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OZET

Tuna G. Mide ve Kolorektal Kanserli Hastalarda p16, MDM2 Gen Polimorfizmlerinin
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisti, Molekiiler Tip ABD.
Yiiksek Lisans. Istanbul 2011.

CDKN2A (pl6, MTS-1, INK4a) 6nemli bir timor baskilayici proteindir. pl6 gen iiriinleri
CDK4 ve CDKG6 siklin bagimli kinaz proteinlerine baglanarak, bu molekiillerin siklin D1 ile
olan iliskilerini negatif yonde etkiler. pl6’nin kodlanma ve 3’UTR bolgelerindeki
polimorfizmleri kanser gelisimi ve prognozu ile iliskili oldugu bildirilmistir. MDM?2, p53°iin
negatif diizenleyici proteinidir ve p53°e direkt olarak baglanarak lokalizasyonunu, stabilitesini
ve aktivitesini etkiler. MDM2 promotor bolgesi polimorfizmi bir ¢ok kanser tipiyle iliskilidir.
MDM2 geninin birinci intronunun 309. niikleotidinde meydana gelen T-G baz degisiminin
MDM2, RNA ve protein diizeylerinin artisina sebep oldugu, sonrasinda p53 yolagmin
baskilandig1 bildirilmistir.Calismamizda hasta grubuna 87 kolorektal kanserli hasta, 35 mide
kanserli hasta ve kontrol grubuna da 75 saglikli kisi katilmistir. Elde edilen DNA 6rneklerinde
ise pl16 ve MDM?2 gen polimorfizimleri PCR, RFLP ve jel elektroforezi teknikleri kullanilarak
incelenmigtir. Sonug olarak; Tiirk toplumunda pl6 540C>G genotip dagilimi GG: %17,3
GC:%48 CC:%34,7 ve C allel frekanst %58,7, G allel frekansi ise %41,3 olarak saptanmustir.
Tiirk toplumunda p16 580C>T genotip dagilimi TT: %4 CT:%24 CC:%72 ve T allel frekansi
%16, C allel frekansi ise %84 olarak saptanmigtir.Tiirk toplumunda MDM?2 SNP 309 genotip
dagilimi TT: %20 GT:%49,3 GG:%30,7 ve T allel frekans1 %44,7, G allel frekansi ise %55,3
olarak saptanmistir.pl6 540C—>G CCgenotipi ve C allel frekans1 mide ve kolorektal kanserli
hastalarda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulunmustur(sirasiyla,
p<0,001; p<0,001).p16 580C>T ve MDM2 SNP309 gen polimorfizmi hastaligin riski, klinik
ve patolojik parametreleri agisindan incelendiginde gerek mide gerek kolorektal kanserli
hastalarda kontrol grubuna goére istatstiksel agidan bir anlamlilik gostermemistir. Yapilan
kombine genotip analizleri sonrasinda p16 540C>G ve p16 580C>T combine genotiplerinden
CCCC kolorektal ve mide kanserli hasta gruplarinda diger tiim kombinasyonlara gore daha
yliksek frekansta olup, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda fark istatistiksel ileri diizeyde
anlamli bulunmustur (p<0,001).Calismamizin kolorektal ve mide kanserleri etyopatogenezinde

pl6 ve MDM2’nin 6nemini aragtiracak ¢aligmalara 151k tutacagi diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Mide Kanseri, Kolorektal Kanser, MDM2, p16, Polimorfizm

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 4489
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ABSTRACT

Tuna G. Investigation of pl6, MDM2 gene polymorphisms in gastric and colorectal
cancer patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine.
Istanbul 2011.

CDKN2A (pl6, MTS-1, INK4a) is an important tumor suppressor gene. The pl6 gene products effects
the interaction of CDK4 and CDKG6 cyclin kinase proteins with cyclin D1 negatively by binding them. It
is reported that the coding of the p16 and the cancer development and prognosis of the polymorphisms in
3” UTR regions. MDM2 is the negative regulatory protein of p53 and effects the localization, stability and
activity of p53 by binding directly. It is reported that the T-G base transition which occurs at the 309.
Nucleotide at the first intron of MDM2 gene causes increasing of the RNA and protein levels and
subsequently the p53 pathway is suppressed. Methods:The pl6 and MDM2 polymorphisms will be
analysed by the means of the techniques which are PCR-RFLP and the agarose gel electrophoresis. We
are of the opinion that our study offer an insight into the other studies which will analyse the importance
of these two gen polymorphisms in the etiopathogenesis of gastric or colorectal cancer.For the study we
collected the samples of 87 patients with colorectal cancer, 35 patients with gastric cancer and 75 healthy
volunteers as control. pl6 and MDM2 gene polymorphims are analysed with the collected samples
through PCR, RFLP and gel electrophoresis. As a result; p16 540C>G genotype distribution was found
as GG: 17,3 % GC: 48 % CC:34,7 % and C allel frequency 58,7 %, and G allel frequency 41,3 % in
Turkish population. p16 580C>T genotype distribution was found as TT: 4% CT: 24% CC: 72 % and T
allel frequency was found as 16 %, and C allel frequency was found as 84 % in Turkish population.
MDM2 SNP 309 genotype distribution was TT: 20 % GT:49,3% GG:30,7 % and T allel frequency was
44,7 %, G allel frequency was 55,3 % .p16 540C—>G CC genotype and C allel frequency was statistically
much more higher in colorectal and gastric cancer patients compared to the control group ( p<0,001;
p<0,001 respectively ).p16 580C>T and MDM2 SNP309 gene polymorphism had no important result,
when evaluated in terms of risk, clinicopathologic parameters both in colorectal and gastric cancer.
Combined genotype analysis revealed that p16 540C>G and pl16 580C>T combined genotypes had
higher frequency in CCCC colorectal and gastric cancer patient groups than all other combinations.
When compared with control, the difference was statistically meaningful (p<0,001).We are of the
opinion that our study offer an insight into the other studies which will analyse the importance of these

two gen polymorphisms in the etiopathogenesis of gastric or colorectal cancer.

Key Words: Gastric Cancer, Colorectal Cancer, MDM2, p16, Polymorphism
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1. GIRIS VE AMAC

Gilinlimiizde tiim diinyada yaklasik 22 milyon kanserli hasta bulunmaktadir.
Yeni vakalar g6z Oniine alindiginda en sik rastlanan kanserler akciger (1.2 milyon),
meme (1.05 milyon), kolon-rektum (945 000), mide (876 000) ve karaciger (564 000)

olarak siralanmaktadir.

Kanser somatik hiicrelerde, baslica mutasyonlar sebebiyle bas gostermektedir.
Fakat tek bir mutasyonun degil birden fazla genetik aksakligin birikimi sonucu
meydana gelmektedir. Bu nedenle insanlarda tiimdr gelisimi asamali ve zamana dayali

bir siiregtir.

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve kontroliinde olan bozukluklar, normal
hiicrelerin ¢cogalma ve farklilasmasinda oldukca 6nem tagimaktadir. Timor gelisiminde
siklin bagimh kinaz (CDK) ve siklin bagimli kinaz inhibitér (CDKI) ailelerinde
meydana gelen genetik degisiklik ve hasarlar sonucu, kontrol edilemeyen hiicre
proliferasyonu ve farklilagmasinin olustugu diisiiniilmektedir. Siklin bagimli kinaz
ailesi, katalitik partnerleri olan siklin proteinleri ile hiicre ¢ogalmasi sirasinda goérev
yapan ve hiicre dongiisiiniin devam etmesini saglayan bir grup protein ailesidir. Siklin
bagimli kinaz ailesinin fonksiyonlar1 siklin bagimli kinaz inhibitorleri tarafindan inhibe

edilmekte ve dongii duraksatilmaktadir.

CDKN2A (pl6, MTS-1, INK4a) onemli bir tiimor baskalayici proteindir. pl16
gen triinleri CDK4 ve CDKG6 siklin bagimli kinaz proteinlere baglanarak, bu
molekiillerin siklin D1 ile olan iliskilerini negatif yonde etkiler. Siklin D1 ve CDK4/6
komplekslerinin inhibisyonu retinoblastoma proteininin fosforilasyonunu engeller ve
dongiliniin G1/S gecisinin duraksatilmasina sebep olur. pl6’nin inaktivasyonu hiicre
proliferasyonunu arttirmakta ve malignitenin gelisimine katkida bulunmaktadir. p16’nin
kodlanma ve 3’UTR bolgelerindeki polimorfizimlerin kanser gelisimi ve prognozu ile
iligkili oldugu bildirilmistir. Baz1 polimorfizmlerin pl16°’nin fonksiyonlarin1 degistirdigi

bazilarininsa fonksiyonlari iizerine etki etmedigi gozlemlenmistir.

Son zamanlarda lizerinde durulan MDM2 promotor bolgesi polimorfizmi bir
cok kanser tipiyle iliskilidir. p53, hiicresel stres, DNA hasarlari ve onkogenik siirecte

aktive olan DNA tamirlerinin baslatilmasinda hiicre dongiisiiniin duraksatilmasinda ve



apoptozda etkili olan bir tiimor baskilayic1 gendir. MDM?2, p53’iin negatif diizenleyici
proteinidir ve p53°e direkt olarak baglanarak lokalizasyonunu, stabilitesini ve
aktivitesini etkiler. MDM2 geninin birinci intronunun 309. niikleotidinde meydana
gelen T-G baz degisiminin MDM2, RNA ve protein diizeylerinin artigina sebep oldugu
ve sonrasinda p53 yolaginin baskilandigi bildirilmistir. Fonksiyonlarina normal sekilde
devam eden hiicrelerde p53 proteini, diisiik yogunlukta ve kisa yar1 démre sahip olarak
bulunmaktadir. Bu durum p53 proteinin diizenleyicisi olan MDM2 proteini ile saglanir.
Sporadik yumusak doku sarkomlarinin yaklasik 9%20’sinde p53 mutasyonlar1 ve p53,
MDM2 proteinlerinin agir1 ekspresyonlarinin sonucu olarak hayatta kalma siiresinin

azalmakta oldugu rapor edilmistir.

Hiicre dongiistinde diizenleyici olarak gorev yapan proteinlere ait genlerde
rastlanan cesitli polimorfizmler ve bunlarin goriilme sikliklar1 irklara bagli olarak
degisebilmektedir. pl6’ya ait gen polimorfizm ¢alismalari giiniimiizde Onem

kazanmustir.

Kanserde risk belirleme parametrelerinden biri olabilecegi diisiiniilen gen
polimorfizm ¢aligmalar1 pek ¢ok yaygin kanser tiirlerinde de hiicre proliferasyonu ile
ilgili pek c¢ok gen iizerinde yiiriitiilmektedir. Calismamizda, pl6 ve MDM2 gen
polimorfizmleri mide ve kolorektal kanserli hasalarda incelenecektir. Mide ve
kolorektal kanserlerine ait risk durumlari, p16 ve MDM2 genotiplerinin klinik diger
parametrelerle iliskileri degerlendirilmeye calisilacaktir. Calismamizin kolorektal ve
mide kanserleri etyopatogenezinde pl6 ve MDM2’nin dnemini aragtiracak caligmalara

151k tutacag diisiincesindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER

Ozefagus, mide, barsaklar, karaciger, safra yollari, pankreasi kapsayan
gastrointestinal sistemden bircok kanser orjin almakta, dolayisiyla, viicudun diger
herhangi bir sistemine gore daha fazla, kanserden 6liime neden olmasi siirpriz degildir
(1,2,3). Gastrointestinal kanserleri tiim diinyada akciger ve meme kanseri ile birlikte en
stk goriilen malign tiimdrlerdir. Kanserden dliimlerin yaklasik %25°1 gastrointestinal
malignitelerden olmaktadir (4). Bu malignitelerin insidansi tutulan organa bagli olarak
iilkeden iilkeye genis degiskenlik gostermektedir. Ornegin mide kanseri; Japonya’da
yaygin goriiliirken, kolorektal kanser; Kuzey Amerika, Bat1i Avrupa gibi endiistrilesmis

ilkelerde daha sik goriilmektedir (1,2).

Glinlimiizde yaklagik 22 milyon kanserli hastanin sirasiyla akciger, meme,

kolon-rektum, mide ve karaciger kanseri oldugu bilinmektedir (5).

2.1. HUCRE DONGUSU VE KANSER

Hiicre dongiisii, hiicrenin biliylime ve farklilasmasti DNA hasar tamir
mekanizmalariin diizenlenmesini, yaralanmalara karsi doku cevabin1 ve kanser gibi
cesitli hastaliklar1 igeren karmasik bir siirecte yer almaktadir. Bu dongii hiicreyi mitoz
ve iki kardes hiicre olusumu ile sonuglanan bir dizi 6zgiil reaksiyona dogru yonlendiren
cesitli diizenleyici proteinleri kapsar. Bu siirecin merkezinde siklin bagimli kinazlar
(CDK) ve siklin proteinleri yer almakta olup, dongiiniin Gy, S, G,, M fazlarina gegisini

diizenlemektedirler (6).
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Sekil 1 : Hiicre Dongiisii Fazlar (7).

Hiicre dongiisii 4 fazda tamamlanmaktadir. G1 fazi DNA replikasyonu i¢in
biitlin hazirliklarin yapildigr donemdir. DNA replikasyonunu S fazinda gergeklestirir.
G2 mitotik faza hazirliklarin yapildigi ara donemdir ve genomik materyalin yavru
hiicrelere dagitimi icin igciklerin diizenlendigi fazdir. Hiicre dongiisii boyunca G1, G2
ve mitotik fazda kontrol noktalar1 bulunmaktadir. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin
dongiliye devam edip etmeyecegine karar verilir. G1 fazi, erken G1 ve ge¢ G1 olarak
ayrilmaktadir. Erken G1 sonunda, G1 kontrol noktas1 bulunmaktadir. G2 kontrol noktasi
ise DNA’nin uygun sekilde kopyalanip, kopyalanamadigimi kontrol edilir. Uygun
kopyalanma olmamissa DNA’nin tamiri yapilmaya calisilir. Bu da miimkiin degil ise
hiicre kendini 6liime gotiiriir. Bu nedenle G2 kontrol noktas: internal kontrol noktasi
olarakta bilinir. Mitotik kontrol noktast genomik materyalin her iki yavru hiicreye esit

sekilde dagitilmasindan sorumludur (8).
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Sekil 2 : Hiicre Siklusu ve Kontrol Noktalari (9).

Hiicre dongiisliniin ilerlemesi siklin proteinleri ve siklin bagimli kinazlar
tarafindan diizenlenir (10). Memeli hiicrelerinde, siklin D izoformlar1 ile kompleks
olusturmus CDK4 veya CDK6 ve siklin E ile birlesmis olan CDK2, Gl fazinin
ilerlemesini kontrol eder. Bu kompleksler CDK aktive eden kinaz (CAK)’in CK’yi
fosforile etmesi ile aktive edilirler. G1 CDK’larinin belli basli substrati retinoblastoma
gen lriinlidiir (pRB). Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi hipofosforile olmus pRB proteini
tarafindan engellenmesine ragmen pRB’nin fosforilasyonu bu etkiyi ortadan kaldirir
(11,12). pRb bu roliinii heteromerik E2F/DP1 transkripsiyon faktdriine baglanip onu
inaktive etmesiyle gergeklestirir (13).

CDK4-siklin D kompleksi, Rb proteini hipofosoforilasyon halinde bulunur.
Hipofosforilasyon halindeki pRb hiicrenin G1/S gegisinden sorumlu E2F protein ailesini
baglama kapasitesine sahip oldugundan, dongii G1 kontrol noktasinda durdurulur.
Ancak CDK2-siklin E kompleksinin pRb’mu daha fazla fosforlamasi ile pRb
hiperfosforile haline gelir ve E2F proteinlerini baglayamadigindan S fazina gecis

gerceklesir (sekil 2.3) (9).
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Sekil 3 : Retinoblastom proteinine (pRb) bagh G1/S gecisi (9).

Siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI) olarak bilinen hiicre dongii inhibitor
proteinleri siklin bagimli kinazlarin (CDK) aktivitesini kontrol eder. Bu proteinler
CYC-CDK kompleks olusumunu ve DNA replikasyonunu inhibe eder. CDKI’lar hiicre
siklusunu frenlediklerinden tiimor baskilayict genlere de adaydirlar. Etkiledikleri CDK
ve inhibisyon mekanizmalarina gore iki farkli CDKI ailesi vardir. Bunlardan INK4
ailesinden pl5, pl6, pl8, pl9 G fazindaki CDK4 ve CDK6’y1 baglayarak CYC-CDK
kompleks olusumunu inhibe eder. Cip/Kip ailesinden ise p21, p27 ve p57
bulunmaktadir (14,15,16,17,18).

Insan kanserlerinde saptanan yiiksek p53 geni mutasyon goriilme siklig1, p53’iin
timor gelisimindeki onemli ve kritik olaylar dizgisinde islevlere sahip oldugunun
gostergesidir (19). p53 bu islevilerini gen transkripsiyon kontrolii, DNA tamiri, hiicre
dongiisii kontrolii, genomik stabilite, kromozom segregasyonu, senesens, anjiyogenez,
apoptoz ve tlimor baskilanmasi gibi hiicresel siireclerde direkt ya da sahip oldugu
molekiiler etkilesimler yolu ile yerine getirmektedir (20). Tiim bu islevleri ve 6zellikle
tiimor gelisimini baskilayici rolleri ile ‘genomun koruyucusu’olarak tanimlanan p53

proteini DNA hasari, hipoksi, niikleotid havuz deplesyonu, viral enfeksiyonlar ve



onkogen aktivasyonu gibi ¢esitli genomik stres durumlarinda aktive olmaktadir. Ancak
p53 (dogal tip p53) islevinin bozulmasi, kanser gelisimini baskilayan hiicre i¢i
yolaklarin islevlerinin bozulmasina neden olmakta ve bu durum hiicrenin kanserlesme

stirecine katkida bulunmaktadir (19).

