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OZET

Kolorektal kanser (KRK) dunya capinda dglncu en sik gorulen
kanserdir ve kanser Olumli nedenler arasinda dordincu siradadir. KRK
endojen faktorlere maruz kalma ile kisiye ait genetik altyapinin kompleks
olarak etkilesimi sonucunda riski degisen multifaktériyel bir hastalik olarak
dusunulmektedir. Glutatyon S-transferazlar KRK igin yatkinlik olusturan
genler gibi davranmaktadir ve direkt olarak glutatyon ile kemoteropatikler,
cevresel kirletici maddeler ve genis spektrumlu ksenobiyotikler arasindaki
konjugasyonda gereklidirler.

Bu calismaya 116 kolorektal kanser tanili hasta ve 128 kontrol dahil
edildi. GSTT1 ve M1 gen polimofizmini belirlemede Multiplex PCR
(Polymerase Chain Reaction) kullanildi, GSTP1 (llel05Val) gen polimorfizmi
PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism) kullanilarak ¢ahsildi.
istatistiksel analizde p< 0,05 degeri anlamli kabul edildi.

Cahgsmamizda KRK vyatkinhgi ve GSTT1 ve M1 delesyon
polimorfizimleri arasinda iligki saptanmazken, GSTP1 (llel05Val) gen
polimorfizmi lle/lle genotipini hasta grubunda anlamli olarak yuksek saptadik.
Ayrica kolorektal kanser hastalarinin klinikopatolojik 6zellikleri ile GSTT1, M1
ve P1 gen polimorfizimleri arasinda iliski saptamadik. GSTT1 null, GSTM1
pozitif ikili kombine genotipi ve GSTT1 null, GSTM1 pozitif, GSTP1 lle/lle
ucli kombine genotipini hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli ylUksek
saptadik.

Sonuglarimiz  GSTT1, M1 gen polimorfizimleri ile KRK ve
klinikopatolojik 6zellikleri ile arasinda bir iligki olmadigini gostermigtir. GSTP1
lle/lle genotipi ile KRK yatkinligi arasinda ise anlamli iligki saptanmistir.
Gelecekte daha buyuk hasta gruplan Uzerinde yapilacak cgalismalar KRK
hastalarinda GST gen polimorfizimleri ve klinikopatolojik iligkilerin ortaya

konulmasinda daha saglikli verilerin elde edilmesini saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser, GSTM1, GSTT1, GSTP1



SUMMARY

Investigation of GSTM1, GSTT1, GSTP1 Gene Polymorphisims in
Colorectal Cancer Patients

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide
and it is the forth common cause of cancer related deaths. CRC is
concidered to be a multifactorial disease whose risk varies due to the
complex interaction between individual genetic basis and disposure to
endogenous factors. Glutathione S-transferases act like predisposing genes
for  CRC and they are required for the conjugation between
chemotherapeutics, enviromental pollutant and broad spectrum xenobiotics.

In this study 116 patients with CRC and 128 control subjects were
enrolled in this study. Multiplex PCR (Polymerase Chain Reaction) was
applied in order to determine the polymorphisms for GSTT1 and M1 genes
and PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism) was applied for
GSTP1 (llel05Val) gene polymorphism. Values p< 0,05 were accepted to be
statistically significant.

We detected statistically significantly high lle/lle genotype of GSTP1
gene polymorphism in CRC patients while we could not find relationship
between predisposition for CRC and GSTT1 and M1 deletion polymorphisms.
Besides we could not screen relationship between GSTT1, M1 and P1 gene
polymorphisms and clinicopathological features of CRC. The combination of
GSTT1 null, GSTM1 present genotype and combination of GSTT1 null,
GSTM1 present, GSTPL1 lle/lle genotype were statistically significantly higher
in patients’ group.

Our results revealed that there is no relationship between CRC and
its clinicopathologic features and GSTT1, M1 gene polymorphisms. However
there was a significant correlation between CRC and GSTPL1 lle/lle genotype.

Further studies with larger patient groups are required in order to exhibit the



relationships between GST gene polymorphisms and clinicopathologic
features of CRC.

