%94.1) fark gostermedigi saptanmis olup,
fark istatistiksel anlamli bulunmamustir (p=0.601). G alleli tasima agisindan da lenf nod
pozitif hastalar ile (%56.3), negatif olanlar (%52.9) arasinda fark gozlenmemistir
(p=0.849).

CDKNI1B Vall09Gly genotiplemesi sonrasinda, anjiyolenfatik invazyon tasiyan
hastalarda G allel frekansinin (%61.5) ,tasimayanlara gore (%50) daha yiiksek oldugu

saptanmisg olup, istatistiksel anlamli bulunmamistir ( P=0.169) (Tablo 4-7).
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CDKNIB Vall09Gly genotiplemesi ve uzak matastaz varligi beraber
incelendiginde, metaztaz verligi olan tim hastalarin T alleli tasidigi saptanmis olup,

bulgumuz istatistiksel olarak anlamli degildir (p=1.00).

Kolorektal kanserli hastalarda CDKNIB Vall09Gly genotiplemesi sonrasinda,
perinoral invazyon bulgusu olan hastalarda T alleli tasimanin (%100) olmayanlara gore

(%85.7) daha yiiksek, ancak istatistiksel olarak anlamli saptanmamaistir (p=0.284).

CDKNIB Val 109Gly TT genotipinin karsinoid bolgede adenom varligr mevcut
olanlarda (%83.3) olmayanlara gore (%39.1)daha yiiksek oldugu saptanmis olup, fark
istatistiksel anlamliliga yakin bulunmustur (p=0.08).

Kolorektal kanserli adenom bulgusu olan hastalarda CDKNI1B Val 109Gly TT
genotipinin (%66.7) yoklugu duruma gore (%44.4) daha yiiksek oldugu bulunmus, fark
istatistiksel olarak anlaml1 bulunmamustir (p=0.640) (Tablo 4-7).



Tablo 4-8: CDKNIB (C-79T) Allel Dagilimlar1 ile Hastalarin Klinik ,Prognostik
Parametrelerinin Degerlendirilmesi

CDKNI1B C-79T CC CT+TT N P TT CT+CC N P
Genotypes N(%) N(%) N(%) N(%)

Cins

Kadin 12(54.5) 10(45.5) 22 0.283 1(4.5) 21(95.5) 22 1.00

Erkek 11(39.3)  17(60.7) 28 1(3.6) 27(96.4) 28

Sigara kullanim

Sigara icen 4(80) 1(20) 5 0.167 0(0) 5(100) 5 1.00

Sigara icmeyen 19(42.2)  26(57.8) 45 2(4.4) 43(95,6) 45

Yas

50< 17(56.7)  13(43.3) 30 1.00 1(3.3) 29(96.7) 30 1.00

502 4(50) 4(50) 8 0(0) 8(100) 8

Tumor

T3+T4 14(58.3) 10(41.7) 24 1.00 1(4.2) 23(95.8) 24 1.00

T1+4T2 5(55.6) 4(44.4) 9 0(0) 9(100) 9

Lenf nodu

tutulumu

N(+) 9(56.3)  7(43.8) 16 1.00 0 16(100) 16 1.00

N(-) 10(58.8)  7(41.2) 17 1(5.9) 16(94.1) 17

Uzak metastaz

Var 2(40) 3(60) 5 0.628 0(0) 5(100) 5 1.00

Yok 17(60.7)  11(39.3) 28 1(3.6) 27(96.4) 28

Ulseratif kolit(+) 3(100) 0(0) 3 0.238 000) 3(100) 3 1.00

Ulseratif kolit(-) 14(51.9)  13(48.1) 27 1(3.7) 26(96.3) 27

Anjiyolenfatik 7(53.8) 6(46.2) 13 0(0) 13(100) 13

invazyon (+)

Anjiyolenfatik 12(60) 8(40) 20 1.00 1(5) 19(95) 20 1.00

invazyon (-)

Perindral 6(50) 6(50) 12 0.506 1(8.3) 11091.7) 12 0.364

invazyon (+)

Perindral 13(61.9) 8(38.1) 21 0(0) 21(100) 21

invazyon (-)

Konstipasyon (+) 12(60) 8(40) 20 0.705 1(5) 19(95) 20 1.00

Konstipasyon (-) 5(50) 5(50) 10 0(0) 10(100) 10

Perforasyon (+) 1(50) 1(50) 2 1.00 0(0) 2(100) 2 1.00

Perforasyon (-) 9(50) 9(50) 18 1(5.6) 17(94.4) 18

Obstriiksiyon (-) 8(50) 8(50) 16 1(6.3) 15(93.8) 16

Obstriiksiyon (+) 2(50) 2(50) 4 1.00 0(0) 4(100) 4 1.00

Farklilagma iyi 2(40) 3(60) 5 0.343 1(20) 4(80) 5 0.217

Farklilagsma 12(66.7) 6(33.3) 18 0(0) 18(100) 18

orta/az

n:birey sayisi; Gruplararasi analiz Kikare (x*) testi ile gerceklestirilmistir.
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Kolorektal kanserli hastalarda CDKN1B C-79T CT tasimanin erkek hastalarda
(%57.1) kadinlara gore (%40.9) daha yiiksek oldugu gozlenmis olup, istatistiksel bir
farklilik bulunmamistir (p=0.393). Hastalarda CDKN1B C-79T T genotiplemesi ile 50
ve 50’ den kiiciik yastaki ve 50 ‘den biiyiik kolorektal kanserli hastalarda anlaml bir fark
elde edilememistir. Kolorektal kanserli hastalarda sigara icenlerde CDKN1B C-79T CC
genotipini tasiyanlar (%80) icmeyenlere gore (%42.2) daha yiiksek olarak goézlendigi
saptanmis olup, istatistiksel anlamlilik gdzlenmemistir (p=0.167).

Kolorektal kanserli hasta grubumuzda CDKNIB C-79T genotiplemesi sonuglari
sonrasi, T allelinin T3 veya T4 evresinde olan hastalarda (%41.7) T1 veya T2 de olanlara
gore (%44.4) farkh frekansta gozlenmedigi saptanmis olup,C allelininin ise T3 veya T4
olanlarda (%95.8) T1 veya T2 olanlarda %100 olarak gozlenmistir, aradaki farklar ise
istatistiksel anlamli bulunmamastir.

Karsinom dis1 alanda polip varligi mevcut olan kolorektal kanserli hastalarda
CDKNIB C-79T T allelinin (%83.3), olmayanlara gore (%33.3) daha yiiksek siklikta
goriildigi gozlenmis olup, fark istatistiksel olarak anlamlhilia yakin bulunmustur
(p=0.061, OR:10 ,%95CI: 0.994-100.612). CDKNI1B C-79T CT genotipinin (%83.3),
olmayanlara gore (%29.2) daha yiiksek siklikta goriildiigii gozlenmis olup  fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p=0.026, OR:12 ,%95CI: 1.193-123.618).