Normal Hiicre Boltinmesi
Protoonkogenlerin normal hiicre bityiimesine&proliferasyonuna
neden olmasi

v
Tiimér siipressor genlerle diizenlenmesi

v
Onkogen Aktivasyonu
Protoonkogenler onkogenleri aktive ederler

-Hiicre biiylime&proliferasyonun oraninda artisa neden olmalar

-Malignant transformasyonla sonuclanmasi

l

Mutant tiimér stipressor gen davranisi

Tiimér siipressorlerin mutasyonu veya kaybi
-Protoonkogenlerin hiicre bityiimesine&proliferasyona neden olmasi

-Malignant transformasyonla sonuglanmasi

Sekil 4 : Kanserin baslamasi (21).

2.2. MiDE KANSERI
Mide kanseri diinyada en yaygin goriilen dordiincli kanser tiirii olup, kanserle
iliskili 6liimlerin en sik ikinci nedenidir (22). Mide karsinomunun goriilme sikligi

diinyada ¢ok biiyilik degiskenlik gostermektedir (23).

Mide tiimorleri genelde malign karekterdedir. Malign mide neoplazmlarin
%95’inden fazlast adenokarsinomlar olup, geri kalanin %5’1 lenfomalar,
leiomyosarkomlar ve daha az siklikta karsinoid tiimdrler, karsinosarkomlar ve skuaméz
hiicreli karsinomlar olusturmaktadir (24). Gastrik adenokarsinomlar histopatolojik
olarak intestinal ve diffiiz tip olmak iizer iki ayr1 gruba ayrilirlar. intestinal tip mide

adenokarsinomlarmin siklikla iilserlerle karakterize prekanser6z bir donemleri vardir,



yaslilarda daha sik goriliir (25). Diffiiz karsinomlar ise geng hastalarda daha sik
goriiliir, 6zellikle kardiya basta olmak iizere midenin her tarafinda goriilebilir ve
prognozlar1 daha kotiidiir. Mide kanseri prevalansinin yiiksek oldugu cografik
bolgelerde intestinal tip predominanthigi vardir. Oysa diffiiz tip mide kanserleri
diinyanin her tarafinda esit prevalansa sahiptir. Intestinal tip mide kanserlerinin
sikligindaki azalmaya bagl olarak, i¢inde bulundugumuz yiizyil boyunca gastrik kanser

sikliginda da azalma gozlenmistir (25,26,27).

Mide kanserleri genellikle sporadik olmasina ragmen %8-10 arasinda ailevi
kompanent igerebilir (28). Ayrica kalitsal polipoz olmayan kolon Kkanseri,
gastrointestinal polipozis sendromu, ailevi polipozis koli sendromu ve Peutz-Jeghers

sendromunun bir pargasi olarak da goriilebilir (29).

2.2.1. MiDE KANSERI RiSK FAKTORLERI

2.2.1.1. Helicobacter Pylori :

(H.pylori) Bakteri enfeksiyonu mide kanserinde Onemli bir neden olarak
goriilmektedir. Ozellikle midenin alt boliimiindeki kanserlere neden olmaktadir. Uzun
siireli mide enfeksiyonlarinda bu bakteri iltihaba (kronik atrofik gastrit) ve kanser
oncesi midenin i¢ zarinda degisikliklere yol agabilir (30). Atrofik gastritlerin %15’ inde
15 yil i¢cinde mide kanseri gelisebilmektedir. Bu nedenle atrofik gastrit prevelansinin

yiiksek oldugu bolgelerde mide kanseri prevelans: da yiiksektir (31).

H.pylori, gram (-), unipolar, kiviimli veya spiral, hareketli, kunt ve yuvarlak
uclu, 4-6 unipolar kirpige sahip, mikroaerofilik, 0.5-1 mikrometre genisliginde, 2.5-4
mikrometre boyunda bir bakteridir (32). H.pylori koloni halinde ve asidik mide
ortaminda yasar, pH 6 ile 8 arasinda oldugunda en iyi sekilde gelisim gosterir (33).

H.pylori gastrik asit sekresyonunu arttirarak gastrite ve iilsere neden olan bir bakteridir
(31).

H.pylori virulansi cagA, vacA, iceA ve babA genleri ile iligkilidir. cag adalari,
H.pylori viriilans faktoriinii en iyi karakterize eden cag patojenite adasidir (CAG-PAI),
40kb kromozomal DNA, yaklasik 31 gen igerir (34,35). H.pylori suslar1 cag-PAI
varligima/yokluguna gore 2 gruba ayrilabilir; -tip 1suslar1 cag-PAI’ya sahipken, -tip 2
suslar1 cag-PAI’ya sahip degildirler. Tip 1 suslart siddetli gastrit, peptik iilser hastaligi,

gastrik atrofi ve non-kardia mide kanseri ile iligkili olup PAI varlig1 ile virtilansin arttig1



ortaya konulmustur (36,37,38). Tiim H.pylori suslari vacA genine sahip olmasina
ragmen, suslarin sadece yaklasik 9%350’si vacA proteinini ifade eder. Ekspresyondaki
degisiklikler gen dizilerinin varyasyonundan kaynaklanmaktadir (39). babA gen
ekspresyonu ile H.pylori suslar1 mide epitel hiicrelerine daha siki baglanir ve babA gen
ekspresyonunun hastalik siddetini etkiledigine dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir.
H.pylori suslarindan babA, vacA ve cagA genlerine sahip olanlarin mide kanseri olma
riski daha fazladir (40). iceA geninin iki ana varyanti bulunur (iceAl ve iecA2).
iceAl’in ekspresyonu H.pylorinin insan mide epitel hiicreleri ile temasta olmasi ile

diizenlenir ve bazi popiilasyonlarda peptik tilser hastaligi ile iligkilidir (41).

Mide kanserli hastalarda, mide kanserli olmayan hastalara gore enfeksiyon daha
yiiksek bir oranda goriiliir. H.pylori enfeksiyonu bazi mide lenfomasi tiplerine baghdir.

Buna ragmen, bu bakteriyi midesinde tasiyan ¢ogu insanda kanser gelismeyebilir (30).

2.2.1.2. Mide Lenfomasi:
Mide lenfoma ¢esitlerinden, mukoza iliskili lenfoid doku (MALT) lenfomasi
tedavisi goren kisilerin mide kanseri olma riskinin artti§1 goriilmiistiir. H.pylori

bakterisinin enfeksiyonu mide MALT lenfomasina neden olur (30).

2.2.1.3. Cinsiyet:

Mide kanseri hemen hemen tiim iilkelerde erkeklerde kadinlara oranla 1.2-2.5
kat daha fazla goriilmektedir. Intestinal tipte bu oran 2/1 iken , diffiiz tipte ise erkek
kadin oram esittir. Bu erkek baskinligi mide kanser insidensinin yiiksek veya diisiik

oldugu tiim iilkeler i¢in gegerlidir (42,43).

2.2.14. Irk:
Amerika’da, mide kanseri Ispanyol kdkenli Amerika’lilarda ve Afrika kokenli
Amerika’lilarda, ispanyol kékenli olmayan beyazlara gore daha yaygindir. En fazla ise

Asya ve Pasifik okyanusundaki adalarda bu kanser tiirline rastlanir (30).

2.2.1.5. Cografya:

Bireyin yasadigi yer kansere yakalanma bakimindan onemli olabilir. Mide
kanseri Japonya ve Cin’de yaygin olmakla beraber, Giiney ve Dogu Avrupa Ile Giiney
ve Orta Amerika’da da goriilir. Kuzey ve Bati Afrika, Gliney Orta Asya ve Kuzey
Amerika’da ise daha az yaygindir (30).
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2.2.1.6. Diyet:

Beslenme ile mide kanseri arasinda direkt ve onemli bir iliski vardir. Mide
kanserlerinin asir1 tuzlu beslenme ile iligkili oldugu ve taze sebze-meyve ile
beslenmenin de koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (44). Gidalarla alinan nitrat ve
nitritlerin midede intestinal metaplaziye yol acarak mide kanseri olusturduklar1 deneysel
olarak gosterilmistir. Gidalarla bu zarali maddelerin aliniminin onlenmesi, 6zellikle
yiiksek riskli bolgelerde onleyici tedbir olabilir. Bol sebze ve meyve ile beslenenlerde
kanserin gelisme orani diismektedir. Az tiikketenlerde ise mide kanser oraninin yiiksek

oldugu bildirilmistir (44,45).

2.2.1.7. Sigara:
Sigara kullanim1 mide kanseri riskini arttirir. Mide kanseri riski sigara igenlerde

igmeyenlere gore iki kat daha fazla goriildiigii bildirilmistir (30).

2.2.1.8. Obezite:
Asirt kilolu bireylerde midenin iist kismi yemek borusuna yakin oldugu i¢in

kanser olma riski tagidiklar1 ortaya ¢ikmistir (30).

2.2.1.9. Daha Onceden Gegirilen Mide Ameliyati

Midesinin bir kismi iilser gibi kanser olmayan hastaliklar i¢in alinmis kisilerde
mide kanserinin gelismesi muhtemel bir durumdur. Bu durum, daha fazla nitrit lireten
bakterilerin bulunmasina izin vermesinden kaynaklanabilir. Ayrica, iilser ameliyati
sonrasinda asit liretimi azalir ve ince bagirsaktan gecerek mideye gelen safra refliisii

olabilir. Cerrahiden 15-20 y1l sonra risk artmaya devam eder (30).

2.2.1.10. Pernisiy6z Anemi:

Midenin zarin1 kaplayan bazi hiicreler normalde bir madde yapmak i¢in
besinlerinden B12 vitamini emilimine ihtiya¢ duyarlar. Buna intrisink faktor (IF) denir.
IF yeterli olmayan kisilerde vitamin B12’nin yetersizligi ile son bulabilir. Bu da
viicudun kirmizi kan hiicre yapma yetenegini etkiler. Anemi (diisiik alyuvar sayisi) ile

birlikte, bu hastaliga sahip olan kisilerde kanser olma riski daha fazladir (30).
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2.2.1.11. Menetrier Hastah@1 (Hipertrofik Gastropati):
Mide zarindaki asir1 biliylime,zarda biiyiikk kivrim olusumunu ve diisiik
seviyedeki mide asidini yoneten bir durumdur. Bu hastalik ¢ok nadir oldugu i¢in mide

kanseri riskini ne kadar etkiledigi bilinmiyor (30).

2.2.1.12. A Kan Grubu:
Kan grubu A olan kisilerde diger kan gruplarina sahip kisilere gore mide kanseri
riski daha ytiksektir. Bu oOzellikle diffiiz tip i¢in gecerlidir. Bunun aile hikayesi ve

tasinan onkogenlerle ilgili oldugu diisiiniilmektedir (46)

2.2.1.13. Ailede Mide Kanseri Hikayesi
Birinci dereceden yakinlarinda mide kanseri olan kisilerde bu hastaligin gelisme

olasilig1 fazladir (30).

2.2.1.14. Baz1 Mide Polip Tiirleri

Polipler kanser olmayan mide zar1 iizerinde biiylirler. Cogu polip tiirlerinin
(hiperplastik polip ya da inflamatuar polip gibi) kisinin mide kanseri riskini arttirdigi
konusu tartismali olup, adenomatéz polip ya da adenomlarin bazen kansere

doniisebildigi bilinmektedir (30).

2.2.1.15. Epstein-Barr Viriis Enfeksiyonu

Mide kanseri saptanan kisilerde Epstein-Barr viriisii (EBV) antikoru saptanmasi
dikkat ¢ekmistir. Yapilan bir ¢alismada, EBV antikoru pozitif olan saglikli kisilerin,
EBV negatif olanlara gore mide kanserine yakalanma riski yaklasik 4 kat fazla
bulunmustur (47). EBV viriisii ile enfekte mide kanserlerindeki lenfosit ve 6zellikle

aktif T-hiicre infiltrasyonu bu kanserlerin lenfomadan ayrimini gii¢lestirmektedir (48).

2.2.1.16. Sosyo-ekonomik durum:

Midede kanser gelisme riski, diisiik sosyo-ekonomik iilkelerde gelismis tilkelere
gore iki misli daha fazladir. Bu daha c¢ok intestinal tip icin gecerlidir. ABD’de
siyahlarda gastrik kanser riskinin beyazlara gore iki misli yiiksek olmasinin diisiik

sosyo-ekonomik duruma bagli oldugu ileri siiriilmektedir (49).
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2.2.1.17. Meslek:

Baz1 meslek ve is kollarinda mide kanseri insidensi yliksektir. Maden, komiir,
tekstil, seramik, metal endiistrisi, boya sanayisi, kimyasal, lastik ve petrol sanayisi gibi
is kollarinda ¢alisan is¢ilerin asbest, poliaromatik hidrokarbon ve nitroz komponentleri
gibi karsinojenlere maruz kalmalar1 sonrasi ve bu karsinojenlerin etkisi ile mide kanseri

risklerinin oldukga arttig1 bilinmektedir (50).

2.2.1.18. Kalitsal Kanser Sendromlari:

Bazi kalitsal 6zellikler kisinin mide kanseri olma riskini arttirabilmektedir.

Kalitsal Yaygin Mide Kanseri: Bu kalitsal bir sendrom olup, mide kanserine
yakalanma riskini biiyiik oranda arttirir. Bu durum olduk¢a nadirdir, ancak yasam
boyunca mide kanseri riskinden etkilenen kisiler %70-80 arasindadir. Bu sendromu olan
kadinlarin belirli bir tiirde meme kanserine yakalanma riski vardir. Bu duruma gendeki

(E-cadherin/CDHI) mutasyonlar (defekt) neden olabilecegi 6ne siiriilmektedir.

Kalitsal Non-polipozis Kolorektal Kanser: HNPCC, Lynch sendromu olarakta
bilinen kalitsal genetik bir bozukluktur. Bu nedenler kolon kanseri riskini arttirir. Bu
sendromu olan kisilerde mide kanserine yakalanma riski de yiiksektir. Cogu durumda,
bu hastaliga MLHI1 veya MSH2 genindeki bozukluklar neden olur. Fakat diger bes
farkli gende HNPCC’ye neden olabilir. Bu genlerin; MLH3, MSH6, TGBR2, PMSI1 ve
PMS2 oldugu saptanmustir.

Ailesel Adenomatoz Polipozis: FAP bir sendrom olup, bu sendromu olan
kisilerin kolonlarinda, midelerinde ve bagirsaklarinda polipler bulunur. Bu kisilerin
kolon kanserine ve mide kanserine yakalanma riskleri vardir. APC genindeki

mutasyonlarin bu duruma neden oldugu bilinmektedir.

BRCA1 veBRCA2: Kalitsel meme kanseri genleri olan BRCA1 ve BRCA2

mutasyonlarini tastyan kisilerde mide kanseri daha yiiksek bir oranda olabilir (30).

2.2.1.19. Yas :
Mide tiimorleri en sik 50-70 yaslar1 arasinda goriilmektedir. Mide tiimorlerinin
%93.4’linlin 50 yas iizerinde ortaya ¢iktig1 sOylenmektedir. Ortalama olarak goriilme

yast 60 olup, literatiirlerde 30 yasin altinda mide kanseri orani %1 olarak

belirtilmektedir (51,52,53)
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2.2.2. MiDE KANSERININ MOLEKULER MEKANIZMASI

Cogu proto-onkogen, degisen histolojik alt tiirler arasindaki varyasyonlarla
gastrik karsinomda aktive olurlar. Hepatosit biiylime faktorii/yayici faktoriini kodlayan
c-met geni, intestinal tip gastrik kanserlerde %19 amplifiye olurken, diffiiz tip gastrik
kanserde %39 amplifiye olmaktadir (54). K-sam (KATO-III hiicrelerince tiiretilmis
mide kanseri amplifiye olmus) onkogen de gastrik karsinomlarda siklikla aktive
olmaktadir ve en az dort tane transkripsiyonel varyanti bulunmaktadir (55). Bu genin
gastrik kanserde asir1 ekspresyonu, daha zayif bir prognoz ile iliskilidir. Diger bir proto-
onkogen olan c-erbB2, genellikle intestinal tip gastrik kanserlerde %20 amplifiye
olmaktadir, ancak diffiiz tip gastrik kanserde rol aldig1 bilinmektedir (56). Bu genin
asir1 ekspresyonu daha zayif prognozla ve karaciger metastaziyla birlikte seyretmektedir
(57,58). K-ras mutasyonlart intestinal tip gastrik adenokarsinomlarda, prekiirsor

lezyonlarda, bagirsak metaplazisinde ve adenomlarda goriilmektedir (59,60,61).

pS3 timoér baskilayicr geni, siklikla gastrik kanserde heterozigotlugun
kaybedilmesi (LOH), yanlis anlam mutasyonu (missense) ve c¢erceve kaymasi
delesyonlar1 (frame shift) yoluyla inaktive olmaktadir (60). Mutasyonlar, intestinal tip
karsinomlarda genelikle A-T bélgelerinde olusmakta iken, diffiiz tip karsinomlarda GC-
AT doniistimleri ile meydana gelmektedir (62). Bu GC-AT doniisiimlerine, bir ¢ok
yiyecekte bulunan karsinojenik N-nitrozaminler neden olabilmektedir ve asidik gastrik
ortamda diyetsel aminlerden ve nitratlardan iretilebilmektedir (63,64). pS2, gastrik
foveolar epitel hiicrelerinde olagan bir sekilde ekspres edilen gastrik-spesifik yonca
bicimli bir faktordiir (65). Bagirsak metaplazilerinde ve gastrik adenomlarda, pS2
geninin, promoter bolgesinde DNA metilasyonu ile baskilanmasi veya kaybi s6z
konusudur ve bu da bu siirecin intestinal tip gastrik kanser gelisiminde erken evrede
onemli olabilecegini gostermektedir (66). APC tiimor baskilayic1 gendeki mutasyonlar,
ailesel polipozis kolide goriilmektedir ve ayni zamanda intestinal tip gastrik
karsinomlarda da gozlenmektedir. Bir onkogen olarak etki gosteren B-kateninin
ekspresyonu APC inaktivasyonunda artmaktadir (67).Diger bir tiimor baskilayic1 gen
ise retinoik asit reseptorii f (RARP) olup , mide kanserinde onemli oldugu

diistiniilmektedir (68).