Key Words: Colorectal cancer, GSTM1, GSTT1, GSTP1



GiRiS

Kanser dunya capinda onemli bir saglik sorunu haline gelmistir ve
son 20 yil iginde gelismis Ulkelerde mortalite nedenleri arasinda ikinci siraya
yukselmistir. Globocan verilerine goére 2012 yilinda dunyada toplam 14,1
milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon kansere bagli 6lim
bildiriimigtir. DUnya’da en ¢ok tani konulan kanserler sirasiyla akciger (%13),
meme (%11,9) ve kolon (%9,7) iken kanserden olumlerin ise en ¢ok akciger
(%19,4), karaciger (%9,1) ve mideden (%8,8) gerceklestigi belirtilmigtir. Bu
sekilde kanser artis hizinin devam etmesi durumunda 2025 yilinda toplam
19,3 milyon yeni kanser vakasi olacagi belirtilmistir. Gerek kanser vakalarinin
(%56,8) gerekse kanserden kaynaklanan olumlerin (%64,9) yarisindan
fazlasinin az gelismis ulkelerde oldugu gosterilmistir. Kolorektal kanserler
(KRK) gastrointesinal sistemin en c¢ok rastlanan kanseridir. Erkeklerde
prostat ve akciger kanserinden sonra Uuguncu siklikta, kadinlarda meme
kanserinden sonra ikinci siklikta gorulmektedir. Her yil yaklasik olarak
kolorektal kanser (KRK) nedeniyle 694.000 insan dlmektedir (1,2).

Yas sporadik KRK’in en blyuk risk faktoérlerinden birisidir. Kolon
kanseri tanisi 40 yasindan genc bireylerde nadir konulan bir tanidir. insidans
40 — 50 yaslar arasinda hizla ylUkselir ve ilerleyen her dekatta insidans artigi
devam eder. Vakalarin %901 50 yasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir.
Ortalama risk grubundaki bireyler i¢cin yasam boyu kolon kanseri gelisme riski
yaklasik %5 civarindadir. Erkeklerde gorulme sikhgr kadinlara goére %25
daha yuksektir. Risk orani kalitsal sendromlar s6z konusu oldugunda
yukselmektedir (3,4). Herediter KRK’ler tum olgularin %5%’ini olusturmaktadir.
KRK’lerin tamamina yakini adenomlardan kaynaklanmaktadir (5).

Cevresel ve genetik faktorler KRK’nin gelisme olasiligini
artirmaktadir (6). Genetik yatkinligi olanlarda cevresel faktorlerin etkisi ile
kanser gelisme riskinin arttig1 ortaya konmustur (7). Normal hicrelerin kanser
hicrelerine ddénismesi genomun hasara ugramasina neden olan birgok

mutasyonu gerektirmektedir. Genomdaki bu hasar, DNA replikasyonunda



meydana gelen hatalarin sonucu olabilecegi gibi, metabolizma sirasinda
meydana gelen serbest radikallerin bazi DNA bazlarina saldirmasi gibi
nedenlerden de kaynaklanabilmektedir. DNA hasari, ionize radyasyon, UV
radyasyon ve kimyasal karsinojen gibi ajanlarin etkilesimi ile de
gerceklesebilmektedir (8).

Genomda ¢ogunlugu tek nikleotit dizeyinde olmak Uzere (insanda
on milyon kadar), ikili, Gglu nikleotit tekrar sayilarinda degisiklikler ve daha
az kromozom dizeyinde bazi yapisal dizenlemeler seklinde genetik
polimorfizmler vardir. Tek nukleotit degigsimlerini (varyasyon; polimorfizm)
iceren genler, toplumda %1’den daha fazla siklikta bulunan allel genler
olarak tanimlanir. insan genom dizilim calismalari her insan genomunda
DNA'nin %99,9 benzerlik gosterdigini kanitlamistir. Geriye kalan %0,1’lik
fark, bireysel genotip ve fenotipik degisikliklerin sorumlusudur. Tek nukleotit
degisimleri insan genomunda en ¢ok bulunan (ortalama her 1000 nukleotitte
bir) DNA dizi degisimleridir. Diger genetik polimorfizm tipleri; degisik
uzunlukta ikili ya da Uc¢li nukleotit tekrarlari ve DNA’da eksilme ya da
artmalari icerir (9).