Adenom mevcut olan kolorektal kanserli hastalarda CDKNI1B C-79T T alleli
frekansinin (%83.3) yokluguna gore (%33.3) daha yiiksek saptanmis, fark istatistiksel
anlamliliga ¢ok yakin degerde bulunmustur ( p=.0.061, OR:10 ,%95CI :0.944-105.921)

Karsinoid bolgede adenom varligi parametresi degerlendirildiginde, karsinoid
bolgede adenom varliginda CDKNI1B C-79T CC genotipinin (%65.2) mevcut olmadigi
duruma gore (%33.3) daha yiiksek oldugu, ancak istatistiksel olarak olarak anlamli
bulunmadigr gézlenmemistir (p=0.198) Bolgesel lenf nod pozitivitesi ele alindiginda,
CDKNIB -79T genotiplemesinde T allelinin lenf nod metastazi olmayanlarda (%41.2) ,
olanlara gore (%43.8) daha diisiik oldugu saptanmis olup, fark istatistiksel olarak anlamli
(P=0.888). C alelinin ise lenf metastazi olan hastalarda (%100 ) olmayanlara gore
(%94.1) daha yiiksek oldugu goézlenmis olup, fark istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=1.00). Kolorektal kanserli hastalarda uzak metastaz varligina gore CDKN1B C-79T
gen polimorfizmi incelendiginde, T alleli tasimanin uzak metastaz pozitif olanlarda (%60)
olmayanlara gore (%39.3) daha yiiksek oldugu saptanmis olup, fark istatistiksel anlamli

bulunmamistir (P=0.628).C allelinin ise metastaz varlifi olan tiim hastalarda (%100)
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gozlenirken, olmayanlarda da %96.4 oaraninda gozlendigi, farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi bulunmustur (P=1.00).

Anjiyolenfatik invazyon ile CDKNIB C-79T gen polimorfizmi birlikte
degerlendirildiginde, anjiyolenfatik invazyonu mevcut olanlarda CT genotipi (%46.2)
olmayanlara gore (%35) daha yiiksek olarak sapmis olup, istatistiksel anlamli degildir
(p=0.522).

CDKNIB C-79T gen polimorfizmi birlikte perindral invazyon parametresi
degerlendirildiginde, T alleli tastmak invazyon pozitif olan hastalarda (%50) olmayanlara
gore (%38.1) daha yiiksek olarak saptanmistir (p=0.506). TT genotipinin ise permoral
invazyon pozitif olanlarda (%8.3) olmayanlara gore yine daha yiiksek siklikta saptanmig
oldugu  bulgusu elde edilmis, fark anlamli  bulunmamistir  (p=0.364).
Farlilagsmanin orta veya az oldugu tiimorlerde CDKNIB C-79T CC genotipi tasimanin
(%66.7) , iyi farklilasan tiimorlere gore (%40) daha yiiksek olarak saptanmis olup, fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.343). CDKN1B C-79T C alleli tasimanin
ise orta veya az farklilasan tiimorlerde (%100) , iyi farklilasan tiimorlere gore (%80) daha
yiiksek olarak saptanmis olup, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.217)

(Tablo 4-8).
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Konstipasyon bulgusu mevcut olan kolorektal kanserli hastalarda CDKNI1A
SerArg gen polimorfizmi sonuclarina gore SerArg heterozigotlugunun  (%39),
konstipasyon bulgusu olmayanlara gore (%10) daha yiiksek saptandigi, farkin ise
istatistiksel olarak anlamli olmadig gozlenmistir(p=0.372) CDKNI1B Val 109Gly ve
CDKNIB C-79T genotiplemesi ve konstipasyon bulgusu arasinda herhangi bir ilgi
saptanmamistir. CDKNIA C+20T CC genotipi konstipasyon bulgusu olanlarda (%65)
olmayanlara gore (%40) daha yiiksek bulunmus, fark istatistiksel anlam gostermemistir

(p=0.225).

Ulseratif koliti olan kolorektal kanserli hastalarda CDKN1B C-79T CC genotipi
(%100), olmayanlara gore (%51.9) daha yiiksek olup,istatistiksel bir anlamlilik
saptanmamuistir (P=0.255). Ulseratif koliti olan kolorektal kanserli hastalarla CDKN1B
Val 109Gly gen polimorfizmi arasinda bir iliski saptanmamustir. Ulseratif koliti olan
kolorektal kanserli hastalarda CDKNI1A SerArg heterozigotluk tasima (%66.7)
olmayanlara gore (%18.5) daha yiiksek frekansta saptamis olup, fark istatistiksel
anlamli degidir (p=0.128). CDKNIA C+20T T allelini tagimanin iilseratif kolitli
hastalarda (%66.7) olmayanlara gore (%40.7) daha yiiksek saptanmis, anlamli bir

istatistiksel degere ulagsmamistir (p=0.565).

Kolorektal kanserli hastalarda sadece iki hastada perforasyon mevcut olup,
genotip analizlerinde ilgi cekici bir bulguya rastlanmamistir.Obstriiksiyon bulgusu
mevcut kolorektal kanserli hastalarda CDKN1B C-79T , CDKNI1A SerArg ,CDKNI1A
C+20T , CDKNI1B Val 109Gly gen polimorfizmleri agisindan herhangi bir istatistiki

anlaml veriye ulasilamamaistir.

Kolorektal kanserli hastalarimizda sadece iigii diabet hastasiydi. Bu hastalarin
timiiniin CDKNI1B C-79T C allelini, CDKN1A Ser allelini, CDKNIB Val 109Gly T
allelini, CDKN1A C+20T C allelini tasidiklan ilging bir bulgu olmakla beraber,

istatistiki anlamlilik mevcut degildir.
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Tablod-9: CDKNI1A (C+20T , Ser/Arg) CDKN1B (Val109Gly, C-79T) genotip

kombinasyonu
Kombine Kolorektal Kanserli Kontroller  kikare P OR %95 Giiven Arahg
genotipler Hastalar n(%) n(%) degeri (CIn
CDKN1A/CDKNI1B
CTSerSerTGCT 9 (%18) 3(%5) 4.742 0.029*%  4.171 (1.063-16.362)
Diger genotip 41 (%82) 57(95)

kombinasyonlari
CCSerSerTTCC 6(%12) 1(%1.7) 0.045*  8.045 (0.935-59.256)

Diger genotipler 44 (88) 59(%98.3)

n:birey sayist;g ruplararast analiz Kikare (y*) ile gergeklestirilmistir.

Bu sonuglara gore, CTSerSerTGCT kombine genotipinin Kolorektal kanserli
hastalarda (%18) kontrollere (%5) daha yiiksek gozlendigi saptanmig olup, bu fark
istatistiksel olarak da anlamli olarak saptanmistir (p=0.029, OR:4.171 ,%95CI :1.063-
16.362). Bu analiz sonucunda elde edilen diger bulgu da, CCSerSerTTCC
genotiplemesinin kolorektal kanserli hastalarda (%12) kontrole gore daha yiiksek
frekansta gozlendigidir ve istatistiksel analiz sonrasinda bu fark da istatistiksel anlaml
bulunmustur (p=0.045, OR, 8.045, %95CI: 0.935-59256).

Kombine genotip analiz agisindan kolorektal kanserli hastalarda T evrelemesi goz
Oniine alindiginda, CTSerSerTGCT genotip kombinasyonunun T3 veya T4 olan
hastalarda (%16.7) T1 veya T2 olan hastalara gore (%?22.2) daha diisiik bulundugii ve
farkin , istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p=1.00)

CCSerSerTTCC genotip kombinasyonunun T3 veya T4 olan hastalarda
(%12.5) T1 veya T2 olan hastalara gore daha diisiik (%22.2) bulundugii ve farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p=0.597).

Kolorektal kanserli hasta grubumuzda bolgesel lenf nodu pozitivisitesi
degerlendirilerek, yapilan kombine genotip analiz sonrasi, CTSerSerTGCT
genotiplemesinin lenf nod metastazi olmayanlar (%17.6) ile olanlar arasinda (%18.8)
fark gostermedigi saptanmistir (p=1.00). CCSerSerTTCC genotip kombinasyonunun
lenf nod pozitif hastalarda (%12.5) olan hastalara gore (%17.6) daha diisiik bulundugii

ve farkin , istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p=1.000).
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Kolorektal kanserli hastalarda tan1 zamam ve takip siiresinde uzak metastaz
varligi ile s6z konusu genotip kombinasyonlar1 arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir.Perinoral invazyon varligi pozitif olan hastalarda CTSerSerTGCT
genotipi (%25) olmayanlara gore (%14.3) daha yiiksek olarak saptanmis olup,
istatistksel anlamli degere ulagsmamaistir.