RUNX gen ailesi ,RUNXI/AMLI, RUNX2 ve RUNX3 olmak {iizere li¢ genden
olugmaktadir (69). RUNX ailesi, RUNX3, gastrik karsinojenezde, gastrik epitel hiicre
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proliferasyonunun baskilanmasinda rol almaktadir. Insanlarda, %64 oraninda gastrik
kanser de dahil olmak iizere birgok farkli kanser tiiriinde, RUNX3’iin promoter CpG

adalarindaki hipermetilasyon ile fonksiyonunun kaybi gézlenmektedir (70).

Gastrik karsinojenezde etkilenen diger genler de, FHIT (fragile histidine triad)
geni ve DCC lokusundaki heterozigotlugun kaybolmasidir ve bu intestinal tip gastrik

kanserde goriilen bir durumdur (60,71).

Histon H4, gastrik kanserin gelisimi boyunca asama asama deasetillenmektedir
ve hem intestinal tip hem de diffliz tip gastrik kanserlerde yaygin olarak goriilmekte

oldugu bildirilmistir (72).

Hiicre adezyon molekiilleri, diffiiz tip gastrik karsinomlarda %50 oraninda
goriilen E-kaderin genindeki mutasyonlar ile birlikte tiimor baskilayici genler gibi
davranabilmektedirler (73). E-kaderin, bir dizi katenin proteini araciligi ile aktin hiicre
iskeletine  baglanmaktadir (74). Bu nedenle, E-kaderin ekspresyonundaki
degisikliklerin, hiicre adezyonu iizerinde dogrudan bir etkisi vardir ve dolayisyla kanser
gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (75). B-katenin veya y-katenindeki mutasyonlar
ayn1 zamanda gastrik kanser hiicrelerinde de gdzlemlenmistir ve E-kaderin mutasyonlari
ile birlikte diffiiz kanserlerin gelismesi ve ilerlemesinde rol aldigi diisiiniilmektedir

(76,77,78).

Anormal CD44 transkriptleri, siklikla gastrik karsinomlarla ve metastatik
katmanlarla iliskili olmakla beraber intestinal tip ve diffiiz tip gastrik kanserler arasinda

cesitlilik gostermektedirler (79).

Hiicre dongiisii regiilatorlerinden olan siklin E regiilatorii, asir1 ekspersyonu ile
mide karsinomlarda 9%15-20 amplifiye olmaktadir (80). Cok cesitli siklin/CDK
komplekslerine baglanarak kinaz aktivitesini inhibe eden CDK inhibitdrii p27°nin
ekspresyonu, gastrik kanserlerde cogunlukla baskilanirken, bir¢ok gastrik adenomlarda
ve erken evredeki kanserlerde korunmaktadir (81). p27°’nin ekspresyonun azalmasi
tiimdr invazyonu ve nodal metastaz ile iliskili olup, post-translasyonal evrede meydana
gelmektedir ve genetik anomalilerden ziyade iibikitin aracili proteozomal degredasyon
sonucu olusmaktadir (82). E2F transkripsiyon faktorlerinin bir ailesi olup, G1/S
dontistimiinde siklinlerin (CDK) 6nemli bir hedefidir (83).
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Mikrosatelit instabilitesi (MSI), gastrik karsinojenezdeki yolaklardan biri olan
DNA uyumsuzlugu tamir mekanizmasindaki bozuklugun bir 6zelligidir. Mikrosatelitler,
insan genomu boyunca yayilmis olan uyumsuzluk tamiri (mismatch repair-MMR)
genleri olan AMSH2, hMLHI, hPMS2 ve MSHG6/GTBP genlerindeki germline
mutasyonlar ile iligkili neredeyse tiim gastrik kanser vakalarinda ortaya ¢ikan kisa DNA

dizi tekrarlaridir (84,85).

Insan telomeraz revers transkripaz (hTERT), telomeraz aktivitesinin énemli bir
belirleyicisidir. Bu enzimler telomer DNA sentezini kataliz etmektedir. Bagirsak
karsinomlarinin ¢ogunda telomer uzunlugu kisalmig,telomeraz aktivitesi ve hTERT

ekspresyonunun arttig1 bildirimistir (86).

Mide kanseri hiicreleri, otokrin, parakrin ve jukstakrin mekanizmalar
aracilifiyla etki gdsteren biiylime faktorleri ve sitokinlerin genis bir dizisini ekspres
etmektedirler. EGF, TGF, TGFa, IGF II ve bFGF’yi igermekte olan EGF ailesi,
bagirsak tiirii karsinomda genellikle asir1 ekspres edilmektedir. Bununla birlikte, TGFf3,
IGF II ve bFGF genellikle diffiiz alt tipte asir1 ekspres edilmektedir. Interleukin-1o’nin,
enflamatuvar hiicreler ve gastrik kanser hiicreleri tarafindan {iretildigi bilinmektedir.
Otokrin gastrik karsinomda bir biiyiime faktorii olarak etki etmektedir ve EGF reseptorii
ekspresyonunda oneme sahiptir (87). Negatif biliylime faktorii olan TGFf’nin , gastrik

karsinomlar ve diffiiz tip karsinomlarda eksprese oludugu goriilmektedir (88).

2.3. KOLOREKTAL KANSER
Kolorektal kanser diinyanin Onemli insan malignitelerinden biridir. Ulusal
Kanser Enstitiisii’niin (ABD) bir raporuna goére, ABD’de 2009 yilinda kolon ve rektal

kanserler diinyadaki kanser tiirleri arasinda en on siralarda yer almaktadir (89).

Kolorektal kanser, gastrointestinal maligniteler icinde erkeklerde {igiincii,
kadinlarda ikinci en sik rastlanan kanserdir (90). Erkek ve kadinlarda goriilme oraninda

bir fark saptanmadigi bildirilmistir (91).

Kolorektal kanser gelisiminde genetik ve c¢evresel faktorler rol oynamaktadir
(92). Eger bu genetik degisiklikler tireme hiicrelerinde olusursa kalitimsal olarak gecen
kanserler, somatik hiicrelerde olusursa sporadik kanserler olarak ifade edilir. Kalitsal
kolorektal kanserlere o6rnek Familyal Adenomatdz Polipozis (FAP) ve Herediter

Nonpolipozis Kolorektal Kanserler (HNPCC) verilebilir (93,94)
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Kolorektal kanserlerin ¢ogu sporadiktir (95). Kolorektal kanserlerinin biiytik
cogunlugu (%95) adenokarsinomlar olup, ayrica skuaméz hiicreli karsinom, karsinoid
tiimorler, adenoskuaméz ve indiferansiye karsinomun yani sira sarkom ve lenfomalar

gibi nonepitelyal tiimorler de goriilmektedir (96,97).

a. Sporadik kanser

/"'\I Fan .-r"\ f '\\ P
Normal ' "f Co Dl
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{Somatik mut.) (Somatik mut.)

b. Kalitsal kanser
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mutasyan
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Birinci wurus Ikinci vurus

{Germline mut.) {Somatik mut.)

Sekil 5 : Knudson’1n iki vurus hipotezi (98).

Knudson’in iki vurus hipotezine gore hem sporadik, hem de kalisal kanserde,
tiimor supresor geninin her iki kopyasi iki vurusla inaktive olmaktadir. Kalitsal olanin
farki, vuruslardan ilkinin dogustan itibaren (ve biitlin hiicrelerde) zaten mevcut
olmasidir. Tiimor gelisimi i¢in diger kopyanin kaybi yeterli olacaktir. Sporadik olanda

ise ayn1 hiicrede dogumdan sonra arka arkaya iki vurus olmas1 gerekmektedir (sekil 2.5)

(98).

2.3.1. KOLOREKTAL KANSER RiSK FAKTORLERI

2.3.1.1. Yas:

Yasin ilerlemesi ile kolorektal kanseri gelisime riski arasinda dogru oranti
vardir. Genel populasyonda 40 yasindan sonra kolorektal kanser gelisme riski artmaya
baslar ve her dekatta katlanarak artar.Kolorektal kanserinin %90’dan fazlasi elli

yasindan sonra gelisir. En sik hastalik goriilme yas1 60-65’tir v ortalama tan1 yas1 62°dir
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(99,100). Kolorektal kanser gegiren bireyler arasinda her on kisiden dokuzu elli yasin

istiinde oldugu bilinir (101).

2.3.1.2. Onceden Gegirilmis Polips veya Kolorektal Kanser OyKiisii:

Bazi polip tiirleri, Ozellikle ¢ok sayidalar ise kolorektal kanser riskini
arttirmaktadir. Eger bir kisi dncesinde kolorektal kanser gegirilmisse (tamamen alinmis
olsa dahi), kolon veya rektumdaki bagka alanlardan baslayan yeni kanserlere
yakanlanma ihtimali daha yiiksektir. Eger ilk kolorektal kanser gencken geg¢irilmis ise

bu ihtimal daha da artmaktadir (101).

Adenomat6z polip hikayesine sahip bireylerde kolorektal kansere yakalanma
olasiliginin arttig1 diisiiniilmektedir. Bir defa kolorektal kansere yakalanmus kisilerde de
hastalik tiimden ortadan kalkmis olsa bile, kolon ve rektumun diger bolgelerinde

yeniden kanser gelisebilir (101).

2.3.1.3. Bir Bagirsak Hastah@ Oykiisiine Sahip Olmak:
Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 gibi enflamatuvar bagirsak hastaliklar1 kolon

kanseri riskini arttirmakta oldugu one siirtilmektedir (101).

2.3.1.4. Ailede Kolorektal Kanser Oykiisii:
Eger bu kansere yakalanmig akrabalar1 (ebeveyn, kardesler veya ¢ocuklar) olan
bireyler varsa, o bireyinde bu kansere yakalanma riski artmis olabilir. Bu 6zellikle

ailedeki birey kansere genc yaslarda yakalanmissa daha fazla gecerli olabilmektedir

(101).

2.3.1.5. Belirli Aile Sendromlari:

Sendrom bir semptomlar grubudur. Kolorektal kanserler ile baglantili kalitimsal
olan en yaygin iki sendrom ailesel adenomatdz polipazis (FAP) ve kalitimsal polipozis
olmayan kolorektal kanserdir (HNPCC). HNPCC; polipozis zemininden gelisen
kolorektal kanserlerdir. Sporadik vakalara oranla daha gen¢ yaslarda goriiliirler.
Familyal Adenomatdz Polipozis (FAP) kolonda 100’{in iizerinde adenomatdz polip
bulunmasi1 ya da FAP ailesi bireylerinden birinde herhangi bir sayida adenom
saptanmasi ile tan1 konulan bir hastaliktir. Sorumlu olan genetik defektin 5.kromozom
tizerinde q 21 lokusunda bulunmakta olan APC (adenomatdz polipozis koli) geni oldugu
bilinmektedir. HNPCC ise, polipozis sendromlar1 ile iliskisiz olup Lynch sendromu

olarak adlandirilmiglardir ve 6zellikle otozomal dominant bir kalittm modeli géstermesi,
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kolorektal kanser gelisme yasinin erken olmasi, kanserlerin cogunlukla sag tarafta

yerlesik olmasi ile karekterizedir (101).

2.3.1.6. Irk ve Etnik Koken:
Afrikalilar, Amerikalilar ve museviler gibi bazi irk ve etnik gruplarin kolorektal
kansere yakalanma riski daha fazladir. Polonya ve Almanya yahudileri arasinda,

kolorektal kanser riskinin artmasina neden olan bir ¢ok gen mutasyonu bulunmustur

(101).

2.3.1.7. Diyet:

Kirmiz1 et (dana,kuzu veya ciger) ve islenmis etlerin yogun bir diyet kolorektal
kanser riskini arttirabilmektedir. Cok yiiksek ateste pisirilen etler (kizartma,kavurma
veya 1zgara) kanser riskini arttiran kimyasallar olusturabilir. Sebze ve meyvece yogun

diyetler daha diisiik kolorektal kanser riski ile baglantili olabilmektedir (101).

2.3.1.8. Hareketsizlik:
Bireyin daha fazla egzersiz yapmasi kolorektal kanser riskinin azalmasina

yardimei olabilir (101).

2.3.1.9. Obezite:

Asirt kilolu olmanin, kisinin kolorektal kanserine yakalanma riskini arttirmakta
oldugu one stiriiliir. Obezite kadin ve erkeklerde riski arttiran bir faktor gibi goriinsede,
erkeklerde bu faktoriin daha etkin bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ayrica kilo ile
iligkili oldugu diisliniilen Tip-2 diyabetin de kolorektal kanser agisindan risk

olusturdugu ileri sitiriilmektedir (101).

2.3.1.10. Sigara:

Sigara igmenin akciger kanserine neden oldugu bilinmektedir. Ancak, uzun siire
sigara igen bireylerin sigara igmeyenlere gore kolorektal kansere yakalanma ve 6lme
risklerinin daha fazla oldugu one siiriiliir. Sigaranin diger bir ¢ok kanser tiliriinede

yakalanma riskini arttirdigt bilinmektedir (101).
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2.3.2. KOLOREKTAL KANSERIN MOLEKULER MEKANIZMASI
En yaygin kalitsal sendromlar adenomatdz polipler (FAP) ve HNPCC kolon
kanseridir (102).

Ailesel adenomat6z poliplerde, besinci kromozom {lizerinde yer alan bir tiimor
supresor gen olan APC’de germline bir mutasyon s6z konusudur(102). APC, wnt sinyal
yolu, intraselliiler hiicre adezyonu, iskelet stabilizasyonu, hiicre dongiisii diizenlenmesi
ve apoptozda dnemli rol oynayan 312 kD’luk bir proteini kodlamaktadir. APC dongiisii
mutasyonlar1, c-myc ve siklin D1 gibi onkogenlerin diizensiz transkripsiyonuna izin
verdigi diisiiniilmektedir. Wnt sinyal yolagi kanser gelisiminde oldukca Onemli

mekanizmalar1 igermektedir (103).

HPNCC dominant kalittm gosterir (104). Mis-match tamir (MMR) genlerinin
ticiindeki mutasyonlar, dominant kalitilan HNPCC’ye neden olur. Bunlar, kromozom 2p
tizerindeki MSH2, kromozom 3p iizerindeki MLH1 ve kromozom 2pl6 iizerindeki
MSH6 genleridir. MMR genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan
kolorektal kanserli olgularda mikrosatellit instabilite ve replikasyon hata (RER-
Replication Error) formlarinin varligi kendini gostermistir. (105). Ornegin, TGBIIR,
IGFIIR ve bax genleri, HNPCC hastalarinda sik sik degisen kod alanindaki kisa
tekrarlar tasir (106).

Genomik sekanslarin yaklasitk 9%20’si ortalamas1 kolorektal kanserde
heterozigotlugun kaybedilmesine (LOH) ugrar. Bu durum tiimor supressor genlerinin
aktivasyonuna eslik eden kromozomal dizilerinin kaybmma neden olur. Allellik
kayiplarina ek olarak, kanser hiicresinde sitogenetik olarak gdzlenen andploidinin de

temelini olusturur (107).

Genel olarak, kolon kanserinin ¢ok basamakli genetik degisimler ve birikimlerle
ortaya ciktig1 kabul edilmektedir(108). Kolon karsinomlarinn, onkogenler, tiimor
supressor genler ya da DNA tamir genlerindeki mutasyonlarin sonucu olarak gelistigi
diistiniilmektedir (109). Bu mutasyonlar, K-ras gibi onkogen veya APC, p53 ve DCC
genleri gibi timor supressor genlerdeki mutasyonlar olabilir (110). Cogu kolon
kanserlerindeki genetik degisimler adenomlarda mevcut olup, bunlar arasinda, 5q
kromozomu iizerindeki APC geni delesyonu, K-ras protoonkogeninin nokta mutasyonu,
kolon kanser geninin (DCC) delesyona ugramis kaybi ve 17q kromozom iizerindeki p53

geninin delesyonu, ayrica DNA replikasyon hatalari, mikrosatellit diizensizligi
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(mikrosatellit instabilite-MSI), her zaman bulunan somatik mutasyonlar, hMSH2,

HLH1, PMSI, PMS2 ve GTBP’yi igeren niikleotit mismatch tamir genlerindeki

mutasyonlar da bu grupta sayilabilir (111).

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

Metastaz

Sekil 6 : Kolon kanserinde molekiiler diizeyde ¢cok asamah gidis (112).

Kolorektal karsinoma gelisiminden sorumlu genler arasinda, p53 geninin

inaktivasyonu,

benign tiimérden malign tiimore

gecis

roliini

iistlendigi

diisiiniilmektedir. Ciinkii p53 geninin degisimi, kolorektal karsinomanin %49-70’inde
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olusmakta ve adenomda yogun olarak bulunmaktadir (113). P53 timor supressor

geninin her iki allelindeki mutasyonlar sonucu, aktivitesinin kayb1 s6z konusudur (114).

Kolorektal kanserlerde de hiicre dongiisiinde, DNA sentezi ve onariminda,
tiimor supressor genlerde, farklilasma ve apoptozun kontroliinde meydana gelen birgcok

genetik degisim arastirilmaya devam etmektedir (115).