Glutatyon S-transferazlar (GST) faz 1l metabolik enzimlerin super
familyasini temsil eder ve glutatyon ile kemoteropatik ilaglar, karsinojenler,
cevresel Kkirletici maddeler ve ksenobiyotiklerin genis spektrumu arasindaki
konjugasyonu katalize ederler. GST izoenzimleri farkli gelisimsel orjinleri olan
uc ayri gen (sitozolik, mikrozomal ve mitokondrial transferazlar) ailesi
tarafindan kodlanmistir ve bu da ¢evrede memeli turd icin elektrofillere ve
oksidatif strese kargi koruma saglar. Bu genlerdeki polimorfizimler gogunlukla
enzimatik aktivitenin azalmasina yol agar. Ornedin GSTAL genindeki C69T
homozigot polimorfizmi wild tip homozigotla karsilastirildiginda azalmis
enzimatik aktiviteye sahipti. Ayni  zamanda GSTP1’in fonksiyonel
polimorfizmi (rs1695, Ilel05Val) dusuk enzim aktivitesi ile sonuglanir.
Enzimatik aktivitesi olmayan GSTM1 geni null genotipi beyaz irkin %40-
60'inda rapor edilmistr ve GSTT1 null genotip frekansi beyaz irk
populasyonunda %10-20°dir. Sporadik KRK diyet veya yasam tarzi gibi belli

cevresel faktorler ile genetik altyapi arasindaki etkilesimden kaynaklanan



multifaktoriyel bir hastaliktir . Fakat sporadik KRK’deki genetik altyapinin tam
roli belirsiz kalmistir. Glutatyon ve kemoteropatikler, c¢evresel kirletici
maddeler ve ksenobiyotiklerin genis spektrumu arasindaki konjugasyonda
direkt olarak rol aldiklarindan dolay! Glutatyon S-transferazlar KRK igin ilgi
cekici yatkinlik olusturucu genlerdir. GST geninin genotip frekanslarinda
jeografik ve etnik varyasyanlar mevcuttur ve KRK ile GST genetik
polimorfiziminin iligkisi c¢esitli etnik popullasyonlarda genis bir sekilde
arastinlmigtir  fakat sonuglar tutarsizdir  (10). Biz burada Turk
populasyonunda KRK’ye olan yatkinlikta GST genetik polimorfizminin etkisi
az bilindigi icin hem tek basina hem de kombine olarak GST gen polimorfizmi

ile KRK yatkinhgi arasindaki iligkiyi belirlemeyi amacladik.

Kolorektal Kanser Epidemiyoloji

Kolorektal kanser, gastrointestinal sistemin en sik goérulen kanseridir.
KRK, tim kansere bagl olumler arasinda akciger kanserinden sonra ikinci
sirada yer alir ve 5 yillik sag kahm orani yaklasik %55'tir. Her yil Amerika
Birlesik Devletlerinde (ABD) yaklasik olarak 146.970 yeni KRK vakasi ortaya
cikmaktadir. Bunlarin ortalama 106.100°G kolon kanseri, 40.870’i rektal
kanserdir (11). TC Saglk Bakanhdi Kanserle Savas Daire Bagkanligrnin
(TCKSDB) 2009 yih istatistik sonuglarina gore KRK, yasa standardize hiz
dagihmi bakimindan erkeklerde akciger, prostat ve mesane kanserinden
sonra dorduncu sirada, kadinlarda meme ve tiroid kanserinden sonra tuguncu
sirada gorulmektedir (12).

Sporadik KRK’lerin buyudk ¢ogunlugu 6. dekatta gelismektedir. Bir
polibin olusup kansere ilerlemesi igin gegen sure yaklasik olarak 10 yil kabul
edilmektedir. YUksek riskli gruplarda bu sure ¢ok daha kisa olabilir. Bu
nedenle genelde 50 yas ve uzeri bireyler orta risk grubu olarak
degerlendirilirler. Kolorektal kanserlerin 45 yas alti gibi daha erken yaslarda
ortaya ¢ikigl ise daha nadir bir durum olup, tim kolon kanserlerinin yaklasik

%2-8’ini olusturmaktadir. Vakalarin %90’1 50 yasindan sonra gorulmektedir



(4,13,14). Yas gruplari ve cinsiyete gore kolorektal kanser insidansi ve
mortalitesi asagidaki tabloda verilmistir (15) (Tablo-1,2).