Diyabet varligi mevcut kolorektal hastalarimizda CTSerSerTGCT genotipi
(%66.7) diabet bulgusu olmayanlara gore (%14.9) daha yiiksek olarak saptanmis, fark
istatistiksel anlamliliga yakin bulunmustur (p=0.08, OR:0.088 , %95CI: 0.007-1.100).
CCSerSerTTCC genotipi ise diyabetli kolorektal kanserli hastalarda (%33.3)
olmayanlara gore (%10.6) yiiksek bulunmus olup, fark istatistiksel anlamli degildir
(p=0.324).

Kolorektal kanserli hastalarda sigara kullanim1 a¢isindan CDKN1A ve CDKNI1B
genotip kombinasyonu analizi degerlendirildiginde, sigara kullananlarin (%20)
icmeyenlere oranla daha yiiksek frekansta CCSerSerTTCC genotip kombinasyonunu
tasidiklan gozlenmis, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. (p=0.487).

Kolorektal kanserli hastalarda obstrilksiyon mevcut olan hastalarda
CCSerSerTTCC genotipi (%50) olmayanlara gore (%6.3) daha yiiksek bulunmus olup,
fark istatistiksel anlamliliga ulasamamistir (p=0.08, OR:15,0, %95CI: 0.896-251.056)

Kolorektal kanserli hastalarda obstritksiyon mevcut olan hastalarda karsinoid
bolgede adenom veya adenom varligi, karsinoid bolgede polip, iilseratif kolit varlig ile

kombine genotipler arasinda anlamli bir bulguya rastlanmamistir (Tablo 4-9).
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5. TARTISMA

Kolorektal kanser gelisen {iilkelerde goriilen onemli bir saglik sorunudur. Bu
tarz iilkelerde yiiksek oranda goriilmektedir (146). Kolorektal kanser gelisimi ve bu
kanser tiiriinden 6liim riskinin asir1 kilolu bireylerde risk olusturdugu 6ne siiriillmektedir.
Obezite kadin ve erkeklerde riski arttiran bir faktor gibi goriinmekle beraber erkeklerde
bu faktoriin daha etkin bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (16). Guerreioro ve ark
yaptiklar1 ¢aligmada viicut kiitle agirhi@inin kolorektal kanserli hastalarda kontrollerden
daha diisiik oldugu bildirmislerdir. Arastirmacilar bu bulguyu calismalarina dahil edilen
hastalarin tedaviye baglamis durumda olmasi ile aciklamislardir (147). Kune ve
arkadaslarida, 715 hasta ve 727 kontrol iizerinde yaptiklart caligmada, viicut kiitle
agirhigr ile kolorektal kanser arasinda bir iliski bulamamislardir (148).Calismamizda
kolorektal kanserli hastalar ve kontroller arasinda kilo,boy, VKI degerleri agisindan
anlamli bir farka rastlanmamistir. Kolorektal kanserli erkek hastalarimizin kilo ve boy
ortalamalar1 kadinlara gore istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulunmus olup
(p=0.027;p=0.001), Viicut kiitle ineksi (VKI) degerleri arasinda boyle bir yiikseklige
rastlanmamistir. Kolorektal kanserde pozitif aile hikayesinin hastalik risk agisindan
onemli rol oynadigi bilinmektedir (146). Calismamizda kolorektal kanserli hastalarda

yas ve cins, ailede kanser hikayesi parametreleri ile bir iliski saptanmamastir.

Siklin bagimli kinazlar (CDKs) siklinlerle birlikte hiicre proliferasyonununda
gorev alirken Siklin Bagimli Kinaz inhibitorleri (CDKi) siklin bagimli kinaz siklin
kompleksini inhibe ederek hiicre dongiisiiniin kilitlenmesine sebep olurlar (5-6).
Kanserlerde G; kontrol noktasinin diizenlenmesinde gorev yapan genler siklikla
degisime ugramistir. Ayrica bu genlerin aktvitelerindeki degisiklik ve aksakliklar
sadece hiicre dongiisiiniin kontroliinii olumsuz yonde etkilemekle kalmayip DNA tamir
genlerini ve dzellikle p53’tin DNA hasarina kars1 verdigi yanitida etkilerler (110,150).
Insan kanserlerinde G; den S fazina gegis yolagi siklikla bozulmus olup(4)
Retinoblastoma proteini bu yolagin merkezinde bulunmaktadir (9). CDKNI1A (P21) ve
CDKNI1B (P27) Siklin Bagimli Kinaz Inhibitér (CDKi) ailesinin iiyeleri olup Siklin
bagimli kinaz ve siklin komplekslerine (Siklin E-CDK2; Siklin A- CDK 2; and Siklin
D- CDK 4) baglanarak Retinoblastoma proteininin fosforilasyonunu engellerler

4,7,11).
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CDKNIA ile ilgili yaklasik olarak 40 tane polimorfizim tespit edilmistir (149).
Bu polimorfizmlerin yaklasik olarak 35 tanesi intronik bir yerlesim sergilemektedir.
CDKNI1A genindeki yaygin polimorfizmlerden bir tanesi ikinci ekzonda 31. kodonda
C bazinin yerine A bazinmin bulunmasi sonucu serin aminoasidinin yerine arginin
aminoasidinin ge¢gmesine sebep olan Ser31Arg polimorfizmidir. 4 polimorfizm 3’ UTR
yerlesimli olup, bunlardan bir tanesi 3. ekzonda bitis kodonunun 20 niikleotid
asagisinda C niikleotidi yerine T niikleotidininin gelmesi sonucu olusan C+20T
polimorfizmidir. Belirtilen iki polimorfizmin CDKNIA geninin fonksiyonlarini
etkiledigi diisiiniilmektedir. Bu polimorfizmlerin farkli kanser tiplerinde CDKN1A’nin
fonksiyonlar1 iizerine etkileriyle ilgili cesitli epidemiyolojik calismalar yapilmistir
(150).

CDKNIB’nin Vall09Gly polimorfizmi prostat, meme gibi  kanserlerde
arastirilmis olup, hastaliga yatkinlikla ve kotii prognoz iliskili oldugu rapor edilmistir
(141,142).

CDKNIB 5’UTR bolgesinde yer alan C-79T polimorfizminin proteinin yapi
dengesizligi dolayis1 ile kazanilan bozulmus fonksiyondan dolay1 olabilecegi One
siiriilmektedir (136).