Kolorektal kanser acisindan yaygin goriis arka plandaki genetik mutasyon
oranlarinin klonal yayilimlarla birleserek kanser gelisimine neden oldugudur. Genetik
karasizligin tiimor gelisimi i¢in gerekli degil, ama yeterli olabilecegi goriisii

tartistlmaktadir (102).

2.4. P16 (CDKN2A, MTS-1, INK4a)

P16 6nemli bir timdr baskilayict 156 amino asitlik bir protein olup kromozom
9p21 de lokalize, 3 ekzonlu bir gen tarafindan kodlanmaktadir (116). INK4 grubuna
bagl siklin bagimli kinaz inhibitérii olan pl6, G1 fazindan CDK4 ve CDK6’y1
baglayarak pRb’nin fosforlanmasim1 dnler ve G1/S geg¢isini durdurur (117). P16’nin
metilasyonu veya mutasyonu %1 dolaylarinda bildirilmistir (118,119). P16’nin
promoter bdlgelerindeki hipermetilasyonlar protein ekspresyonunda kayip ile
sonlanmaktadir (119,120). P16 inaktivasyonu, daha ¢ok p53 mutasyonu bulunmayan
hastalarda saptanmistir ve homozigot delesyonu yiiksek Ki-67 proliferatif indeks ile
uyumlu bulunmustur (121). P16 inaktivasyonu ile epidermal biiyiime faktorii reseptorii
(EGFR) geni amplifikasyonu beraberligi dikkat ¢ekmistir (122). Bu birliktelik daha
yash hastalarda ve daha kotii prognozla uyumlu bulunmustur (119).

P16’da homozigot delesyon gostermeyen glioma hiicreleri, CDK4’ilin asir1
ekspresyonunu gostermislerdir. p16, pRb ve CDK4 iiyelerinden birinin degisikligi glial
onkogenezde rol oynamaktadir. p16 ekspresyon yoklugunda siklin D1-CDK4 kompleksi
pRb’yi fosforlayarak E2F nin serbest kalmasina ve hiicrenin S fazina ge¢cmesine neden
olmaktadir. pl6’nin ekspresyonu sirasinda, pRb siklikla eksprese edilemezken,

CDK4’1in asir1 ekspresyonu s6z konusudur (123).
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Orta G1

Sekil 7 : Retinoblastoma Proteini ve E2F Faktorii (7).

P16 inaktivasyonu hiicre proliferasyonunu arttirmakta ve malignitenin
gelisimine katkida bulunmaktadir (124,125). P16’nin  kodlanma ve 3°’UTR
bolgelerindeki polimorfizmlerin kanser gelisimi ve prognozu ile iligkili olduguu
bildirilmistir. Baz1 polimorfizmlerin p16’nin fonksiyonlarini degistirdigi, bazilarinin ise

fonksiyonlar1 tizerine etki etmedigi gézlemlenmistir (126,127).

2.5. MDM2 (Murine Double Minutes)

491 amino asitten olusan, 56kDa molekiiler agiliginda olan P53 proteini , 17.
kromozomda yer alan 11 ekzonlu bir gen tarafindan kodlanmaktadir (128,129,130).
Organizmada pek c¢ok malignite durumu ile iligkili olan p53, hipoksi, ultraviyole,
radyasyon ve ila¢ gibi nedenlerle hiicrenin strese maruz kaldig1 durumlarda p21, pl4
ARF, MDM2 ve bax genleri ile etkilesime girerek G1, G2 kontrol noktalarinda

dongiiniin durdurulmasi ve apoptoza neden olmaktadir (131).

MDM2 geni 12ql13-14 kromozom bdlgesinde yerlesmistir (132). Buradan
kodlanan MDM2 proteinin (pMDM?2), p53°1 tutar ve pS3°iin G1/S gegisinde siklusu
durdurma ve apoptoz etkisini engeller (133). MDM2 proteini sitoplazmada p53°i
baglanarak ve ‘E3 ubiquitin ligase’ aktivitesi ile p53°ii yikarak p53’e kars1 ¢alisan bir
proteindir. Hipoksi, ultraviyole, radyasyon gibi hiicrenin strese maruz kaldigi
durumlarda pMDM2’nin p53°e baglanma yerinde asetilasyon ve fosforilasyon nedeni
ile yapisal degisiklik olusur. Bu yiizden MDM2 proteini p53°li baglayamaz ve serbest

kalan p53 transkripsiyonel aktivitesini gostererek Gl ve G2 kontrol noktalarinda
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siklusun durdurulmasi ve bax geni aktivasyonu ile apoptoza neden olur. Ancak 6zellikle
onkojenik stimiiliis varliginda pMDM2 etkisini, p53’°e bagimli olmayan yolla gdsterir.
G1/S gegisinden sorumlu olan E2F/DP1 aktivasyonunu pl4ARF’nin inaktivasyonunu
yapar. Inaktive olan pl4ARF hiicre c¢ekirdeginde pMDM2’yi baglayamaz ve
sitoplazmaya ¢ikmasina engel olamaz. Bu nedenle p53’iin etkisi azalir. Ayrica E2F

aktivasyonu yaptigindan hiicre G1 fazindan S fazina gecger (133,134).

NUKLEUS

SITOPLAZMA

/’ (ubiguitin ligaz)

P53 yikimi

Sekil 8 : Fizyolojik sartlarda p53 proteinin MDM2 proteini tarafindan etkisizlestirilmesi
(133).

MDM2 geninin birinci intronunun 309.niikleotidinde meydana gelen T-G baz
degisiminin MDM2, RNA ve protein diizeylerinin artigina sebep oldugu ve sonrasinda
p53 yolagimin baskilandigi bildirilmistir (135). Fonksiyonlarina normal sekilde devam
eden hiicrelerde p53 proteini, disiik yogunlukta ve kisa yari Oomre sahip olarak
bulunmaktadir. Bu durum p53 proteinin diizenleyicisi olan MDM2 proteini ile saglanir.
MDM?2 proteini, bu regiilasyonu p53 proteinin amino ucuna bagladiktan sonra, hem p53

proteinin transkripsiyel etkinligini baskilayarak, hem de proteozo aracilikli
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parcalanmasini saglayarak gergeklestirir (136). Sporadik yumusak doku sarkomlarinin
yaklagik %?20’sinde p53 mutasyonlar1 ve p53, MDM2 proteinlerinin asir1
ekspresyonlarinin sonucu olarak hayatta kalma siiresinin azalmakta oldugu rapor

edilmistir (137,138).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. SECILEN ORNEKLERIN TANIMI
Bu ¢alismada ii¢ 6rnek grubu kullanilmistir. Birinci grupta, 75 kisiden olusan
herhangi bir malignite bulgusu ve tercihen ailede kanser hikayesi olmayan saglikli

bireyler kontrol grubuna alinmistir.

Ikinci grupta, 1.U. Radyasyon Onkolojisi, Samatya Egitim ve Arastirma
Hastanesi Cerrahi Klinigi tarafindan takip edilen 35 mide kanserli hasta yer almaktadir.
Ucgiincii grupta ise, yine I.U. Radyasyon Onkolojisi, Samatya Egitim ve Arastirma
Hastanesi Cerrahi Klinigi tarafindan takip edilen 87 kolorektal kanserli hasta yer
almaktadir. Projemize dahil edilen, mide veya kolorektal kanser tanist konmus
hastalarimizin, klinik, histopatolojik degerlendirmeleri ve 6rnek alimlar ilgili klinikler
tarafindan gergeklestirilmistir. Polimorfizm c¢alismast i¢in saglikli ve mide veya
kolorektal kanserli bireylerin kan o6rnekleri EDTA’l tiipe alinip, DNA izolasyonu
yapilmis ve 35 mide kanserli hasta, 87 kolorektal kanserli hasta, ve 75 saglikli kontrolde
pl6 (540C—G ve 580C—T) , MDM2 ( SNP309 (T>G) ) gen polimorfizm analizleri
yapilmistir.

Mide kanserli, kolorektal kanserli ve normal bireylerden saglanan kan
orneklerinden DNA izolasyonu amonyum asetat ve proteinaz K’nin kullanildig1 tuz

¢oktiirme metoduyla elde edilmistir (139).

3.2. KULLANILAN KiIMYASAL 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 Kkloriir (Carlo Erba 368257), Trizma baz (Sigma T-1503),

Tagpolimeraz (Promega), Xylene blue (Fermentas).
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3.3. KULLANILAN GERECLER

Elektroforez icin giic kaynagi (Titan plus Helena Laboratories), Elektroforez
sistemi (LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB 2012 maxiphor electrophoresis),
Hassas terazi (Mettler), Isiticili manyetik karistirict (Elektromag), Mikrodalga firin
(Philco), Mikrosantrifiij (TDX ), PZR cihazi (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 karigtirict  (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 pl 0.5 M Etilen
diaminetetraasetat (EDTA)’1n tartimlar1 yapilarak erlen i¢ine alindi. 900 mililitre distile
su eklendi ve ¢ozeltinin pH’s1 1N NaOH ile 7.4’e ayarlandi. Daha sonra balon joje igine
aliarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti 1s1ya dayanikli cam siselere aktarilarak 120°C’de

15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de saklandi.

3.4.1.2. 0.5 M Disodyumetilendiaminteraasetat ( EDTA) (pH 8.0)

186.1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher icine alindi ve 800
ml distile su eklendi. Manyetik karistirici yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH’s1 NaOH
cozeltisi ile 8.0’e ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.

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 karistirict yardimiyla iyice ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1

litreye tamamland1. 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.
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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 karistirici yardimiyla
¢Oziindiiriildi. 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 igine alindi. Uzerine 80 mililitre
distile su eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarildi ve

distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize

edildi ve +4°C’de saklandi.

3.4.1.7. %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher igine alinarak tizerine 80 mililitre
distile su eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile ¢6zlindiiriildii ve pH’st 7.2°ye

ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.

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 1s1sinda 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 igine aktarildi. Uzerine
20 mililitre 0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 800 ml. distile su ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiiriildii.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 6rnegi steril EDTA’l1 tiiplere alindiktan sonra ¢alisma igin
falkon tiipiine aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda (30 ml) eritrosit parcalama ¢ozeltisi
eklenerek karistirildi ve +4°C’de 15 dakika bekletildi. +4°C’den ¢ikarilan 6rneklerin
1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlari atildi ve pelletleri
tamamen stispanse edilerek iizerlerine tekrar 15-20 ml. eritrosit parcalama c¢ozeltisi
eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siiparnatantlari atilarak siispanse edildi. Siispanse olan pellet {izerine
500 pl %10°luk SDS, 75 ul proteinaz K (20mg/ml) ve 9.4 ml 16kosit pargalama ¢ozeltisi
(WBL) eklenerek 56 °C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 her 1
ml. 6rnek bagina 0.37 ml. olacak sekilde 9.5 M Amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten
sonra yavasca karistirildi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek proteinler
coktiirtldi (139).

3.5.1.1. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini
Spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan

Ol¢iimlerle DNA’nin saflif1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50pug/ml ¢ift iplik¢ikli DNA

iceriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260

nm’deki 6l¢lim degeri agsagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: OD;¢0 X 50png/ml

DNA o6rneklerinin safligi OD,g0/ ODygp oran1 kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin ODye/ ODyg degeri yaklasik 1.8°dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1.8’den kiiclik olacaktir. OD,g/ ODygy degeri 2’den

bliyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.
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3.5.2. p16 GEN POLIMORFIZMLERININ TESPIT EDILMESI

3.5.2.1. p16 540C>G ve 580C>T Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan
Primer Dizileri

pl6 ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizisi
asagida verildigi sekildedir. Bu primerler uluslar arasi yayinlarda dogrulanmis primer

dizileridir (140).

Ileri primer: 5°- GAT GTG CCA CAC ATC TTT GAC CT- 3’
Geri primer: 5°- CTA CGA AAG CGG GGT GGG TTG T -3’

3.5.3. MDM2 GEN POLIMORFIiZMLERININ TESPIiT EDILMESI

3.5.3.1. MDM2 SNP309 (T>G) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamilan Primer
Dizileri

MDM?2 ilgili gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid
dizisi asagida verildigi sekildedir. Bu primerler uluslar arasi yayinlarda dogrulanmis

primer dizileridir (141).

[leri primer: 5°- CGC GGG AGT TCA GGG TAA AG-3’;
Geri primer: 5’- AGC TGG AGA CAA GTC AGG ACTTAAC-3

3.54. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PZR)’da
Kullanilan Kimyasal Maddeler ve PZR’1n Hazirlamis1

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

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

reaksiyonuna eklendi.

dANTP’ler (100 umol/ml) (Fermentas R0171)

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

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, Tablo3.1’deki bilesenler sirast ile
0,2 ml’lik steril tiipe konuldu. 10 6rnek calisilacak ise pozitif ve negatif kontrol i¢in
birer tane ve pipetleme hatalart i¢in de bir tane olmak iizere toplam 13 {izerinden
reaksiyon karisimi hazirlandi.PZR karigiminin  hazirlanma islemlerinin hepsi buz

izerinde sogukta ve steril kabin igerisinde yapildi.

Tablo 1 : PZR karisiminin hazirlanmasi

. 10 + 3’ liik

Malzemeler 1lk konsantrasyon |Son konsantrasyon Kullanilan hacim
Reaksiyon

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

Taq polimeraz eklendikten sonra hi¢ vakit kaybetmeden tlip igine konan
bilesenlerin iyice karismasi igin pipetleme islemi yapildi. Ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik
tiiplere 23 pl reaksiyon karigimi dagitildi. Daha sonra her tiipe 2 pul DNA eklenerek
yeniden pipetleme yapildi ve daha oOnceden 95 °C sicakliga c¢ikarilmis PZR
cihazina(Techne Mini Termal Cycler)ornekler yerlestirildi ve PZR islemi baglatildi.
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3.5.5. PZR Sartlan
pl6, 540C>G ve 580C>T Gen Polimorfizmlerini tespit etmek i¢in kullanilan
ileri ve geri primerler i¢in annealing derecesi optimize edilerek 56 °C sicaklik kullanildi

(140) (Tablo 3.2).

MDM2, SNP309 G>T Gen Polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve
geri primerler i¢in annealing derecesi optimize edilerek 56 °C sicaklik kullanildi (141)

(Tablo 3.3).

Tablo 2 : p16, 540C—G ve 580 C—T Gen Polimorfizmleri PZR Kosullar:

95 °C 5 dakika
95 °C 30 saniye
56°C 45 saniye 35 dongii
720C 30 saniye
72°C 5 dakika

Tablo 3 : MDM2, SNP309 (G>T) Gen Polimorfizmi PZR Kosullari

95 °C 5 dakika
95 °C 30 saniye
56 °C 45 saniye 35 dongii
72°C 30 saniye
72°C 5 dakika

3.5.6. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN KIMYASAL
MADDELER VE GERECLER

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

54gr 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
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1000 ml’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 karigimi kullanilda.

%2°lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

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

ile ¢coziindiiriildii.

e Erlenin sicakligr elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C ) ¢oziinmiis
agaroz jel i¢ine 4,5 pl etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi.

e Hazirlanan jel yatay jel yatagi i¢ine dokiilerek, ylikleme kuycuklarinin olugmasi

icin tarak yerlestirilerek donmaya birakildi.

e Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel drnek yiiklenmesi i¢in hazir

duruma geldi.

3.5.6.1. PZR Uriinlerinin %2’lik Jele Yiiklenmesi:
o  %2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu icgeren jel tanki i¢ine uygun

sekilde konuldu.

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

eklendi.

e 7 ul PZR iirlinline, 3 pl yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
karistirildi. 10 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.

Yiikleme isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynag1 (E-C
apparatus Corporation, E-C4000P) 250 miliamper 120 volt elektrik giiciine ayarlanarak

elektroforez jel yiiriitiilmesi gergeklestirildi.

3.5.6.2. PZR Uriinlerinin Kontrolii:
P16 ve MDM2 ilgili gen bolgeleri ile ilgili PZR iiriinlerinin olusup olusmadigini
kontrol etmek amaciyla PZR tiiplerinden alinan 7 ul 6rnek 3 pl yiikleme tamponu ile

karistirllarak  yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Yiiriitme
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isleminden sonra jel UV 1s1k altinda (304 nm dalga boyunda) PZR firiinleri incelendi ve

fotografi UV transilliiminator diizeneginde ¢ekildi.

3.5.7. p16 GEN POLIMORFiZMLERINDE ENZIM KESiMi

3.5.7.1. p16 ( 540C>G ) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Amplifiye olan PZR iiriinleri Mspl enzimi 37°C’de 16 saat kesilmistir. Kesim
isleminde bir 6rnek i¢in 10 pl PZR amplifikasyon {iriinii, 7,5 pl distile su, 2ul 10x
buffer kullanilmistir.

Tablo 4 : p16 (540C—G) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamilan Enzim ve Kimyasal

Maddeler
Malzemeler ilk konsantrasyon |Son konsantrasyon Eklenen hacim
PZR iurtni 10 pl
Distile su 7,5ul

10X Buffer R
10X 0,8 X 2ul
Tamponu

Mspl enzimi 10 U/ul 5U0/ul 0,5 pl

Toplam :20 pl

3.5.7.2. pl16 ( 580C->T ) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Amplifiye olan PZR iiriinleri Haelll enzimi 37°C’de 16 saat kesilmistir. Kesim
isleminde bir 6rnek i¢in 10 pul PZR amplifikasyon iiriinii, 7,5 ul distile su,2 pl 10x buffer

kullanilmustir.
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Tablo 5 : p16 (580C—T) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Enzim ve Kimyasal
Maddeler

Malzemeler

Ilk konsantrasyon

Son konsantrasyon

Eklenen hacim

PZR {irlinii 10 pl
Distile su 7,5ul
10X Buffer R

10X 0,8 X 2ul
Tamponu
Haelll enzimi 10 U/ul 5U/ul 0,5 ul

Toplam :20 pl

3.5.7.3. MDM2 SNP309 (T>G) Gen Polimorfizmi Tespitinde Kullanilan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Amplifiye olan PZR iirtinleri MSPAI1I enzimi ile 37°C’de 16 saat kesilmistir.

Kesim isleminde bir 6rnek i¢in 10 pl PZR amplifikasyon {iriind, 7,5 ul distile su, 2 ul

10x buffer kullanilmustir.

Tablo 6 : MDM2 SNP309 (T>G) Gen Polimorfizmi Tespitinde Kullanilan Enzim ve

Kimyasal Maddeler

Malzemeler

Ilk konsantrasyon

Son konsantrasyon

Eklenen hacim

PZR iiriinii 10 pl
Distile su 7,5ul
10X Buffer R

10X 0,8 X 2ul
Tamponu
MSPAI1I enzimi |10 U/ul 5U/ul 0,5 ul

Toplam :20 pl
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3.5.8. p16 540C—G, S80C—T ve MDM2 SNP309 (T>G) Gen Polimorfizmlerinin
Degerlendirilmesi ve Kontrolii

e %?2lik agaroz jel hazirlandi.

e [llgili kesim enzimleri ile kesilen PZR iiriinlerinden 8 pl ve yiikleme
tamponundan 2 pl almarak karistirtlip %2’lik agaroz jeldeki kuyulara
yiikleme yapildi.

e Kesim tiriinleri (Fermentas PUC 19, 50 bp marker veya 100 bp marker)
DNA molekiiler marker ile birlikte ytiriitildii.

e Yiiriitme sonrst jel lizerindeki bantlar, UV 1s1k (304 nm) altinda incelendi.

3.5.8.1. p16 540C—G Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda MSPI enzim ile kesilen PZR firiinlerinden G alleline
sahip Ornekler 181 bg biiyiikliiglinde tek bant verirken, homozigot C alleline sahip
mutasyon igermeyen PZR {iriinleri, enzim kesimi sonras1 104 b¢ ve 77 b¢ olmak iizere
iki bant vermektedir. Heterozigot yani GC genotipine sahip mutasyonlu PZR iiriinleri

ise 181, 104 ve 77 bg olmak tizere her li¢ band1 da igermektedir (Sekil 9).

Yiiriime yonii GG GC CC
Yiikleme kuyusu I I
181 b¢ [ ] I
Y 104n I .
77 bg ] ]

Sekil 9 : p16 540C—G Gen Polimorfizminin Sematik Jel Goriintiisii




3.5.8.2. p16 S80C—T Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Haelll enzimi ile kesilen PZR iiriinlerinden T alleline
sahip ornekler 181 bg biiyiikliiglinde tek bant verirken, homozigot C alleline sahip
mutasyon icermeyen PZR {irlinleri, enzim kesimi sonrasit 142 ve 39 b¢ olmak {izere iki
bant verir. Heterozigot yani CT genotipine sahip mutasyonlu PZR {iriinleri ise 181, 142

ve 39 be¢ olmak iizere her ii¢ bandi da igerir (Sekil 10).

Yiiriime yonii TT
Yiikleme kuyusu I
181 b¢ ]
142 bg
v
39 be

CT

11

CC

Sekil 10 : p16 580 C—T Gen Polimorfizminin Sematik Jel Goriintiisii

3.5.8.3. MDM2 SNP309 (T>G) Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda MSPAI1I enzimi ile kesilen PZR iiriinlerinden
mutasyon iceren T alleline sahip ornekler 237 bg biiylikliigiinde tek bant verirken,
homozigot G alleline sahip mutasyon icermeyen PZR {iriinleri enzim kesimi sonrasi
189 ve 48 bc olmak flizere iki bant verir. Heterozigot yani GT genotipine sahip

mutasyonlu PZR f{iriinleri ise 237, 189 ve 48 b¢ olmak lizere her ii¢ band1 da igerir

(Sekil 11).
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Yiiriime yonii TT

Yiikleme kuyusu

237 be [

189 be

48b¢

CT

CC

Sekil 11 : MDM2 SNP309 (T>G) Gen Polimorfizminin Sematik Jel Goriintiisii
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4. BULGULAR

4.1. PZR URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

4.1.1. p16 540C>G ve 580C>T PZR Uriinlerine Ait Bulgular

pl6 gen bdlgesinin polimorfizmine ait PZR iiriinleri %?2’lik agaroz jelde
ylriitiilerek kontrol edildi. Agaroz jelde P16 540C—G ve 580C—T polimorfizminin
tespiti i¢in 181 bg’lik (Sekil 12) 6zgiil PZR f{iriiniine ait bantlar elde edildi. Bu bantlar
gbzlendikten sonra pl6 540C—G bandinin MSPI, pl6 580C—T bandinin ise Haelll

enzimi ile kesimi gergeklestirildi.

181 b¢

Sekil 12 : p16 540 C—G ve 580 C—T PZR iiriinlerinin %2’lik jeldeki goriintiisii (50 bg
markir)

4.1.2. MDM2 SNP309 (T>G) PZR Uriinlerine Ait Bulgular

MDM2 SNP309 (T>G)  gen bolgesinin polimorfizmine ait PZR iiriinleri
%?2’lik agaroz jelde yiriitiilerek kontrol edildi.Agaroz jelde MDM2 SNP309 (T>G)
polimorfizminin tespiti igin 237 b¢’lik (Sekil 13) 6zgiil PZR {iriiniine ait bantlar elde
edildigi gozlendikten sonra 237 b¢’lik MDM2 SNP309 (T>G) bandinin MSPAT1I enzimi
ile kesimi gergeklestirildi.
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Sekil 13 : MDM2 SNP309 (T>G) PZR iiriinlerinin %2’lik jeldeki goriintiisii (50 bg
markir)

4.2. KESIiM URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

4.2.1. p16 540C->G ve 580C>T Kesim Uriinlerine Ait Bulgular

pl6 540C>G ve 580C>T PZR drlinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol
edildikten sonra, p16 540C>G PZR iiriinlerine Mspl ve p16 580C>T PZR iiriinlerine
Haelll enzimiyle kesim uygulandi. Kesim sonrasi elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jel
elektroforez yontemiyle yiiriitiildi. pl6 540C>G polimorfizminde Mspl enzimi ile
kesilmeden kalan 181 bg¢’lik tek banda sahip drnekler (GG) homozigot mutant olarak,
Mspl enzim kesimi olan ve agaroz jel elektroforezde 104 bg ve 77 bg’lik iki bant veren
orneklerde homozigot dogal (wild) tip olarak (CC) seklinde degerlendirilirken , 181 bg,
104bg¢ ve 77 b¢ olmak {izere {i¢ bant veren drnekler ise heterozigot mutant (GC) olarak
degerlendirildi (Sekil 14). p16 580C>T polimorfizminde Haelll enzimi ile kesilmeden
kalan 181 bg’lik tek band veren oOrnekler homozigot mutant (TT)  olarak
degerlendirilirken, Haelll enzim kesimi ger¢eklesen ve agaroz jel elektroforezde 142 bg
ve 39 be¢’lik iki bant veren orneklerde dogal- (wild) tip homozigot (CC), 181 bg, 142bg
ve 39 be¢ olmak iizere iic bant veren Ornekler ise heterozigot mutant (CT) olarak

degerlendirildi (Sekil 15).
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181 be

104 be
77b¢

Sekil 14 : p16 540C—G Kesim Uriinlerine Ait Bulgular (50 b¢ markir)

—> 181be
142 bg

Sekil 15 : p16 580 C—T Kesim Uriinlerine Ait Bulgular (50 b¢ markir)

4.2.2. MDM2 SNP309 (T>G) Kesim Uriinlerine Ait Bulgular

MDM2 SNP309 (T>G) PZR fiiriinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol edildi.
MDM2 SNP309 (T>G) PZR iiriinlerine MSPA1I enzimiyle kesim uygulandi. Kesim
sonras1 elde edilen triinler %2°lik agaroz jel elektroforez yontemiyle yiiriitiildi. MDM?2
SNP309 (T>G) polimorfizminde MSPA1l enzimi ile kesilmeden kalan 237 bg’lik tek
band veren oOrnekler homozigot mutant (TT) olarak, MSPAII enzim kesimi
gerceklesen ve agaroz jel elektroforezde 189b¢ ve 48 bg’lik iki bant veren 6rneklerde
dogal (wild) tip homozigot (GG) seklinde degerlendirilirken , 237 bg, 189 bg ve 48 be
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olmak {izere ii¢ bant veren drnekler ise heterozigot mutant (GT) olarak degerlendirildi

(Sekil 16).

237 bg
189 be

48bg¢

Sekil 16 : MDM2 SNP309 (T>G) Kesim Uriinlerine Ait Bulgular (50b¢ markir)

Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatistiksel Hesaplar

Bu calismanin istatistiksel analizleri SPSS 7,5 paket programi kullanilarak
yapilmugtir. Istatistiksel anlamlilik sinirt p<0,05 olarak alinmis olup P16 (540C—G,
580C—T) , MDM2 SNP309 (T>G) genotip ile allellerinin goriilme sikliginin, gruplar
aras1 farkhliklarla beraber degerlendirilmesinde Ki kare (y* ), sayisal verilerin analizi

i¢in ise student-t testi kullanilmustir.

4.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ SONRASINDA ELDE EDILEN BULGULAR

Calismamiza dahil edilen kolorektal ve mide kanserli hasta ve kontrol grubuna
ait 6zellikler Tablo 4.1°de verilmistir. Buna gore kolorektal kanserli hastalar ile kontrol
grubu arasinda cins, yas, kilo, boy, VKI, ailede kanser hikayesi, alkol kullanimi1 ve
sigara kullanim1 parametreleri acisindan istatistiksel anlamlilik mevcut degildi
(p=0,052; 0,173; 0,95; 0,40; 0,730; 0,067; 0,663; 0,789). Ayn1 durum mide kanserli
hastalar ve kontrol grubu arasinda da gecerli olup, parametreler arasinda istatistiksel
acidan anlamlilik bulunamadi (p=0,013; 0,754; 0,907; 0,965; 0,155; 0,103; 0,258;
1,000).
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Tablo 7 : Calisma gruplarina ait veriler

KONTROL KOLOREKTAL  MIDE KANSERLI
n=75 KANSERLI HASTALAR n=35
HASTALAR
n= 87
Cins
Kadin, n (%) 39(52) 32(36,8) 9(25,7)
Erkek, n(%) 36(48) 55(63,2) 26(74.,3)
Yas Ortalamalari (yil) 54,42+2,37 58,34 +1,59 60,40+2,67
Kilo (kg) 74,19+2,17 74,4+2.34 63,80+3,04
Boy (m) 1,6940,015 1,670,017 1,69+0,025
VKI (kg/m2) 25,99+ 0,91 25,42+1,30 22,13+0,74
Ailede Kanser Hikayesi
Pozitif, say1(%) 9(12) 3(3,4) 0(0)
Negatif, say1 (%) 66(88) 84(96,6) 21(100)
Alkol Kullanimi
Pozitif, say1(%) 3(4) 2(2,3) 1(20)
Negatif, say1(%) 72(96) 85(97,7) 4(80)
Sigara Kullanimi
icenler, say1 (%) 6(8) 6(6,9) 1(10,8)
Icmeyenler , say1 (%) 69(92) 81(93,1) 7(87,5)

n:birey sayisi; tablodaki degerler X+SE olarak verilmistir; gruplararasi analiz student t testi ve Kikare (x* ) ile gergeklestirilmistir.

Calisma grubumuza dahil edilmis olan kolorektal kanserli hastalarin %63,2’si

erkek, %36,8’1 kadinlardan olusmaktaydi. Kolorektal kanserli erkek hastalarin kilo ve

boy parametrelerinin kadin hastalara gore yiiksek oldugu saptanmistir. Ancak VKI

degerleri acgisindan incelendiklerinde erkek hastalar (24,75+1,72) ve kadin hastalar

(26,82+1,85) arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark gozlenmedi (p=0,471). Hasta

grubu boy, kilo ve VKI parametreleri acisindan degerlendirildignde erkek hastalarin boy
ve kilo (1,71£0,014; 79,29+1,92) parametrelerinin kadin hastalara (1,60+0,030;

64+4,22) gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gozlenirken (p=0,002;

p=0,001) VKI parametreleri arasinda erkek ve kadin cinsiyeti agisindan bir fark

saptanmamustir. Yas parametreleri ac¢isindan incelendiginde, erkeklerin yas1 57,84+1,94

iken, kadinlarin yas1 59,16+2,78 seklinde olup p degeri 0,693 bulunmustur. Hastalarin



43

%35,7’sinde tiimor T1 evresinde, %12,6’sinda T2, %63,2’sinde T3 ve %18.4’linde T4
evresindeydi. Tiimor lokalizasyonu, %12,6’sinda sol kolon, %16,1’inde sag kolon,
%S5, 7’sinde ¢cekum, % 6,9’unde transvers kolon, %36,8’inde sigmoid, %21,8’inde ise
rektumda yer almaktaydi. Hastalar lenf nodu tutulumu agisindan incelendiginde, NO
%49.,4, N1 %27,6, N2 %16,1, N3 %6,9 olarak degerlendirilmistir. Kolorektal kanserli
hastalar histolojik evrelendirmeye gore degerlendirildiginde, % 10,3’ 1y1 differansiye,
% 69’u orta differansiye, %20,7°si ise az differansiye tiimoérlerdi. Hastalarin,
%20,7’sinde uzak metastaz, %44,8’inde anjiyolenfatik invazyon, % 35,6’sinde perindral

invazyon varligi s6z konusuydu.

Calismamizdaki mide kanserli hastalarin %74.3’i erkek, % 25,7’si kadinlardan
olugmaktaydi. Mide kanserli erkek hastalarin (66,86+2,87; 1,734+0,016) kilo ve boy
parametreleri kadin hastalara (56,67+6,66; 1,61+£0,058) gore daha yiiksek olmasina
ragmen aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi (p=0,319; 0,130). VKI
parametresi acisindan incelendiginde kadin (21,61+1,19) ve erkek (22,36+0,98)
cinsiyeti acisindan bir fark saptanmamistir (p=0,429). Yas parametresine gore ise
erkeklerin yasi 60,85+2,92 iken, kadinlarin yasi 59,14+6,46 seklinde olup p=0,732
bulunmustur. Mide kanserli hastalarin timor evreleri incelendiginde, %52,40 T2,
%19’u T3, %28,6’s1 T4 olarak saptandi. Hastalar lenf nodu tutulumu agisindan
incelendiginde, NO %28,6, N1 %23.,8, N2 9%28,6, N3 %19 olarak degerlendirildi.
Hastalarin  %28,6’sinda uzak metastaz, %>52,4’linde anjiyolenfatik invazyon,
%41,2’sinde tiimor nekrozu, %50’°sinde kan damari invazyonu varligi durumu saptandi.
Hastalar histolojik evrelendirmeye gore degerlendirildiginde, % 4,81 iyi differansiye, %
42.9’u orta differansiye, %50,4’1 ise az differansiye tlimorlerdi. Tiimér lokalizasyonu,
%11,1’inde antrum biiyilik kurvartiir, %22,2’sinde antrum kii¢iik kurvartiir, %11,1’inde
kardia, %27,8’sinde antrum korpus, %11’inde antrum pilor ve %16,7’sinde ise antrum
yer almaktaydi. Timor tipleri, %15,4’{inde tiibiiler, %23,1’inde intestinal, %46,2’sinde

diffiiz tagh ytiziik ve %15,4 linde miisindz adeno ca seklindeydi.

Tablo 8 : Mide kanserli hastalarda p16 540C—G ve 580C—T gen polimorfizmlerine ait
genotip ve allel dagilmlari
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Genotipler ve | Mide Kanserli Kontroller OR: %95 Giiven P
Alleller Hastalar n(%) n(%) Arahg (CD)

P16
540C—G
GG 0(0) 13(17.,3) P=0,009
GC 11(31,4) 36(48) 0,655(0,380-1,127) P=0,102
CcC 24(68,6) 26(34,7) 1,978(1,348-2,902) p<0,0001
C Alleli 59(84,29) 88(58,7) P=0,0001
G Alleli 11(15,71) 62(41,3)
P16
580C—T
TT 0(0) 3(4) 1,149(0,266-4,973) p>0,05
CT 6(17,1) 18(24) 0,910(0,517-1,602) p>0,05
cC 29(82,9) 54(72) 1,022(0,846-1,234) p>0,05
T Alleli 6(8,57) 24(16) p>0,05
C Alleli 64(91,43) 126(84)

N: birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (x*) testi ile gergeklestirilmistir.

Tabloda segilen genotipin, diger tiim genotiplere karst OR’si verilmistir.

CDKN2A pl6 540C—G gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde,

genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ve mide kanserli hastalar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmustir (x*=13,635; p<0,001). pl6 540C—G gen

polimorfizminde GG ve GC genotipleri mide kanserli hastalarda (%31,4), kontrol

grubuna gore diisiik frekansta gozlenmis (%65,3) olup, aradaki fark istatistiksel olarak

anlamhilik gdstermistir (x2=11,064; p<0,001, OR:0,481, %95CI: 0,287-0,806). CC

genotipi mide kanserli hastalarda (%68,6), kontrol grubuna gore yiiksek frekansta

gozlenmis (%34,7) olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamliliga ulagmistir

(=11,064; p<0,001, OR:1,978, %95CL: 1,348-2,902). GG genotipi mide kanserli
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hastalarda (%0) gorilmezken, kontrol grubunda da olduk¢a diisiikk frekansta
gozlenmistir (%17,3) (x*=6,880; p=0,009). GC genotipi mide kanserli hastalarda
(%31,4), kontrol grubuna gore diisiik frekansta oldugu goézlenmis (%48) olup, aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistur (X2=2,678; p=0,102, OR:0,655, %95CI:
0,380-1,127). CDKN2A pl6 540C—G gen polimorfizmine ait allel frekanslar
degerlendirildiginde mide kanserli hastalarda (%84.,29) C allel frekansinin kontrol
grubuna gore (%58,7) yliksek oldugu, G allel frakansinin ise hasta grubunda (%15,71)
kontrol grubuna (%41,3) gore diisiik oldugu ve aradaki farkin istatistiksel bir
anlamliliga ulagtig1 saptanmustir (p<0,001) (Tablo 8).