Calismamizda, CDKN1A C+20T ,CDKNIA Ser31Arg ve CDKNI1B C-79T ve
CDKNI1B Vall09Gly gen polimorfizmini kolorektal kanserli hastalarda risk ve klinik
parametrelerle iligkisini aragtirmak ve boylece hastaligin etyopatogenezini aydinlatmak
amaglanmistir. Kolorektal kanserli hastarimizda CDKN1 C+20T CC genotipinin erkek
hastalarda (%53.6) kadinlardan (%36.4) daha yiiksek oldugu farkin ise istatistiksel
anlamli olmadig saptanmistir (P=0.226). Calismamizda kolorektal kanserli hastalar
<50 yas ve >50 yas olarak gruplandiginda CDKN1A C+20T genotiplemesi agisindan
anlamli bir fark elde edilememistir. CDKNIA Ser31Arg genotiplemesinde Ser alleli
tasimanin ise erkek hastalarimizin tiimiinde mevcut oldugu, kadinlarda ise bu sikligin
9%95.5 oraninda oldugu gozlenmistir (P=0.440). CDKN1A SerArg ve CDKNI1B C-79T
genotiplemesi <50 yas ve >50 yas kolorektal kanserli hastalarda fark gostermemistir.
CDKNI1B C-79T, CT genotipi tastmanin erkeklerde (%57.1) kadinlardan (%40.9) daha
yiiksek siklikta olmasi istatistik olarak anlamli bulunmamistir. (P=0.393). Kolorektal
kanserli hastalarimizda CDKNI1B Vall09Gly G allelini tastmanin <50 yas hastalarda
(%87.5) >50 yas olanlara gore (%46.7) daha yiiksek olmasi, istatistiksel olarak da
anlamli bulunmustur (p=0.05; OR:8 , %95CI: 0.874;-73.266). CDKN1B Vall09Gly T
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alleli tasitmanin <50 yas hastalarda (%62.5) >50 yas olanlara gore diisiik olmasi da
(%9.7), istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup, GG genotipinin 50 ve 50’ den kiiciik
hastalarda 50’ den biiyiik olanlara gore daha yiiksek saptanmis ve fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0.024, OR:0.057, %95CI :0.005-0.699).

Bazi1 arastirmalarda sigara ve kolorektal kanser arasinda anlamlh bir iliski
bulundugu belirtilirken, bazilarinda ise kolorektal kanser ve sigara kullanimi arasinda
herhangi bir bag kurulamamislardir (151). Bu celiski ¢esitli teorilerle agiklanmaya
calistlmistir. Bu teorilerden bir tanesi seyreltme teorisidir.Bu diisiinceye gore
adenomlarin sadece kiiciik bir kismi kanser gelistirmeye meyillidir ve sigaranin daha
cok kanser gelisimine yatkin olmayan kiigiik ve villoz yapidaki adenomlar etkiledigi
one siiriilmektedir (151) Sigara kullananlarda kolorektal kanserli hastalarimizda
CDKNIA C+20 T CC genotipinin (%80) icmeyenlere gore (%42.2) istatistiksel
anlamlilik olmaksizin daha yiiksek olarak gozlendigi saptanmistir. CDKNIB C-79T
genotip analizi sonucu, hastalardan sigara icenlerde CC genotipini tasiyanlar (%80)
icmeyenlere gore (%42.2) daha yiiksek olup, anlaml fark saptanmamistir (p=0.167).
CDKNI1B Vall109Gly ve CDKN1A SerArg genotiplemesi ile sigara i¢imi arasinda ilgi
cekici  bir veriye rastlanmamistir. Bu verilerimizin, sigara kullamiminin kanser
hastalarimizin sadece %10’nunu kapsamasi agisindan, daha ¢ok sigara parametresinin
on plana alindig1 bir kolorektal hasta grubu uygun kontrol grubu secimiyle daha anlaml
olabilecegi kanisina varilmistir.

Mah ve ark. Mah ve arkadaslar1 368 meme kanserli ve 467 kontrolden olusan Cin
populasyonunda yapilan bir caligmada kontrol grubunda CDKNIA C+20T genotip
dagiliminda CC:%27.6, CT:%54.2, TT:%18.2 olarak, allel dagilimi agisindan analiz
edildiginde ise, T allelini 0.453, C allelini ise 0.547 olarak saptamislardir.(136).

Li ve arkadaslar1 712 kiigiik hiicreli bas ve boyun kanserlerinde beyaz irkta
yaptiklar1 calismada, 1222 kontrol bireyi caligmalarina dahil etmislerdir. CDKN1 A
C+20T gen polimorfizmi analizinde CC: %88.4, CT :%11.1, TT: %0.5,C allel ve T
allel frekanslarini ise sirastyla %94 ve %6 olarak saptamislardir (150).

CDKNI1A C+20T ile yapilan calismalardan biri de, Kibel ve arkadaslarinin (140)
beyaz irkta yaptiklart 96 prostat kanseri ve 106 kontrolden olusan, prostat kanserinde
risk ve prognozu belirlemede CDKN1 A C+20T ‘nin énemli olup olmadigini arastiran
calismadir. Bu ¢alismaya dahil edilen kontrollerde genotip dagilimin1 CC:%90 CT: %8
ve %2 TT olarak , C allelini % 93.86, T allelini ise % 6.13 olarak saptamislardir. Bu
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bulgular Mah ve arkadaglarinin CDKN1 A C+20T igin saptadiklar allel freakanslar ile
uyumludur. Kibel ve arkadaglarn CDKNI A C+20T T allelinin ilerlemis prostat
kanserlerinde yaklagik 2 kat artmis frekansta bulundugunu bildirmislerdir (OR: 2.24
9%95CI:1.2-4.95). CDKNI1A C+20T genotiplerinin dagilimi agisindan kolorektal
kanserli hastalarimiz degerlendirildiriliginde, kontrol grubu ve kolorektal kanserli
hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir, T allel tasimanin
kolorektal kanserli hastalarda (%54) kontrole gore (%63.3) diisiik, C alleli tasimanin
ise hasta grubunda (%96) kontrole gore (%90) daha yiiksek frekansta oldugu gézlenmis
olup, bulgumuz istatistiksel anlamliliga ulagsmadigr gézlenmistir (p=0.228). Cesitli
arastirmalarda ilseratif kolit bulgusu tasiyan bireylerin normal populasyona gore 2-8.2
kat daha fazla risk tasidiklari belirtilmistir. Bu riski arttiran faktorlerden bir tanesinin
iilseratif kolitin devam siiresi digerinin ise yerlesimi oldugu ve transvers kolon ,sag
kolon yerlesiminin kolorektal kanser agisindan daha riskli oldugu belirtilmektedir (20).
Calismamizdaki hastalarin sadece %10 ‘nunda ilseratif kolit bulgusu mevcuttu.
Ulseratif koliti olan hastalarimzin ikisinde tumor yerlesimi sag kolon oldugu
gozlenmistir. Ulseratif kolit bulgusu olan tiim hastalarin CDKN1A C+20T igin C
allelini, CDKN1A Ser/Arg i¢in Ser allelini, CDKN1B Val109Gly T allelini, CDKN1B
C-79T T allelini tasidiklar1 gozlense de, istatistiksel olarak anlamli bir veri elde
edilmemistir.

CDKNI1A Ser-Arg polimorfizmi p21 genindeki cok korunmus bolgede lokalize
olmustur. Bu polimorfizminin fenotipik protein ekspresyonunu endometrial kanserde
etkiledigi ancak meme ve over kanserinde herhangi bir etkilenmenin s6z konusu
olmadig ileri stiriilmiistiir (134). Mah ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Ser31Arg
genotip dagilimi SerSer:%26.8, SerArg %54.6, ArgArg:%18.6 A allel p=0.459 sekinde
bulunmustur.Bu ¢calismada meme kanseri ile bu polimorfizm arasinda harhangi bir iliski
bulunamamaistir.(136).Bir diger calismada ise hastalarin sadece 7’sinde (%10) Ser/Arg
polimorfizmi tespit edilmistir bu nedenle herhangi bir anlamlilik bulunamamugtir.(101).
Cin populasyonunda yapilan son calismalarda POAG (primary open angle glaucoma)
hastalarinda Ser31Arg polimorfizminin Arg formuyla iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir.
Ressinotis ve arkadaslarinin yaptiklar1 140 POAG hastas1 73 saglikli kontrol bireyini
kapsayan calismada Ser ve Arg allelik frekanslan agisindan hasta ve kontroller arasinda

bir farklilik bulamamis olup Arg/Arg genotipine hi¢ rastlamamislardir [ SerSer:%83.6
SerArg:%16.4 ArgArg:%0 ].
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Cesitli calismalarda Arg allelinin Cin populasyonunda daha yaygin oldugu tespit
edilmistir. Ressinotis ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada bulunan sonug, Isvec ve
Fransi1z populasyonundaki Arg allel frekansi ile p=0.05 bagdasmis bulunmaktadir (144).
Bir bagka calismada ise Ser/Arg genotip dagilimi Ser/Ser=%87.9, Ser/Arg= %11.5;
Arg/Arg=%0.6 olarak bildirmistir (150).