CDKN2A pl6 580C—T gen polimorfizmi sonuglart degerlendirildiginde,
genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ve mide kanserli hastalar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamustir (x*=2,287; p>0,05). Mide kanserli hastalar ve
kontrol grubu arasinda gerek C veya T allel tasima gerekse de homozigot veya
heterozigot olma agisindan istatistiksel anlamli bir fark saptanmamistir(p>0,05).
CDKN2A pl6 580C—T gen polimorfizmine ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde
mide kanserli hastalarda ki allel frekanslar1 (T allel; %8,57, C allel; %91,43) kontrol
grubu ile (T allel; %16, C allel; %84) karsilastirildiginda oldukg¢a yakin degerlerde

olduklar1 ve aralarinda istatistiksel anlamli bir farkin olmadigi bulunmustur (Tablo 8).
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Tablo 9 : Kolorektal kanserli hastalarda p16 S40C[ /G ve 580C[IT gen polimorfizmlerine
ait genotip ve allel dagilimlar:

Genotipler ve Kolorektal Kontroller OR: %95 Giiven P
Alleller Kanserli n(%) Arahg (CD)
Hastalar n(%)
P16
540C—G
GG 2(2,39) 13(17.,3) 0,133(0,031-0,589) p<0,001
GC 27(31) 36(48) 0,647(0,437-0,957) P=0,027
CcC 58(66,7) 26(34,7) 1,923(1,363-2,714) p<0,001
C Alleli 143(82,2) 88(58,7) p<0,001
G Alleli 31(17,8) 62(41,3)
P16
580C—T
TT 4(4,6) 3(4) 1,149(0,266-4,973) p>0,05
CT 19(21,8) 18(24) 0,910(0,517-1,602) p>0,05
CcC 64(73,6) 54(72) 1,022(0,846-1,234) p>0,05
T Alleli 27(15,5) 24(16) p>0,05
C Alleli 147(84,5) 126(84)

N: birey sayist; gruplararas analiz Kikare (x*) testi ile gergeklestirilmistir.

Tabloda secilen genotipin, diger tiim genotiplere karsi OR’si verilmistir.

CDKN2A pl6 540C—G gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde,
genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ve kolorektal kanserli hastalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir (3°=20,76; p<0,001). pl6 540C—G gen
polimorfizminde GG ve GC genotipleri kolorektal kanserli hastalarda (%33,3), kontrol
grubuna gore diisiik frekansta gézlenmis (%65,3) olup, aradaki fark istatistiksel olarak
anlamlilik gostermistir (X2=16,52; p<0,001, OR:0,510, %95CI: 0,360-0,717). CC
genotipi kolorektal kanserli hastalarda (%66,7), kontrol grubuna gore yiiksek frekansta
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gbozlenmis (%34,7) olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamliliga ulagmistir
(x2=16,52; p<0,001, OR:1,92, %95CI: 1,363-2,714). GG genotipi kolorektal kanserli
hastalarda (%2,3), kontrol grubuna gore oldukca diisiik frekansta gézlenmis (%17,3)
olup, aradaki fark istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamhga ulasmistir (x°=10,83;
p<0,001, OR:0,133, %95CI: 0,031-0,569). GC genotipi kolorektal kanserli hastalarda
(%31), kontrol grubuna gore diisiik frekansta oldugu goézlenmis (%48) olup, aradaki
fark ileri derecede anlamli bulunmustur (X2=4,87; p=0,027, OR:0,647, %95CI: 0,437-
0,957). CDKN2A pl6 540C—G gen polimorfizmine ait allel frekanslar
degerlendirildiginde kolorektal kanserli hastalarda C allel frekansinin (%82,18) kontrol
grubuna gore (%58,67) yiiksek oldugu ve farkin ¢ok ileri diizeyde anlamli oldugu
saptanmistir (p<<0,001)(Tablo 9).

CDKN2A pl6 580C—T gen polimorfizmi sonuglari degerlendirildiginde,
genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ve kolorektal kanserli hastalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (3°=0,129; p>0,05). Kolorektal kanserli
hastalar ve kontrol grubu arasinda gerek C veya T allel tasima gerekse de homozigot
veya heterozigot olma agisindan istatistiksel anlamli bir fark saptanmamistir(p>0,05).
CDKN2A pl16 580C—T gen polimorfizmine ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde
kolorektal kanserli hastalarda ki allel frekanslar1 (T allel; %15,5, C allel; %84,5) kontrol
grubu ile (T allel; %16, C allel; %84) karsilastirildiginda olduk¢a yakin degerlerde

olduklar1 ve aralarinda istatistiksel anlamli bir farkin olmadig1 bulunmustur (Tablo 9).
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Tablo 10 : Mide kanserli hastalarda MDM?2 SNP309 (T>G) gen polimorfizmine ait genotip
ve allel dagilimlar:

Genotipler Mide Kanserli Kontroller OR %95 Giiven P
Hastalar N (%) N (%) Arahg (CI)

MDM2

SNP309 (T>G)

TT 10(28,6) 15(20) 1,429(0,715-2,855) | p>0,05

GT 16(45,7) 37(49,3) 1,100(0,752-1,610) | p>0,05

GG 9(25,7) 23(30,7) 0,839(0,434-1,619) | p>0,05

T Alleli 36(51,4) 67(44,7) p>0,05

G Alleli 34(48,6) 83(55.3)

N: birey sayist; gruplararasi analiz Kikare (x*) testi ile gerceklestirilmistir.

Tabloda se¢ilen genotipin, diger tiim genotiplere karst OR’si verilmistir.

MDM?2 SNP309 gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde, genotip

dagilimi acisindan kontrol grubu ve mide kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmamustir (x*=1,037; p>0,05). MDM2 SNP 309 gen polimorfizmine

ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde mide kanserli hastalarda (%51,4) T allel

frekansi kontrol grubuna (%44,7) gore daha yliksek saptanmis, G allel frekansida mide
kanserli hastalarda (%48,6) kontrol grubuna (%55,3) gore daha diisiik frekansta

saptanmis olsa da aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir

(p>0,05) (Tablo 10).
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Tablo 11 : Kolorektal kanserli hastalarda MDM?2 SNP309 (T>G) gen polimorfizmine ait
genotip ve allel dagilimlanr

Genotipler Kolorektal Kontroller OR %95 Giiven P
Kanserli N (%) Arahg (CI)

Hastalar N (%)
MDM2
SNP309 (T>G)
TT 17(19,5) 15(20) 0,977(0,525-1,820) p>0,05
GT 57(65,5) 37(49,3) 1,328(1,008-1,749) | p=0,037
GG 13(14,9) 23(30,7) 0,487(1,030-1,461) | P=0,016
T Alleli 91(52,3) 67(44,7) p>0,05
G Alleli 83(47,7) 83(55.3)

N : birey say1st; gruplararasi analiz Kikare (x*) testi ile gergeklestirilmistir.

Tabloda segilen genotipin, diger tiim genotiplere karst OR’si verilmistir.

MDM2 SNP309 gen polimorfizmi sonuglart degerlendirildiginde, genotip
dagilimi agisindan kontrol grubu ve kolorektal kanserli hastalar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmustir (x*=6,30; p=0,43). Kolorektal kanserli hastalarda gerek
G alleli tasima gerekse TT genotipi tasima kontrol grubu ile kiyaslandiginda birbirine
cok yakin frekanstaydi ve arada istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Kolorektal
kanserli hastlarda GT genotipi tasimak (%65,5) kontrol grubuna gore daha yiiksek
frekansta olup fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,037, OR:1,328, %95 CI:
1,008-1,749). Kolorektal kanserli hastalarda T alleli tasima frekansi1 (%85,1) kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmus olup goézlenen bu fark istatistiksel olarak da
anlamliydi (p=0,016, OR:1,227, %95 CI: 1,030-1,461). MDM2 SNP 309 gen
polimorfizmine ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde kolorektal kanserli hastalarda T
allel frekansi (%52,3) kontrol grubuna gore (%44,7) daha yiiksek saptanmis olsa da
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05) (Tablo 11).

Tablo 12 : Kolorektal ve mide kanserli hastalarda p16 (540C—G, 580 C—T) kombine
genotip analiz sonuclari
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P16 Kolorektal Kontroller Mide Kanserli
540580 Kanserli Hastalar N (%) Hastalar
N (%) N (%)
GGTT 0(0) 2(2,7) 0(0)
GGCT 1(1.1) 3(4) 0(0)
GGCC 1(1.1) 8(10,7) 0(0)
GCTT 1(1.1) 0(0) 0(0)
GCCT 6(6.9) 7(9,3) 1(2,9)
GCCC 20(23) 29(38,7) 10(28,6)
CCTT 3(3.4) 1(1,3) 0(0)
CCCT 12(13.8) 8(10,7) 5(14,3)
ccccC 43(49.4) 17(22,7) 19(54,3)

N:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (xz) testi ile gergeklestirilmisgtir.

CDKN2A gen polimorfizmleri sonucunda pl6é 540C—G, pl6 580C—T
kombine genotip analizi yapildiginda, CCCC kombine genotipi kolorektal (%49,4) ve
mide kanserli (%54,3) hasta gruplarinda diger tiim kombine tiplere oranla daha yiiksekti
ve bu deger kontrol grubundaki degerle (%22,7) karsilastirildiginda aradaki fark
istatistiksel olarak anlamlilik gostermekteydi (kolorektal kanserli hasta grubu igin,
p<0,001, OR: 2,181, %95 CI: 1,364-3,485) (mide kanserli hasta grubu i¢in, p<0,001,
OR: 2,395, %95 CI: 1,428-4,016). Kombine genotip analizi sonrasinda kontrol
grubunda en yiiksek frekans gosteren kombine genotip ise GCCC (%38,7) olup,
kolorektal kanserli hasta grubundaki frekansi daha diisiikti (%23) ve bu durum
istatiksel olarakta anlamli olarak saptandi (p=0,030, OR:0,595, %95 CI:0.368-0.960).
Mide kanserli hasta grubunda ise GCCC genotipinin frekans1 %28,6’yd1 ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliliga ulagmamist1 (p>0,05, OR:0,739, %95 CI: 0,407-1,347)
(Tablo 12).

Tablo 13 : Kolorektal ve mide kanserli hastalarda MDM2 (SNP309), p16 (540C—G)
kombine genotip analiz sonug¢lari



MDM2P16540C>G Kolorektal Kanserli Kontroller Mide Kanserli
Hastalar N (%) Hastalar
N (%) N (%)
TTGG 0(0) 3(4) 0(0)
TTGC 8(9,2) 709,3) 3(8,6)
TTCC 9(10,3) 5(6,7) 7(20)
GTGG 2(2,3) 4(5,3) 0(0)
GTGC 16(18,4) 19(25,3) 7(20)
GTCC 39(44.,8) 14(18,7) 9(25,7)
GGGG 0(0) 6(8) 0(0)
GGGC 3(3.4) 10(13,3) 1(2,9)
GGCC 10(11,5) 7(9,3) 8(22,9)
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N: birey sayist; gruplararasi analiz Kikare (xz) testi ile gergeklestirilmisgtir.

MDM2 SNP309 ve pl6 540C—G polimorfizmlerinin sonucunda elde ettigimiz
genotiplerin  kombine genotip analizindeki frekanslarina bakildiginda, kolorektal
(%44,8) ve mide (%25,7) kanserli hastalarda GTCC’nin diger kombine genotiplere
gore en yiiksek frekansi gosterdigi saptandi. GTCC kombine genotipinin kontrol
grubunda ise daha diisiik (%18,7) frekansta oldugu saptanmis olup, kolorektal kanserli
hasta grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak da ileri diizeyde anlamliydi (p<0,001
OR:2,401, %95 CI: 1,418-4,067). Mide kanserli hasta grubu ile kontrol grubu
arasindaki fark ise anlamli bulunmadi (p>0.05, OR:1,378, %95 CI: 0,661-2,873).
Kontrol grubunda en yiiksek frekansta gozlenen kombine genotipin GTGC oldugu
goriilmiis olup (%25,3) kolorektal ve mide kanserli hastalarda s6z konusu kombine
genotipin daha disiik frekanta oldugu saptanmis olsa da fark istatistiksel olarak

anlamlilik géstermemekteydi (p>0,05) (Tablo 13).

Tablo 14 : Kolorektal ve mide kanserli hastalarda MDM2 (SNP309), p16 (580C—T)
kombine genotip analiz sonug¢lari
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MDM2P16580C>T Kolorektal Kanserli Kontroller Mide Kanserli

Hastalar N (%) Hastalar

N (%) N (%)
TTTT 0(0) 0(0) 0(0)
TTCT 2(2,3) 4(5,3) 4(11,4)
TTCC 15(17,2) 11(14,7) 6(17,1)
GTTT 3(3,4) 1(1,3) 0(0)
GTCT 13(14,9) 9(12) 2(5,7)
GTCC 41(47,1) 27(36) 14(40)
GGTT 1(1,1) 2(2,7) 0(0)
GGCT 4(4,6) 5(6,7) 0(0)
GGCC 8(9,2) 16(21,3) 9(25,7)

N:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (i) testi ile gergeklestirilmistir.

MDM2 SNP309 ve pl6 580C—T genotiplerinin kombine genotip analizindeki
frekanslarina bakildiginda, GTCC kombine genotipinin hem kolorektal kanserli
hastalarda (%47,1), hem mide kanserli hastalarda (%40), hem de kontrol grubunda
(%36) diger kombine genotiplere gore en yliksek frekansi gosterdigi saptanmig olup

herhangi bir istatistiksel anlamli degere ulasilamamustir ( p>0,05) (Tablo 14).

Tablo 15 : Kolorektal Kanserli Hastalarda p16 540C—G Allel Dagilimlari ile Hastalarin
Klinik, Prognostik Parametrelerinin Degerlendirilmesi
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P16 GG+GC CC N P CC+GC GG N P
540C—G N (%) N (%) N (%) N (%)

Genotipleri
Cins
Kadin 10(31,3) 22(68,8) | 32 | p>0,05 31(96,9) 1(3,1) 32 | p>0,05
Erkek 19(34,5) 36(65,5) | 55 54(98,2) 1(1,8) 55
Sigara kullanim
Sigara igen 1(16,7) 5(83,3) | 6 p>0,05 6(100) 0(0) 6 p>0,05
Sigara igmeyen 28(34,6) 53(65,4) | 81 79(97.5) 2(2,5) 81
Ailede Ca Hikayesi
Var 0(0) 3(100) 3 p>0,05 3(100) 0(0) 3 p>0,05
Yok 29(34,5) 55(65,5) | 84 82(97,6) 2(2,4) 84

Tiimor derecesi

T3+T4 24(33,3) 48(66,7) | 72 | p>0,05 70(97,2) 2(2,8) 72 | p>0,05
T1+T2 5(33,3) 10(66,7) | 15 15(100) 0(0) 15

Lenf nodu tutulumu

N(+) 11(25) 33(75) | 44 | p>0,05 42(95.5) 2(4,5) | 44 | p>0,05
N(-) 18(41) 25(58,1) | 43 43(100) 0(0) 43

Uzak Metastaz

Var 7(38,9) 11(61,1) | 18 | p>0,05 17(94,4) 1(5,6) 18 | p>0,05
Yok 22(31,9) 47(68,1) | 69 68(98,6) 1(1,4) 69
Anjiyolenfatik

invazyon

Pozitif (+) 14(35.,9) 25(64,1) | 39 | p>0,05 38(97.,4) 1(2,6) 39 | p>0,05
Negatif (-) 15(31,3) 33(68,8) | 48 47(97,9) 12,1) | 48

Perinoral inv.

Pozitif (+) 10(32,3) 21(67,7) | 31 | p>0,05 30(96,8) 1(3,2) 31 p>0,05
Negatif (-) 19(33.9) 37(66,1) 55(98,2) 1(1,8) 56

N: birey sayist; gruplararast analiz Kikare (x*) testi ile gergeklestirilmistir.

Kolorektal kanserli hastalarda CDKN2A pl16 540C>G gen polimorfizmine ait
gerek G alleli gerekse C alleli tasima durumu incelendiginde cins, sigara kullanimi,
ailede kanser hikayesi varligi, timor biyilikligi evresi, uzak metastaz varligi,
anjiyolenfatik invazyon ve perinoral invazyon parametreleri ile aralarinda istatistiksel
anlaml bir farklilik bulunamamustir. Ancak kolorektal kanserli hastalarda p16 540C>G
gen polimorfizmi ile hastalarda lenf nod metastazi varlig1 ac¢isindan bir iligki saptanmis
olup, buna gore lenf nod metastaz varlig1 olan kolorektal kanserli hastalarda GG veya

CC genotipini homozigot olarak tasima frekansinin (%79,5) homozigot genotip tasiyan
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ancak lenf nod metastazi negatif olan hastalara gore (%58,1) istatiksel anlamli olarak
daha yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,031, OR: 1,368 %95 CI: 1,019-1,837) (Tablo
15).