Calismamizda CDKN1A Ser31Arg genotiplerinin dagilimi ise kolorektal kanserli
hasta ile kontrol grubumuz arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik
gostermistir  (p=0.036). Kolorektal kanserli hastalarimizda CDKNIA Ser31Arg
polimorfizmine ait Ser/Ser ve Ser/Arg genotipleri (%98), kontrol grubuna goére (%93.3)
daha yiiksek frekansta saptanmis olup, fark istatistiksel anlamliliga ulagsmamistir
(x2=1.369,p=0.374,OR: 3.500,%95C1:0.378-32.374). Kolorektal kanserli hastalarimizda
CDKNI1A Ser31Arg polimorfizmine ait Arg/Arg ve Ser/Arg genotipleri (%84), kontrol
grubuna gore (%95) daha diisiik frekansta saptanmis olup, fark istatistiksel anlamliliga
yakin degerdedir (X2=3.667; p=0.056, OR:0.276 , %95 CI : 0.069-1.104).

Vall09Gly varyantimin p27 ve onun negatif diizenleyicisi p38 ™!

arasindaki bagi
etkiledigi ve p27’nin parcalanmasim yonettigi diisiiniilmektedir Mah ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada Vall09Gly genotip dagilimi TT:%94.7 TG:%5.4 GG:%0 G allel
frekans1 0.027 olarak bulunmustur. Bazi molekiiler epidemiyolojik calismalarda
Vall09Gly ve prostat kanseri, SCCHN kanseri arasindaki iliski arastinlmistir.

Vall09Gly varyantimn p27 ve onun negatif diizenleyicisi p38 '

arasindaki bagi
etkiledigi ve p27°'nin parcalanmasini yonettigi diisiiniilmektedir. Ma H. ve
arkadaglarinin ¢alismasinda Val109Gly polimorfizminin Cin toplumunda major bir rol
oynamadigl One siiriilmiistiir. Calisma grubunda varyant allel olarak kabul edilen G
allelinin ¢caliyma grubunda oran1 oldukca seyrek saptanmistir (136).

Kibel ve arkadaslarinin calismasinda Vall09Gly polimorfizmi genotip dagilimi
TT:%54 TG:%36 GG:%10 olarak bulunmus olup VV Genotipinin ilerlemis prostat
kanserlerinde risk olusturdugu ileri siirlilmiistiir (140). Bir diger ¢alismada ise beyaz
irkta Val109Gly polimorfizmi genotip dagilimi TT:%58.7 TG:%35.9 GG:%5.39 olarak
bulunmustur (145). G alleli beyaz 1rkta 0.348, Afrika kokenli Amerikalilarda 0.326, Cin
toplumunda ise 0.043 seklinde bir dagilim gostermektedir (136).

Calismamizda CDKNI1B Vall09Gly genotiplerinin dagilimi, kolorektal kanserli
hasta ile kontrol grubumuz arasinda farklilk bulunmamustir (x*=1.307;p=0.540).

Kolorektal kanserli hastalarimizda CDKN1B Val109Gly polimorfizmine ait TT ve TG



69

genotipleri (%92), kontrol grubuna gore (%96.7) daha diisiik frekansta saptanmis olup,
fark istatistiksel anlamliliga ulagmamistir (X2=1-152§ p=0.408, OR: 0.397, %95 CI: 0.70-
2.261). Kolorektal kanserli hastalarimizda CDKN1B Vall09Gly polimorfizminde GG
ve TG genotipleri (%52), kontrol grubuna gore (%53.3) fark gostermemis olup,
istatistiksel olarak da anlamli degildir (X2=0~0192 p=0.889, OR: 0.948, %95 CI: 0.447-
2.010).

Ma H. ve arkadaslar1 calismalarinda CDKNI1A C-79T polimorfizmi genotip
dagilimi CC:%30 TC:%48 TT:%?22 olarak saptanmis T allel frekansi:0.460, C alleli ise
0.540 olarak bulunmus olup, C-79T polimorfizminin meme kanseri etiyolojisinde rol
oynayabilecegi kanisina varilmistir. Ma ve ark calismalarinda, p27 protein diizeylerinin
gen transkripsiyonu oranindan etkilenebilecegi ileri siiriilmiigtir. CDKNI1B
transkriptinin 5’UTR bolgesindeki varyant boliimle bu durumun iligkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Tek lokus analizinde C-79T heterozigot durumunun meme kanseri ile
iligkili olabilecegi tespit edilmistir (136).

Chang ve arkadaglariin yaptigi prostat kanseri c¢alismalarinda C-79T
polimorfizminde C alleli tasiman1 aileden kalitim gosteren prostat kanseri vakalarinda
yaygin oldugu ve bu bulgunun anlamhlik gosterdigi tespit edilmistir. CDKN1B’ nin
genel bir tiimor baskilayict gen olarak rol oynadigi ve fonksiyonunun 6zellikle prostat
kanserinde etkili oldugu kanisina varilmistir (152).

Klinik calismalar ve laboratuvar deneyleri CDKNIB geninin prostat kanseri
etiyolojisinde 6nemli bir timor baskilayici gen oldugunu gostermektedir. Bazi kalitsal
prostat kanseri (HPC) populasyonlarinda prostat kanserine duyarlilik ve CDKNIB
geninin kromozomal lokasyonu arasindaki iliskinin 1s18inda, CDKN1B geninin sekans
varyantlarimin HPC’de rol oynadigi diisiiniilmektedir. C-79T polimorfizminde C alleli
hasta aile bireylerinden anlamh sekilde kalitim gosterdigi bulunmustur (152).

Calismamizda CDKNI1B C-79T genotiplerinin dagiliminda kontrol grubu ve
kolorektal kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(X2=0.421;p= 0, 810). CDKNIB C-79T gen polimorfizminde TT ve CT genotipleri
kolorektal kanserli hastalarda (%54), kontrol grubuna gore yiiksek frekansta gézlenmis
(%46) ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamlilik gdstermemistir (x°=0.005;p=0.944,
OR:1.027 %95 CI 0.484-2.180). CDKNIB C-79T gen polimorfizminde CT ve CC

genotipleri kolorektal kanserli hastalarda (%96), kontrol grubuna gore yiiksek frekansta
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gozlenmis (%93.3.) olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(1°=0.376; p=0.687, OR: 1.714 ,%95 CI : 0.301-9.773)

Ma H. ve arkadaslarinin yaptigt CDKN1A C+20T ,Ser/Arg ve CDKNI1B C-
79T,Val 109 Gly 4 lokus icin kombine genotip analizinde 3 veya daha fazla variant
alleli tastyan meme kanserli bayanlarda 6zellikle menapoz dncesi donemlerde yiiksek
risk (OR:2.30 ,%95CI: 1.45-3.66) 0-2 variant allel tasiyanlara oranla daha yiiksek
bulunmustur (136). Kibel ve arkadaslarinin 96 prostat kanseri 106 kontrolde yaptiklar
kombine genotip ¢alismasina gére C+20T polimorfizminde CT ve TT genotipleri
prostat kanserinde daha sik (OR:2.24, %95CI: 1.2.-4.95) olarak bulunmustur.
Val109Gly genotip dagilimi TT:%54 TG:%36 GG:%10 olarak saptanmis olup Vall09
VV genotipi prostat kanserinde daha sik (OR:1.95, %95CI:1.09.-3.47) olarak
bulunmustur. Yiiksek riskli genotiplerden en az 1’ini tasima durumunun ilerlemis
prostat kanseri i¢in risk faktorii olarak degerlendirilebilecegi one siiriilmiistiir (OR:1.48,
9%95CI :0.56-3.92), C+20T icin CT ve TT ile CDKNI1B Vall09Gly i¢in VV genotipi
tasimanin beyaz 1tk populasyonunda ilerlemis prostat kanseri agisindan riskli oldugu
bildirilmistir (140). Bizim c¢alismamizda CDKNIA ve CDKNI1B allel frekansi
sonuclarina gore, kolorektal kanserli hastalarda CDKNIA i¢in C ve Ser alleli,
CDKNIB i¢in C ve G alleli kontrole daha yiiksek frekansta saptanmig olup, hasta ve
kontrol grubunda bu allelleri bir arada tasima durumu, variant alleller olarak kabul
edilen CDKNI1A T alleli ve Arg alleli ile CDKNIB T alleli ve G alleline gore
degerlendirmeye alinmistir. Bu analiz sonucunda iki ve ikiden fazla variant allel tasima
durumu incelendiginde, kolorektal kanserli hastalarda 2 veya ikiden fazla allel tasima
(%34) kontrole gore (%21.7) daha yiiksek frekansta gozlenmis olup , fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p=0.148). Kolorektal kanserli hastalarda iic ve iicten
fazla variant allel tasiyanlar (%24) kontrol bireylere gore (%28.3) c¢ok hafif bir diisme
gbzlenmis olup, istatistiksel anlamlilik saptanmamistir (p=0.608). Hi¢ variant allel
tasimama durumu ise kolorektal kanserli hastalarda (%12) kontrol grubuna gore
(%1.7) daha yiiksek olarak saptanmis olup, ayn1 zamanda en az bir variant allel tasima
durumuna bakildiginda kolorektal kanserli hastalarda (%88) kontrole gére (%98.3) daha
diisitk bulunmustur, farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p=0.045,

OR:0.124, %95CI :0.014-1.070).
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Tiimor farklilagsmasi,tiimor perforasyonu ,T evre degeri ve lenf nodu tutulumunun
kolorektal kanser stirecini etkiledigi ileri stiriilmektedir. Mikrosatellit
instabilizasyonunun ve allelik kararsizligin bu siirecte iyi yada kotii yonde rol oynadigi
diisiiniilmektedir.Histolojik tiimor evresi ve lenf nodu tutulumu ise en ¢ok bilinen
prognostik faktorlerdir (153).Lenf nodu metastazinin, kolorektal kanser acisindan
negatif prognoz uyarisi oldugu 6ne siiriilmektedir.Fakat bazi1 arastirmacilar lenf nodu
metastazinin prognoz ile korelasyon gostermedigini de ileri siirmiislerdir (154).
Calismamizda kolorektal kanserli hastalarda T evre degerleri,lenf nod metastazi, timor
perforasyonu ile CDKNI1A Ser/Arg, C+20T ve CDKNIB Val 109Gly, C-79T
genotiplemesi sonrasi gerek allel gerekse genotip dagilimi a¢isindan anlamli bir bulguya
rastlanmamistir.  Tiimor farklilagsmasit  acisindan  kolorektal kanserli hastalar
degerlendirildiginde ise CDKNIA C+20T , CDKNIA SerArg genotiplemesi ile
farklilagma arasinda istatistiksel anlamli bir iligki saptanmamistir. Farlilagsmanin orta
veya az oldugu tiimorlerde CDKNIB C-79T CC genotipi tasimanin (%66.7) , iyi
farklilagan tiimorlere gore (%40) daha yiiksek olarak saptanmis olup, fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (P=0.343). CDKNI1B Vall109Gly G alleli tasimanin ise
orta veya az farklilasan tiimorlerde (%61.1) iyi farklilasan tiimorlere gore (%0)
istatistiksel olarak  anlamli yiiksek olarak saptanmistir (p=0.037,0R:2.57,%95CI
:1.441-4.589).

Sonug olarak;

Calismamiz Tiirk Toplumunda CDKNIA (Ser/Arg,C+20T) ve CDKNIB
(Val109Gly,C-79T) gen polimorfizlerine ait genotip ve allel frekanslarinin arastirildigi
ve hastaligin klinik ve prognostik parametreleri ile bir arada degerlendirildigi ilk
caligmadir.

CDKNIA ve CDKNIB gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde,
CDKNIA Ser31Arg genotip dagilimi kolorektal kanserli hasta ile kontrol grubumuz
arasinda istatistiksel olarak anlaml1 derecede farklilik gostermistir (p=0.036). CDKN1A
Ser31Arg polimorfizmine ait Arg alleli tasima (%84 ), kontrol grubuna gore (%95) daha
diisiik frekansta ve istatistiksel anlamlilifa yakin degerde saptanmistir (x2:3.667;

p=0.056, OR:0.276 ,%95 CI: 0.069-1.104).
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CDKNIA C+20T, CDKNIB C-79T ve Vall09Gly genotiplerinin dagiliminda
kontrol grubu ve kolorektal kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamistir.

CTSerSerTGCT kombine genotipinin ise kolorektal kanserli hastalarda (%18)
kontrollere gore (%5) istatistiksel anlaml olarak daha yiiksek gozlendigi saptanmistir
(p=0.029, OR:4.71 , %95CI: 1.063-16.362). Bu analiz sonucunda elde edilen diger
bulgu da, CCSerSerTTCC genotiplemesinin kolorektal kanserli hastalarda (%12)
kontrole gore da istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek frekansta gozlendigidir
(p=0.045, OR: 8.045 ,%95 CI :0.935-59256).

Kolorektal kanserli hastalarda CDKN1B Val109Gly G allelini tagimanin 50 ve
50 den kiiciik yastaki hastalarda (%87.5) 50 yasindan biiyiik olanlara gore (%46.7) daha
yiiksek olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.05; OR:8 %95CI: 0.874;-
73.260).

CDKNIB Vall09Gly G alleli tasimanin orta veya az farklilasan tiimorlerde
(%61.1) iyi farklilagsan timorlere gore (%0) istatistiksel olarak da anlamli olarak daha

yiiksek oldugu saptanmistir (p=0.037, OR:2.57 , %95 CI: 1.441-4.589).

Calismamiz CDKNIA (Ser/Arg,C+20T) ve CDKNI1B (Val109Gly,C-79T) genotip
ve allel frekanslarina ait Tiirk Toplumundaki ilk verileri saglayan bir arastirmadir.
Calismamiz sonucunda elde edilen verilerin bu konuda yapilacak daha kapsaml

arastirmalara 151k tutabilecegi diisiincesindeyiz.
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7. HAM VERILER

hastagrup * C79Tpoly

86

Crosstab
C79Tpoly Total
1,00 TT 2,00 CT 3,00 1L,00TT
variant variant CC variant
Count 4 28 28 60
,00 kontrol % within
6,7% 46,7% | 46,7% 100,0%
hastagrup
hastagrup
Count 2 25 23 50
1,00 kolorektal
ca % within
4,0% 50,0% | 46,0% 100,0%
hastagrup
Count 6 53 51 110
Total % within
5,5% 482% | 46,4% 100,0%
hastagrup
p