Tablo 16 : Kolorektal Kanserli Hastalarda p16 580C—T Allel Dagilimlar ile Hastalarin
Klinik, Prognostik Parametrelerinin Degerlendirilmesi

P16 CC+CT TT N P TT+CT CcC N P

580C—T N (%) N (%) N (%) N (%)

genotipleri
Cins
Kadin 32(100) 0(0) 32 [ p>0,05 9(28,1) 23(71,9) | 32 | p>0,05
Erkek 51(92,7) 473) | 55 14(25,5) 41(74,5) | 55
Sigara kullanim
Sigara igen 6(100) 0(0) 6 | p>0,05 1(16,7) 5(83,3) 6 | p>0,05
Sigara igmeyen 77(95,1) 4(4,9) 81 22(27,2) 59(72,8) | 81
Ailede Ca Hikayesi
Var 3(100) 0(0) 3 | p>0,05 1(33.,3) 2(66,7) 3 | p>0,05
Yok 80(95,2) 4(4,8) 84 22(26,2) 66(73,8) | 84

Tiimor derecesi

T3+T4 69(95,8) 342) [ 72| p>0,05 18(25) 54(75) 72 | p>0,05
T1+T2 14(93,3) 1(6,7) 15 5(33,3) 10(66,7) | 15

Lenf nodu tutulumu

N(+) 40(90,9) 49,1) | 44 | p>0,05 | 15(34,1) 29(65,9) | 44 | p>0,05
N(-) 43(100) 0(0) 43 8(18,6) 35(81,4) | 43

Uzak Metastaz

Var 17(94.,4) 1(5,6) 18 | p>0,05 5(27,8) 13(72,2) | 18 | p>0,05
Yok 66(95,7) 3(43) | 69 18(26,1) 51(73,9) | 69
Anjiyolenfatik

invazyon

Pozitif (+) 37(94,9) 25,1) |39 ] p>0,05 | 14(35.9) 25(64,1) | 39 | p>0,05
Negatif (-) 46(95,8) 2(4,2) 48 9(18,8) 3981,2) | 48

Perinéral inv.

Pozitif (+) 31(100) 0(0) 31 | p>0,05 6(19,4) 25(80,6) | 31 | p>0,05
Negatif (-) 52(92,9) 47,1) |56 17(30,4) 39(69,6) | 56

N:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (xz) testi ile gergeklestirilmigtir.

Kolorektal kanserli hastalarda CDKN2A p16 580C—>T gen polimorfizmine ait C
veya T alleli tasima durumu incelendiginde cinsiyet, sigara kullanimi, ailede kanser

hikayesi varligi, tiimor biiyiikligi evresi, uzak metastaz varligi, anjiyolenfatik invazyon
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ve perinoral invazyon parametreleri ile aralarinda istatistiksel anlamli bir farklilik
bulunamamistir. Fakat kolorektal kanserli hastalarda pl6 580C>T gen
polimorfizminde lenf nodu tutlumu olan hastalarin 4(%9,1) TT genotipi tasidigi
gozlenirken, lenf nodu tutulumu olmayan hastalarin hicbirinde TT genotipine
rastlanmamistir ve aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamliliga ulasmamustir. (p>0,05
, OR: 0,909, %95 CI: 0,828-0,998) (Tablo 16).

Tablo 17 : Kolorektal Kanserli Hastalarda MDM2 (SNP309 T>G) Allel Dagilimlari ile
Hastalarin Klinik, Prognostik Parametrelerinin Degerlendirilmesi

MDM2 SNP309 TT+TG GG N P GG+GT TT N P
T>G N (%) N (%) N (%) N (%)
genotipleri
Cins
Kadin 29(90,6) 3(9.4) 32 | p>0,05 25(78,1) 7(21,9) 32 | p>0,05
Erkek 45(81,8) 10(18,2) | 55 45(81,8) 10(18,2) | 55
Sigara kullamim
Sigara igen 4(66,7) 2(33,3) | 6 p>0,05 6(100) 0(0) 6 p>0,05
Sigara igmeyen 70(86,4) 11(13,6) | 81 64(79) 17(21) 81
Ailede Ca Hikayesi
Var 3(100) 0(0) 3 p>0,05 3(100) 0(0) 3 p>0,05
Yok 71(84,5) 13(15,5) | 84 67(79,8) 17(20,2) | 84

Tiimor derecesi

T3+T4 60(83,3) 12(16,7) | 72 | p>0,05 57(79,2) 1520,8) | 72 | p>0,05
T1+T2 14(93,3) 16,7 | 15 13(86,7) 2(13,3) | 15

Lenf nodu tutulumu

N+ 35(79,5) 9(20,5) | 44 | p>0,05 38(86,4) 6(13,6) | 44 | p>0,05
N(-) 39(90,7) 49,3) | 43 32(74,4) 11(25,6) | 43

Uzak Metastaz

Var 15(83,3) 3(16,7) | 18 | p>0,05 17(94.,4) 18(5,6) | 18 | p>0,05
Yok 59(85,5) 10(14,5) | 69 53(76,8) 16(23,2) | 69
Anjiyolenfatik

invazyon

Pozitif (+) 31(79,5) 8(20,5) | 39 | p>0,05 34(87,2) 5(12,8) | 39 | p>0,05
Negatif (-) 43(89,6) 5(10,4) | 48 36(75) 12(25) | 48

Perinéral inv.

Pozitif (+) 27(87,1) 4(12,9) | 31 | p>0,05 27(87,1) 4(12,9) | 31 | p>0,05
Negatif (-) 47(83,9) 9(16,1) | 56 43(76,8) 13(23,2) | 56

N:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (%) testi ile gergeklestirilmistir.
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Kolorektal kanserli hastalarda MDM2 (SNP309 T>G) gen polimorfizmine ait

gerek T alleli gerekse G alleli tasima durumu incelendiginde cins, sigara kullanimi,

ailede kanser hikayesi varligi, tiimor biiylikliigii evresi, lenf nod metastaz pozitifligi,

uzak metastaz varlii, anjiyolenfatik invazyon ve perinoral invazyon parametreleri ile

aralarinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunamamistir (Tablo 17).

Tablo 18 : Mide Kanserli Hastalarda p16 540C—G, p16 580C—T, MDM2 (SNP309 T>G)
Genotip Dagilimlar ile Hastalarin Klinik, Prognostik Parametrelerinin

Degerlendirilmesi
P16540C — G P16580C —> T MDM2 SNP309 (T>G)
GG GC cc cc CT TT TT GT GG
n%) | n(%) n(%) n%) | n®%) | n%) | n(%) n(%) | n(%)
Cinsiyet
Kadin 0(0) | 3(33,3) | 6(66,7) | 7(77,8) |2(22,2)| 0(0) | 1(11,1) | 5(55,6) | 3(33,3)
Erkek 0(0) | 8(30,8) | 18(69,2) | 22(84,6) | 4(15,4) | 0(0) | 9(34,6) | 11(42,3) | 6(23,1)
Sigara Kullanimi
Pozitif (+) 0(0) | 1(100) | 0(0) | 1(100) | 0(0) | 0(0) 0(0) | 1(100) | 0(0)
Negatif (-) 0(0) |10(29,4) | 24(70,6) | 28(82,4) | 6(17,6) | 0(0) | 10(29,4) | 15(44,1) | 9(26,5)
Alkol Kullanimi
Pozitif (+) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) | 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Negatif (-) 0(0) | 11(31,4) | 24(68,6) | 29(82,9) | 6(17,1) | 0(0) | 10(28,6) | 16(45,7) | 9(25,7)
Ailede Ca Hikayesi
Pozitif (+) 0(0) 0(0) | 1(100) | 1(100) | 0(0) | 0(0) 0(0) | 1(100) | 0(0)
Negatif (-) 0(0) |11(32,4) | 23(67,6) | 28(82,4) | 6(17,6) | 0(0) |10(29,4) | 15(44,1) | 9(26,5)
Tiimor derecesi
T3+T4 0(0) | 2(20) | 8(80) | 9(90) | 1(10) | 0(0) | 3(30) | 6(60) | 1(10)
T1+T2 0(0) | 4(36,4) | 7(63,6) | 8(72,7) |3(27,3)| 0(0) | 4(36,4) | 4(36,4) | 3(27,3)
Lenf nodu tutulumu
N(+) 0(0) | 4(26,7) | 11(73,3) | 11(73,3) | 4(26,7) | 0(0) | 5(33,3) | 7(46,7) | 3(20)
N(-) 0(0) | 2(33,3) | 4(66,7) | 6(100) | 0(0) | 0(0) | 2(33,3) | 3(50) |1(16,7)
Uzak Metastaz
Var 0(0) | 3(50) | 3(50) | 4(66,7) |2(33,3)| 0(0) | 4(66,7) | 2(33,3) | 0(0)
Yok 0(0) | 3(20) | 12(80) |13(86,7)|2(13,3)| 0(0) | 3(20) | 8(53,3) | 4(26,7)
Anjiyolenfatik invazyon
Pozitif (+) 0(0) | 3(27,3) | 8(72,7) | 9(81,8) |2(18,2)| 0(0) | 3(27,3) | 5(45,5) | 3(27,3)
Negatif (-) 00) | 3(30) | 7(70) | 8(80) | 2(20) | o(0) | 4@0) | 5(50) | 1(10)
Perinoral inv.
Pozitif (+) 0(0) | 2(20) | 8(80) | 8(80) | 2(20) | 0(0) | 4(40) | 5(50) | 1(10)
Negatif (-) 00) | 4(50) | 4(50) | 7(87,5) |1(12,5)| 0(0) | 2(25) | 4(50) | 2(25)
Histolojik
Evrelendirme
Az, kétl differansiye 0(0) | 4(36,4) | 7(63,6) | 9(81,8) |2(18,2)| 0(0) | 4(36,4) | 5(45,5) | 2(18,2)
lyi veya orta differansiye | 0(0) 2(20) 8(80) 8(80) | 2(20) | 0(0) 3(30) 5(50) | 2(20)
Tumor nekrozu
Pozitif (+) 0(0) | 3(42,9) | 4(57,1) | 7(100) | 0(0) | 0(0) | 1(14,3) | 4(57,1) | 2(28,6)
Negatif (-) 000) | 2(20) | 8@®0) | 7(70) | 3(30) | 0(0) | 5(50) | 4(40) | 1(10)

N:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (x*) testi ile gergeklestirilmistir.
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Mide Kanserli Hastalarda P16 540C->G, P16 580C->T, MDM2 (SNP309 T>G)
gen polimorfizmine ait genotip dagilimlar incelendiginde cinsiyet, sigara kullanimi,
alkol kullanimi, ailede kanser hikayesi varligi, tiimor biyiikligi evresi, lenf nodu
tutulumu, uzak metastaz varligi, anjiyolenfatik invazyon, perinoral invazyon, histolojik
evrelendirme ve tumor nekrozu varlig1 parametreleri ile aralarinda istatistiksel anlamli

bir farklilik bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 18).
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5. TARTISMA

Mide ve kolorektal kanser gibi gastrointestinal sistem kanserleri diger tiim tip
kanserlerde oldugu gibi biiylime faktorleri, biliylime faktor reseptorleri, anjiyogenik
faktorler, hiicre dongii regiilatorleri ya da DNA tamir genleri gibi pek ¢ok gende olusan
cesitli genetik ve epigenetik degisimlerim birikmesiyle karakterize ¢ok asamali bir
stirectir. Genetik polimorfizm ¢alismalar: giiniimiizde kanser riski ya da progresyonu ile
iligkili ve ayn1 zamanda anti-kanser ilaglarin toksititesi ve tedavideki etkinligi gibi pek
¢ok onemli konuda hastaligin teshis ve tedavi silirecinde Oncii olabilecek aydinlatici
bilgiler sunmaktadir (142). Hiicre dongii isleyisinde 6nemli rolii bulunan p16 proteini
CDK4 ve CDK6’nin spesifik bir inhibitorii olup malignitelerin ¢cogunda aday bir tiimor
baskilayici gen olarak ifade edilir. p16 proteininin islev kaybi, onun biiytime baskilayici

ozelliklerinin inaktivasyonunda olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir (143).

Giliniimlize kadar pl6 gen bolgesine ait delesyonlar, mutasyonlar ve
polimorfizmler malign melanomda beyin tiimdrleri, pankreatik kanser gibi kanser
tirlerinde arastirilmigtir (144, 145, 146). CDKN2A’da gozlenen diger mutasyonlar
arasinda 3’UTR’de yer alan Nt500 C>G ve Nt540 C>T mutasyonlarinin kanserde risk
ile iligkili olmadigina dair yapilmis ¢alismalar mevcut olup konu halen tartismalidir
(144,147). Melanomlu hastalarda yapilan caligmalarda, 3> UTR bdlgesindeki allelerin
prevalansinin yiiksek oldugu rapor edilerek bu bolgeye dikkat c¢ekilmistir. Huber ve
arkadaslar1 melanomlu hastalarda yaptiklar1 ¢alismada 500 C/G allelinin frekansin
%31.8, 540 C/T allelinin frekansini ise %27.3 olarak bulmuslardir (148). Kumar ve
arkadaslar1 ise kontrol gruplarinda yaptiklar1 ¢aligmada 500 C/G allelinin frekansin %
11.7 ve 540 C/T allelinin kini ise %8.5 olarak rapor etmislerdir (149). Biz ¢alismamizda
mide ve kolerektal kanserlerde p16 540C>G ve 580C—>T polimorfizmlerinin hastaligin
riski, klinik ve patolojik parametreler ile iliskisi olup olmadigin1 degerlendirmeyi

amacladik.

pl6 genine ait mutasyonlar1 analiz etmek ve bu mutasyonlart cesitli tiimor
vakalarindaki risk faktorii olup, olmadigini belirlemek amaciyla g¢esitli cografi
bolgelerdeki popiilasyonlarda birgok ¢alisma yapilmistir (150). Isve¢ popiilasyonunda
primer melanom vakalarinda yapilan c¢alismadaki 540C—>G  polimorfizminin

popiilasyondaki  heterozigot sikligt %29, yine aym polimorfizmin benzer
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popiilasyonlardaki heterozigot siklik degerinin %22 oldugu bildirilmistir. Isveg
popiilasyonundaki 580C—>T polimorfizmine ait hetrozigotluk sikligi %26 olarak
bildirilmis olup, aynmi degerin Avusturalya’da yapilmis bir aile g¢aligmasinda da
gozlendigi bildirilmistir (151,152). Biz ¢alismamizda p16 540C—>G polimorfizmine ait
heterozigot GC genotipini %48, homozigot CC genotipini %34,7 ve GG genotipini ise
%17,3 olarak bulduk. P16 580C—>T polimorfizmine ait CT genotipinin frekans1 %24
olup Isvec ve Avusturalya popiilasyonlarinda gdzlenen degerle uyumlu
bulunmustur.isve¢’ de primer melanomlu hastalarda yapilan bir calismada vakalarin %
26’sinda pl6 gen bolgesinde 580 C—> T donisiimii tespit edilmis ve bu polimorfik
yapinin heterozigotluk degeri 0.26 olarak bulunmustur (151).

Chen ve arkadaglari, C540G ve C580T genotiplerini pankreas kanserli
hastalarda hastaligin riski agisindan arastirdiklarinda istatistiksel anlamlilig1 olan bir
fark saptamamuglardir (153). Ayni sekilde Zheng ve arkadaslari bas ve boyun, skuamoz
hiicre kanser riski ile s6z konusu polimorfizmler arasinda bir iliski saptamadiklarini
bildirmiglerdir (154). Calismamizda mide kanserli hastalarda pl16’nin 540C>G
polimorfizmine ait gerek CC genotipi gerekse de C allel frekansi kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulunmustur (sirasiyla p<0,001; p<0,001).
Calismamizda kolorektal kanserli hastalarda da yine CC genotipi ve C allel frekansinin
kontrol grubuna gore ¢ok ileri diizeyde anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmis olup,
pl6 540C—>G heterozigot genotipi tasimanin kolorektal kanserli hastalarda kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamli olarak diisiik olmasi(p=0,027) bu genotipin koruyucu
Ozelligi tasiyabilecegi kanisim1  uyandirmistir. pl6é 580C—>T gen polimorfizmi
sonuclarimiz mide kanserli ve kontrol grubu arasinda hastalik riski agisindan
degerlendirildiginde, hasta ve kontrol grubu arasinda gerek genotip dagilimi gerekse de
allel frekanslari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir veri saptanmamugtir. Bu durum
kolorektal kanserli hastalar ile kontrol grubu analiz edildiginde de esdeger sonugalara
ulagilmigtir. Litaratiirde gerek pl6 580C>T gerekse 540C>G gen polimorfizmleri
iligkili olabilecegi diisiiniilen diger genlerdeki polimorfizmler ile birlikte ¢alisilmistir.
Buna gore Chen ve arkadaglarimin, pankreas kanserli 148 Kafkas hasta tizerinde
yaptiklar1 ¢alismada pl6 bolgesindeki CS580T polimorfizminin  Aurota T91A
polimorfizmi ile sinerjik olarak bir araya geldiginde, pankreas kanserinin diyagnozu
acisindan yasa baglh riskte dnemli bir etkisi oldugu, dogal tipe gore pankreas kanseri

riskini 3.88 kat arttirdig1 rapor edilmistir (153).
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Calismamizda pl6 540C>G ve 580C—>T polimorfizmleri bir arada
incelendiginde mide (%54,3) ve kolorektal kanserli (%49.,4) hastalarda CCCC kombine
genotipinin diger kombine genotiplere oranla en yiiksek frekansi gosterdigi ve
degerlerin kontrol grubundaki degerle (%22,7) karsilastirilmasi sonrasinda farkin her iki
hasta grubu iginde ¢ok ileri diizeyde anlamli oldugu saptanmistir (sirasiyla p<0,001;
p<0,001). S6z konusu iki gen polimorfizminin kombine genotip analizi sonrasinda
kontrol grubunda en yiiksek frekansta bulunan GCCC (%38,7) kombine genotipinin
kolorektal kanserli hastalarda (%23) istatistiksel anlamli olarak daha diisiik (p=0,030)
oldugu mide kanserli grupta (%28,6) ise yine bu degerden diisiik gozlenip aradaki farkin

ise istatistiksel anlamliliga ulasmadig1 saptanmustir.