Fisher

,810




1. HASTAGRUP * ESASSERARGPOLY

87

Crosstab
esasserargpoly Total
1,00 2,00 SerArg 3,00 ArgArg 1,00
SerSer variant variant SerSer
Count 33 23 4 60
,00 kontrol % within
55,0% 38,3% 6,7% 100,0%
hastagrup
hastagrup
Count 39 10 1 50
1,00
% within
kolorektal ca | ™ 78,0% 20,0% 2,0%|  100,0%
hastagrup
Count 72 33 5 110
Total % within
65,5% 30,0% 4,5% 100,0%
hastagrup
p

Fisher

,036




2. HASTAGRUP * VAL109POLY

88

Crosstab
Val109poly Total
1,00 2,00 TG 3,00 GG 1,00
TT variant variant TT
Count 28 30 2 60
,00 kontrol % within
46,7% 50,0% 3,3% | 100,0%
hastagrup
hastagrup
Count 24 22 4 50
1,00 Kkolorektal
ca % within
48,0% 44.,0% 8,0% | 100,0%
hastagrup
Count 52 52 6 110
Total % within
47,3% 47,3% 5,5% | 100,0%
hastagrup
p

Fisher

,540




3. HASTAGRUP * C20TPOLY

89

Crosstab
C20Tpoly Total
1,00 TT 2,00 CT 3,00 1,00 TT
variant variant CC variant
Count 6 32 22 60
,00 kontrol % within
10,0% 53,3% | 36,7% 100,0%
hastagrup
hastagrup
Count 2 25 23 50
1,00 kolorektal
ca % within
4,0% 50,0% | 46,0% 100,0%
hastagrup
Count 8 57 45 110
Total % within
7,3% 51,8% | 40,9% 100,0%
hastagrup
p

Fisher

,380




4. HASTAGRUP * C79TALLELI

90

Crosstab
C79Talleli Total

,00 CC|1,00 CT+TT |,00 CC

Count 28 32 60
,00 kontrol
% within hastagrup | 46,7% 53,3% | 100,0%
hastagrup
Count 23 27 50
1,00 kolorektal ca
% within hastagrup | 46,0% 54,0% | 100,0%
Count 51 59 110
Total
% within hastagrup | 46,4% 53,6% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value | p
Pearson Chi-Square | ,005 |,944
Risk Estimate
Value [95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) | 1,027 ,484 2,180




5. HASTAGRUP * C79CT C79TPOLY = 2 (FILTER)

91

Crosstab
C79CT C79Tpoly = 2 (FILTER) | Total
0 CC+TT 1CT 0 CC+TT
Count 32 28 60
,00 kontrol
% within hastagrup 53,3% 46,7% | 100,0%
hastagrup
Count 25 25 50
1,00 kolorektal ca
% within hastagrup 50,0% 50,0% | 100,0%
Count 57 53 110
Total
% within hastagrup 51,8% 48,2% | 100,0%

Chi-Square Tests

Value

Pearson Chi-Square | ,121

728

Risk Estimate

Value |95% Confidence Interval

Lower

Upper

Lower

Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca)

1,143

,539

2,423




6. HASTAGRUP * C79C C79TPOLY =2 | C79TPOLY = 3 (FILTER)

92

Crosstab
C79C C79Tpoly =21 C79Tpoly =3
Total
(FILTER)
0TT 1 CT+CC 0TT
Count 4 56 60
,00 kontrol % within
6,7% 93,3% | 100,0%
hastagrup
hastagrup
Count 2 48 50
1,00 kolorektal
ca %o within
4,0% 96,0% | 100,0%
hastagrup
Count 6 104 110
Total % within
5,5% 94,5% | 100,0%
hastagrup
Chi-Square Tests
p
Fisher's Exact Test | ,687
Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) | 1,714 ,301 9,773




7. HASTAGRUP * ESASSER

93

Crosstab
esasser Total
,00 ArgArg | 1,00 SerSer+SerArg | ,00 ArgArg
Count 4 56 60
,00 kontrol
% within hastagrup 6,7% 93,3% 100,0%
hastagrup
Count 1 49 50
1,00 kolorektal ca
% within hastagrup 2,0% 98,0% 100,0%
Count 5 105 110
Total
% within hastagrup 4,5% 95,5% 100,0%
Chi-Square Tests
Value P
Pearson Chi-Square (b)
Fisher's Exact Test ,374
a Computed only for a 2x2 table
b 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,27.

Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) | 3,500 ,378 32,374




94

8. HASTAGRUP * ESASARG
Crosstab
esasarg Total
,00 SerSer | 1,00 SerArg+ArgArg | ,00 SerSer
Count 3 57 60
,00 kontrol
% within hastagrup 5,0% 95,0% 100,0%
hastagrup
Count 8 42 50
1,00 kolorektal ca
% within hastagrup 16,0% 84,0% 100,0%
Count 11 99 110
Total
% within hastagrup 10,0% 90,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Value P
3,667(b) ,056

Pearson Chi-Square

a Computed only for a 2x2 table

b 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 5,00.

Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) ,276 ,069 1,104




9. HASTAGRUP * ESASSERARG

95

Crosstab
esasserarg Total
,00 1,00 ,00
SerSer+ArgArg SerArg SerSer+ArgArg
Count 37 23 60
,00 kontrol % within
61,7% 38,3% 100,0%
hastagrup
hastagrup
Count 40 10 50
1,00 Kkolorektal
ca % within
80,0% 20,0% 100,0%
hastagrup
Count 77 33 110
Total % within
70,0% 30,0% 100,0%
hastagrup

Chi-Square Tests

Value | p
Pearson Chi-Square | 4,365 |,037
Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) ,402 ,169 957




10. HASTAGRUP * VAL109T

Crosstab
vall09T Total
,00 GG | 1,00 TT+GT | ,00 GG
Count 2 58 60
,00 kontrol
% within hastagrup | 3,3% 96,7% | 100,0%
hastagrup
Count 4 46 50
1,00 kolorektal ca
% within hastagrup | 8,0% 92,0% | 100,0%
Count 6 104 110
Total
% within hastagrup | 5,5% 94,5% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value Exact Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square (b)
Fisher's Exact Test ,408

a Computed only for a 2x2 table

b 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,73.

96

Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) ,397 ,070 2,261




11. HASTAGRUP * VAL109G

Crosstab
vall09G Total
,00 TT | 1,00 GG+GT | ,00 TT
Count 28 32 60
,00 kontrol
% within hastagrup | 46,7% 53,3% | 100,0%
hastagrup
Count 24 26 50
1,00 kolorektal ca
% within hastagrup | 48,0% 52,0% | 100,0%
Count 52 58 110
Total
% within hastagrup | 47,3% 52,7% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value p
IPearson Chi-Square ,019(b) ,889
a Computed only for a 2x2 table
b0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 23,64.

Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) ,948 447 2,010

97



12. HASTAGRUP * VAL109GT

98

Crosstab
' val109gt Total
,00 TT+GG 1,00 GT |,00 TT+GG

' Count 30 30 60
. ,00 kontrol

% within hastagrup 50,0% | 50,0% 100,0%
 hastagrup

Count 28 22 50
. 1,00 kolorektal ca

% within hastagrup 56,0% | 44,0% 100,0%
I Count 58 52 110
 Total

% within hastagrup 52,7% | 47,3% 100,0%

Chi-Square Tests
Value p
IPearson Chi-Square ,394(b) ,530

a Computed only for a 2x2 table

b0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 23,64.

Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) , 786 ,370 1,669




13. HASTAGRUP * C20T C20T =1 | C20T = 2 (FILTER)

99

Crosstab
C20T C20T =11C20T =2 (FILTER) | Total
0cCC 1TT+CT 0CC
Count 22 38 60
,00 kontrol
% within hastagrup 36,7% 63,3% | 100,0%
hastagrup
Count 23 27 50
1,00 kolorektal ca
% within hastagrup 46,0% 54,0% | 100,0%
Count 45 65 110
Total
% within hastagrup 40,9% 59,1% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value p
IPearson Chi-Square ,983(b) ,322

a Computed only for a 2x2 table

b0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 20,45.

Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) ,680 ,316 1,460




14. HASTAGRUP * C20CT C20TPOLY = 2 (FILTER)

100

Crosstab
C20CT C20Tpoly =2 (FILTER) | Total
0 TT+CC 1CT 0 TT+CC
Count 28 32 60
,00 kontrol
% within hastagrup 46,7% 53,3% | 100,0%
hastagrup
Count 25 25 50
1,00 kolorektal ca
% within hastagrup 50,0% 50,0% | 100,0%
Count 53 57 110
Total
% within hastagrup 48,2% 51,8% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value p
IPearson Chi-Square ,121(b) , 728

a Computed only for a 2x2 table

b0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 24,09.

Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) ,875 413 1,855
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15. HASTAGRUP * C20C C20TPOLY =2 | C20TPOLY = 3 (FILTER)

Crosstab
C20C C20Tpoly =21 C20Tpoly =3
Total
(FILTER)
0TT 1 CT+CC 0TT
Count 6 54 60
,00 kontrol % within
10,0% 90,0% | 100,0%
hastagrup
hastagrup
Count 2 48 50
1,00 kolorektal
ca % within
4,0% 96,0% | 100,0%
hastagrup
Count 8 102 110
Total % within
7,3% 92,7% | 100,0%
hastagrup
Chi-Square Tests
Value Exact Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square (b)
Fisher's Exact Test ,288

a Computed only for a 2x2 table

b 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,64.

Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) | 2,667 514 13,842




16. HASTAGRUP * VARYANTALLEL2

102

Crosstab
varyantallel2 Total
,00 2 den az 1,00 2 ve 2 den ,00 2 den az
variant allel fazla variant allel
Count 13 47 60
,00 kontrol % within
21,7% 78,3% 100,0%
hastagrup
hastagrup
Count 17 33 50
1,00 kolorektal
ca % within
34,0% 66,0% 100,0%
hastagrup
Count 30 80 110
Total % within
27,3% 72,7% 100,0%
hastagrup
Chi-Square Tests
Value p
'Pearson Chi-Square 2,092(b) 148

! a Computed only for a 2x2 table

b0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 13,64.

Risk Estimate
Value |95% Confidence Interval
Lower | Upper Lower
Odds Ratio for hastagrup (,00 kontrol / 1,00 kolorektal ca) ,537 ,230 1,254
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FORMLAR

KOLOREKTAL KANSER ARASTIRMA FORMU

Form No: Protokol No : Tarih :

Adi Soyad: : Yas : Cinsiyet :
Boy / Kilo : Meslek : Kan Grubu:

Memleket: Yasadig: yer:

Oykiisii:

Yakinmanin baslangi¢c zamanu:

Oz gecmiyi:
Sigara tiiketimi (stire, miktar)
Alkol kullanim1

fla¢ kullanimi

Transfiizyon

Iskemik kalp hastalig: Diabetes Mellitus

Kronik Bobrek Yetersizligi Malign hastalik

Steroid kullanimi Kemoterapi

Kronik Karaciger Hastalig: Radyoterapi

Diger

Meyve tiketimi az orta bol

Sebze tiiketimi az orta bol

Yag tiketimi zeytinyagi bitkisel yag(¢igek yagi vs) Hayvansal Yag
Oz ge¢miginde kolon ile ilgili yakinma / hastalik:

Konstipasyon

Ulseratif kolit

Crohn

Polip (tipini yaziniz)

Adenom (tipini yaziniz)
Soy gecmisi:

Kolon Ca

Diger malign hastaliklar

Diabetes Mellitus

Kronik Karaciger Hastalig:

Ameliyat oncesi Kan Biyokimyasi:

Glukoz BUN Prot Alb
ALT AST ALP GGT
LDH T Kolest Trig

LDL HDL Ca P

Hb Htc Loko Tromb

Ameliyat oncesi tani :

Yapilan Ameliyat :
Histopatolojik incelemeye ait veriler.

Ek belgeler:
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ETIK KURUL KARARI

iSTANBUL TIP FAKULTESI
YEREL ETIK KURUL TUTANAGI

Toplanti Tarihi : 12/09/2007
Toplanti Yeri : Behget Kiutuphanesi Etik Kurul Toplanti Salonu

Toplanti Sayis1 : 8

Sorumlu arastiricihgini Universitemiz Deneysel Tip Arastirma Enstitiista Molekler
Tip Anabilim Dal Ogretim UyesiDog.Dr.llhan YAYLIM ERALTAN'In, Gstlendidi ve Yiksek
Lisans Ogrencisi Canan CACINA'nIn yuratecegi 2007/1719 dosya no'lu "Kolorektal Kanserli
Hastalarda Siklin Bagimli Kinaz Inhibitér Ailesinden CDKN1A ve CDKN1B Gen
Polimorfizmlerinin Incelenmesi” baslkll tez ¢alismasi Arastrma Fonundan Desteklendigi
takdirde kurulumuzda incelendi etik yonden bir sakinca tasimadigi goralda, uygulamaya
konulabilecegine karar verildi.

Prof.Dr. Zafer ARI
Etik Kurul Baskani ( Deka rdimcisi)

Prof.Dr. A.Yagiz URESIN (Katiimadi) Prof.Dr. Pinar SAIP
Farmakoloji ve KIi.F. A.D _ I.U. Onkoloji Enstitus - 0
Prof.Dr. Ahmet GUL @/‘/f/)w/yv{ Prof.Dr. Umit TURKOGLU ' dk/\
l¢ Hast. A.D, Romatoloji Bili 0 Biokimya A.D \/

Prof.Dr. Berrin UM

Z

Prof.Dr. Cicek BAYINDIR (Katilmadi)

Kardiyoloji A.D. . Patoloji A.D., Néropatolojik B.D
Prof.Dr. Cahide GOKKUSU (/7 Prof.Dr. Yesim ERBIL (Katiimadi)
Biokimya A.D Genel Cerrahi A.D.

Prof.Dr. Kamil PEMBECI (Katilmad) Prof.Dr. Nese COLAK

i¢c Hast.A.D. End. Ve Metabolizma Hast. B.D.

Prof.Dr. Nurhan ENGINAR
Farmakoloji ve KIi.F. A.D

1) Fatma Ceyda DONMEZER . ( /Q%Mfa&/

Anesteziyoloji A.D.

Prof.Dr. Seving EMRE
Cocuk Sag. Ve Hast. A.D
Prof.Dr. Nuran YILDIRIM (Katil

Deontoloji ve Tip Tarihi A.D. Sivil Toplum Orguti Uyesi
Prof.Dr. Ouzhan GOBAN Av. Dilek Temiz OZBEK
Néroloji A.D. Hukukgu
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PATENT HAKKI iZNi
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TELIF HAKKI iZNi
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Canan Soyadi Cacina
Dog.Yeri |Istanbul Dog.Tar. |06.01.1980
Uyrugu |T.C. TC Kim No |25904351324
Email canancacina@ gmail.com Tel 05542032080
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora

ISTANBUL  UNIVERSITESI SAGLIK BILIMLER
Yiik.Lis. ENSTITUSU DETAE MOLEKULER TIP ANABILIM

DALI
Li MARMARA UNIVERSITESI FEN-EDEBIYAT 2006
1ans FAKULTESI BIYOLOJi BOLUMU
Li YABANCI DIL AGIRLIKLI ATAKOY HASAN 1998
1€ POLATKAN LISESI

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y11)

1. -

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu % % KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam

68.75
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam

(Diger) Puam
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Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi

Mikrosoft Office Iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalar/Odiilleri

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):