Kolorektal kanserli hastalarda CDKN2A pl16 540C—=>G gen polimorfizmine ait
G veya C alleli tasima durumlar1 analiz edildiginde cins, sigara kullanimi, ailede kanser
hikayesi varligi, timor bulytkligi evresi, , uzak metastaz varligi, anjiyolenfatik
invazyon ve perinoral invazyon parametreleri ile aralarinda istatistiksel anlamli bir
farklilik saptanmamistir.Calismamiza dahil olan mide kanserli hastalarda p16 540C>G
ve 580C—>T polimorfizmlerine ait gerek genotip dagilimlari gerekse allel tasima
frekanslar1 incelendiginde hastalarin klinik ya da patolojik her hangi bir parametresi ile

iliskili olmadig1 saptanmustir.

Sauroja ve arkadaslar1 ise sporadik melanomlu 102 hasta {izerinde yaptiklar
calismada p16’nin C540G ve C580T polimorfizmlerinin timor agresiflii ve metastaza
daha kisa siirede gegisle baglantili oldugunu bildirmislerdir (155).Bizim ¢alismamizda
kolorektal kanserli hastalarda p16 540C—>G gen polimorfizmi ile hastalarda homozigot
genotipleri tagima frekansinin, lenf nod metastaz1 varlig1 olan hastalarda (%79,5) aym
genotipi tasiyan ancak lenf nod metastaz varligi olmayan hastalara (%58,1) gore daha
yiiksek oldugu saptanmig olup aradaki fark istatististiksel olarak da anlamli bulunmustur
(p=0,03) Calismamizda 580C—>T polimorfizm sonuclarinin kolerektal kanserli
hastalarda lenf nod tutulumu agisindan degerlendirilmesi sonrasinda 44 hastadan 4’iiniin
(% 9.1) TT genotipi tasirken, lenf nod metastazi negatif hi¢cbir hastanin bu genotipi

tasimamasi da ilgi ¢ekici bir diger bulgumuzdur.

CDKN2A’nin kodladig: iki transkriptten biri olan pl6 pRB tiimor baskilayici
genini inaktive eden hiicre sikliisii aktivatorleri CDK4 ve CDK6’nin bir inhibitorii iken,

pl4 tp53’iin degredasyonundan sorumlu olan MDM2’yi inaktive etmektedir (156,157).
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MDM?2, p53 proteinin 6nemli bir diizenleyicisidir (158,159). MDM2 SNP309 G
allelinin frekans1 Afrika-Amerika’lilarda yaklasik %10, beyaz irkta %40, Asya
toplumunda ise %50 oldugu bildirilmistir (160). Calismamizda MDM2 SNP309 G allel
frekanst saglikli kontrollerde 9%55,3 olarak saptanmis olup, Asya toplumu ile benzerlik
gosterdigi gozlemlenmistir. MDM?2 gen bolgesi lizerinde hem promoter bolgede hem de
promoter dis1 bolgelerde SNP309 gibi diger bagska polimorfizmler de rapor edilmistir.
Kafkaslar, Afrikali Amerikanlar ve Askenazi Yahudilerinde SNP 309T allelindeki
cesitliligin G alleline gore daha fazla oldugu rapor edilmistir (161).

Knappskog ve arkadaglart SNP 309G allelinin, SNP309 T alleline kiyasla Spl
transkripsiyon faktoriine olan afinitesi daha fazla (baglanma giiciinde % 22 artis)
oldugunu rapor etmislerdir Calisma bununla birlikte ayn1 gen bdlgesindeki baska bir
polimorfizm olan SNP285C ise Spl transkripsiyon faktoriinin MDM2 promoterina
baglanma afinitesini diislirdiiglinii de gostermektedir. (baglanma giiciinde % 51 diisiis)

(162). Ayn1 bulgulara Bond ve arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢alisma ile ulagsmiglardir (163).

MDM2 SNP 309’nin kanser riski lizerindeki etkilerini analiz eden bir¢ok
calisma yapilmistir. Buna gore 309. Niikleotiddeki T-G doniigiimiiniin (SNP 309), Spl
transkripsiyonel aktivatoriiniin spesifik baglanma afinitesini arttirmasit nedeniyle
MDM2 mRNA/protein seviyelerini arttirdigr ileri siirtilmiistir (163). Hong ve
arkadaslar1 2005 yilinda MDM2 GG genotipinin, GT veya TT genotiplerine kiyasla

6zofagus skuamoz hiicre kanseri riski ile iligkili oldugunu gézlemlemistir (164).

Xu ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 c¢aligmada, prostat kanserli hastalar ve
kontrol grubu arasinda GG/GT’ye karsilik TT genotipi arasinda 6nemli bir farklilik
oldugunu bildirmiglerdir (165). Bu ¢alismanin bulgular1 Stoehr ve arkadaslarinin
calismasi ile paraleldir. S6z konusu ¢alismada Stoehr ve arkadaslart MDM2 SNP 309
polimorfizmine ait TT ve GG/Gt genotiplerini karsilastirdiklarinda, bu polimorfizmle

prostat kanseri riski arasinda anlamli bir iliski bulmamislardir (166).

SNP 309 lokusunu iceren MDM2 promoter bolgesinin ve SNP 309’a ait G
allelinin niikleer hormon reseptorlerinin iyi karakterize edilmis bir ko-transkripsiyonel
aktivatorii olan Spl’in afinitesini degistirdigi gosterilmistir (163, 167). Daha 6nceki
calismalarda, difiize biiyiik B hiicresi lenfoma, yumusak doku sarkomu, invazif duktal
meme karsinomu ve koloerektal kanser goriilen hastalarda MDM2 SNP309’un tiimor

olusumunu hizlandirdigin1 desteklemektedir (168,169).
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Yakinlarda yapilan ¢alismalarda Avrupa, Kuzey Amerika ve iki Asya
popiilasyonunda MDM2 SNP 309 ve akciger kanseri riski arasinda bir iliski
bulunmanustir. Ancak Cin’de, Norveg’de ve Amerika’daki Ispanyol olmayan beyazlar
arasinda GG genotipinin riski arttirdig1 rapor edilmistir. Baz1 vakalarda MDM?2 SNP309
ve kansere yatkinlik arasinda bir iliski olmadiginda bile, gruplar alt katmanlarina
ayrildiginda baz iliskiler saptanmistir. Ornegin, yalnizca adenokarsinomda GG genotipi
ile artan bir risk saptanmis, ancak ayni durum kiiciik hiicreli, skuamoz hiicre veya biiyiik
hiicreli akciger kanserlerinde veya tiim akciger kanseri alt tiirleri gruplandiginda sz
konusu olmamistir (170, 171,172,173,174). Yedi g¢aligmanin incelendigi bir meta-
analizde, GG genotipi kiigiik ancak ©nemli Olc¢iide artan bir kanser riske isaret
etmektedir(175). Polimorfizmin p53 yolag: iizerindeki MDM?2 inhibitdr etkisini arttirma
kapasitesi nedeniyle, arastirmacilar GG genotipinin ayn1 zamanda akciger kanserindeki
prognozu da negatif yonde etkileyecegini Ongdrmiislerdir. Gilinlimiize kadar, GG
genotipinin diisiik seviyede p53 ekspresyonu ve diisiik stirvi ile iliskisini gosteren iki

calisma bulunmaktadir (176, 177).

Calismamizda mide kanserli hastalarda MDM2 SNP309 genotip dagilimi ve
allel frekanslar1 hastaligin riski ile iligkili bulunmamistir. Buna kars1 kolorektal kanserli
hastalarimizda GT genotipiine sahip olma frekansi (%65,5) kontrol grubuna gore
(%49,3) istatistiksel anlamli yiliksek bulunmustur. Allel frekanslar1 agisindan kolorektal
kanserli hastalar incelendiginde kolorektal kanserli hastalarda T allel tasima frekansi
kontrol grubuna gore daha yiiksek olup fark istatistiksel olarak anlamliydi. Litaratiirde
her ne kadar G alleli veya GG genotipi tagimaninin kanser riski ile oldukega iligkili
oldugu pek ¢ok calismada bildirilmis olsa da yapilan bazi ¢aligmalarda bunun tersi

sonuglarda yer almaktadir.

Chua ve arkadaglari, MDM2 SNP309 TT genotipinin Cin popiilasyonunda hig
sigara igmemis kadinlardaki akciger kanseri riski ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.Bu
calisma, risk faktorlerinin sigara igmeden bagimsiz olarak degerlendirilebildigi sigara
icmeyen kadinlar arasinda yapilmis tek caligmadir (178). MDM2 TT genotipinin riski
arttirtyor olmasi, daha once bir¢cok c¢alismada risk artisinin GG genotipi ile iliskili
bulunmus olmasi ve bu genotipin MDM2 RNA ve protein seviyeleri ve sonug olarak
p53 inhibisyonu iizerindeki etkileri degerlendirildiginde beklenmeyen bir sonugtur

(163).Yakin zamanlarda Cin’deki meme kanseri Ornekleri iizerinde yapilan ¢aligmalar
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da TT genotipini kanser riskinin artmasi ile iligkili bulmustur (179) ve GG genotipinin
l6semi riskini diisiirdiiglinii gostermistir (180). Ayrica, bagka bir calisma da Cin
popiilasyonunda TT genotipi ile akciger kanseri riski artis1 arasinda bir iliskiye isaret
etmistir (181). Bu nedenle G veya T allellerinin kanser riski artisiyla veya baslangi¢
yastyla olan iligjisinin etnik yap1 ve ¢evresel faktorlerden etkilenmesi de olasidir. Bu
bulgularin genisletilmesi i¢in daha bagka c¢alismalar yapilmasi gerekmektedir. TT
genotipinin kanser riskine nasil yol agtigi heniiz net olarak anlasilmamistir, ancak
MDM2’nin tiimorijenezdeki roliiniin cinsiyete bagli olarak ve sigara igenlerle sigara
icmeyenler arasinda gesitlilik gosterdigi gosterilmistir. Bu nedenle MDM2’nin akciger
kanseri riskini modiile etme mekanizmasi popiilasyonlar arasinda degiskenlik
gosterebilir. Hormonlarin karsinojenezdeki rolii, kompleks ancak onemli bir yolak

olarak dikkati ¢ekmektedir (178).

SNP 309°daki G alleli, MDM2 promoter bdlgesinin, dstrojen reseptoriiniin ko-
transkripsiyonel aktivatorii olan Spl afinitesini arttirmaktadir ve MDM2

ekspresyonunun artmasi ile iliskilidir.

Bond ve arkadaglart MDM2 polimorfizminin (GG) cinsiyete 6zgli oldugunu ve
aktif Ostrojen sinyal yolagi olan kadinlarda arttigint bildirmistir (168). Bu nedenle, TT
genotipinin diisik MDM2 seviyeleriyle iligkili oldugunu séylemek olasidir. Ancak,
MDM2’nin ayn1 zamanda ER ekspresyonunu negatif yonde etkiledigi de rapor
edilmistir (183). Bu baglamda, TT bireylerde diisik MDM2 seviyelerininin ER
ekspresyonunun artmasina neden olmasi ve daha detayl ¢alisilmasi gereken bir hipotez

olsa da kanser riskini arttirmasi olasidir.

Ostrojen reseptdrlerinin akciger kanserlerinde, &zellikle adenokarsinomlarda
ekspres edildigi ve bu hiicrelerin Ostrojene birer cevap olduklari goéz Oniinde
bulundurulacak olursa, hormonal yolaklarin MDM2’nin akciger kanseri riskini
etkiledigi alternatif bir mekanizmay1 ortaya ¢ikarmak miimkiindiir. Alternatif olarak
diger MDM2’ye bagl yolaklarin da TT genotipli bireylerde modifiye olmus
olabilmekte ve sonu¢ olarak kanere yatkinlifa yol agabilmektedir. Bu baglamda,
spesifik sinyal yolaklarinin MDM2 SNP’leri ile iligkisini degerlendiren caligsmalar
bulunmamaktadir (183,184).

MDM2 SNP309 TT genotipinin sigara igmeyen Cinli kadinlarda akciger kanseri

icin bir risk faktorii oldugu one siiriilmektedir. Bu ¢alismada oldugu gibi G alleli ya da
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GG genotipi tasimanin kanser riski ile baglantili olma durumunun aksini savunan
caligmalar da MDM?2’nin sigara i¢imi gibi ¢evresel ya da hormonal pek ¢ok faktérden
etkilenebilecegi kendine 6zgili bir mekanizmasi olabilecegi hipotezi ortaya atilmaktadir

(178).

Calismamizda MDM2 SNP309 gen polimorfizmi gerek kolorektal gerek mide
kanserli hastalarda cinsiyet, sigara kullanimi, alkol tiiketimi, ailede kanser hikayesi gibi

parametrelerin hig biri ile iligkili bulunmamistir.

Shinohara ve arkadaslarinin mesane kanserli hastalar {izerinde yaptiklar
calismada, MDM2 T/G + G/G genotiplerinin mesanenin korunmasi agisindan olumlu
etkilerinin oldugu bildirilmistir (185). Daha onceki ¢alismalarda MDM2 SNP 309G
allelinin MDM2 mRNA seviyelerinde artisla iliskili oldugu gosterilmistir (163). Ko ve
arkadaslar1 MDM2 mRNA ekspresyonunun biiyiik hiicreli akciger kanserinin bir
prognostik faktorii oldugunu, bununla birlikte tiimor derecesi, asamasi, tiiri ve TNM

degerleri gibi klinik patolojik degerler ile baglantili olmadigini rapor etmislerdir (186).

MDM2 p53 yolaginin negative bir regiilatorii olarak bilinmekte olup MDM2’nin
asir1 ekspresyonu ya da amplifikasyonunun pek cok insan kanser tipinde siklikla
gozlendigi bilinir ayrica MDM2 nin aralarinda retinoblastoma, p73, p14, p19 gibi diger
bazi tumor supressorlerle de iligkili oldugu pek c¢ok calismada One striilmistiir.
Calismamizda ilk defa MDM2 SNP 309 ve pl6 540C->G ile pl6 580 C>T gen
polimorfizmleri mide ve kolorektal kanserli hastalarda hastalifin riski ve prognostik
parametreleri de géz Online alinarak bir arada incelenmistir. Calismamizin sonuglarina
gore MDM2 SNP309 ve pl16 540C—>G kombine analizinde GTCC kombine genotipinin
mide ve kolorektal kanserli hastalarda diger combine genotiplere gore en yliksek
frekans1 gosterdigi ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu degerin istatistiksel
anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptanmigtir. MDM2 SNP309 ve pl6 580C>T
kombine genotip analiz sonucunda mide ve kolorektal kanserli hastalarda hastaligin

riski ile genotip kombinasyonlar1 arasinda herhangi bir anlaml veriye rastlanmamustir.
Sonug olarak;

1- Tirk toplumunda pl6 540C—>G genotip dagilimi GG: %17,3 GC:%48
CC:%34,7 ve C allel frekans1 %58,7, G allel frekansi ise %41,3 olarak saptanmustir.
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2- Tirk toplumunda p16 S80C—>T genotip dagilimi TT: %4 CT: %24 CC:%72

ve T allel frekans1 %16, C allel frekansi ise %84 olarak saptanmistir.

3- Tiirk toplumunda MDM2 SNP 309 genotip dagilimi TT: %20 Gt:%49,3
GG:%30,7 ve T allel frekans1 %44,7, G allel frekansi ise %55,3 olarak saptanmustir.

4- pl6 540C>G CCgenotipi ve C allel frekansi mide ve kolorektal kanserli
hastalarda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
Heterozigot olarak 540C—>G genotipini tasima durumu kolorektal kanserli hastalarda

kontrol grubuna gore diisiik olarak saptanmustir.

5-pl6 580C>T gen polimorfizmi agisindan mide ve kolorektal kanserli hastalar

ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.

6- MDM2 SNP309 gen polimorfizmi hastaligin riski, klinik ve patolojik
parametreleri agisindan incelendiginde gerek mide gerek kolorektal kanserli hastalarda

kontrol grubuna gore istatstiksel agidan bir anlamlilik gostermemistir.

7- pl6 540C>G gen polimorfizmi kolorektal kanserli hastalarda lenf nod
metastaz varlig1 acisindan ele alindiginda homozigot genotip tasimanin lenf nod pozitif
hastalarda negative olan hastalara gore daha yiiksek olmasi istatistiksel acidan da

anlamli bulunmustur.

8- Yapilan kombine genotip analizleri sonrasinda pl6é 540C>G ve pl6
580C->T kombine genotiplerinden CCCC kolorektal ve mide kanserli hasta gruplarinda
diger tiim kombinasyonlara gore daha yiiksek frekansta olup, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda fark istatistiksel ileri diizeyde anlamli bulundu. Ayrica kontrol
grubunda en yiiksek frekansta olan GCCC kombine genotipi de kolorektal kanserli

hastalarda istatistiksel anlamli olarak diislik saptanmistir.

9- MDM2 SNP309 ve pl6 540C->G kombine genotip analizinde kolorektal
kanserli hastalarda GTCC frekansinin kontrol grubuna gore yiiksek olmasi istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli bulunurken, MDM2 SNP309 ve pl6 580C—>T
kombinasyonun da gerek mide gerek kolorektal kanserli hastalarda kayda deger bir

anlamlilik saptanmamugtir.

Calismamiz  pl6 540C>G, 580C>T ve MDM2 SNP309 gen

polimorfizmlerinin mid eve kolorektal kanserli hastlarda bir arada incelendigi orjinal bir
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calisgmadir. Calismamizin pl6 ve MDM?2 genleri arasindaki olasi1 etkilesimlere 1s1k

tutacak caligmalara destek verecegi kanisindayiz.
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