Tablo-1: Yasa standardize SEER (Surveillance Epidemiology and End
Results) kolorektal kanser insidans oranlari* (15).

Tani Anindaki Yas Her iki Cinsiyet Erkek Kadin

Tdm yaslar 45 52,2 39,3
65 Yas alt 18,2 20,7 15,9

65 Yas ve Uzeri 230,4 270 200,9

Tim Irklar, 2006-2010, *YUlzbinde.

Tablo-2: Yasa standardize Amerika Birlesik Devletleri kolorektal kanser

mortalite oranlari* (15).

Oliim Anindaki Yas1  Her iki Cinsiyet Erkek Kadin
Tdm Yasglar 16,4 19,6 13,9
65 Yas Alti 4.9 5,8 4,1
65 Yas ve Uzeri 95,5 115,2 81,3

Tim Irklar, 2006-2010, *YUlzbinde.

Dunya genelinde, KRK’lerin %85'’i sporadik, yaklasik %15’i aileseldir.
(16) (Sekil-1).
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Sekil-1: Sporadik ve ailesel kolorektal kanser insidanslari. FAP: Familyal
adenomatozis polipozis, HNPCC:Herediter nonpolipozis kolorektal kanser,
JP:Familyal Juvenil polipozis, PJ: Peutz-Jeghers sendromu (16).

Kolorektal Kanserde Etiyolojik Faktorler

KRK etiyolojisinde temel mekanizma kolonik mukoza epitel
hicrelerindeki genetik degisimdir (17). Buna eklenen ve kolorektal
karsinogenezi baslatan belli basli epidemiyolojik ve c¢evresel faktorler
mevcuttur (18).

Cevresel Faktorler

Kolorektal kanser etyolojisinde glinimuze kadar saptanan en énemli
ekzojen risk faktora diettir. Diette kirmizi et tiketiminin fazla olmasi, asir
yagl diet, fibrin igceren gidalarin yetersiz tiketimi, gunluk 30 gr'dan fazla alkol
tuketimi, obezite Ozellikle de abdominal obezite kolorektal kanser riskini
arttiran faktorler arasindadir. Sigara, kolorektal kanser igin prekursér oldugu
kabul edilen buyuk adenomlarla iligkilidir. Amerika’da her 5 kolorektal
kanserden biri sigaraya baghdir (19,20). KRK etiyolojisinde etkili olan

cevresel faktorler Tablo-3’te 6zetlenmistir (21).



Tablo-3: Kolorektal kanser etiyolojisinde etkili olan gevresel faktorler (21)

Muhtemel iligkili faktorler Muhtemel koruyucu faktorler
Yiksek yag ve dusik lif tuketimi Yuksek lif tiketimi
Bira tuketimi Aspirin, NSAl ilaglar ve kalsiyum

Diyette selenyum duzeyinin duslik Yesil yaprakl sebze ile beslenme
olmasi

Cevresel karsinojenler ve Siklooksijenaz-2(COX-2) inhibitorleri

mutajenler

Fecapenteanes Azalmis vicut kitle indeksi

(kolonik  bakterilerden)

Heterosiklik aminler Hormon replasmani (Gstrojen
tedavisi)

Genetik Faktorler

KRK’lerin buylk ¢ogunlugunun oncu lezyonu olan adenomatdz
poliplerden kansere dogru uzanan sureci igerir. Bu slre¢ kalitsal veya edinsel
olsun bir dizi genetik degisiklikle karakterizedir. Genel olarak kanser geligimi
tek bir mutasyonel sure¢ sonucunda olmamaktadir. Kanser gelisebilmesi igin;
baylime ve hicre siklusu dizenlenmesine katilan onkogenlerde aktive edici
mutasyonlar ile birlikte hicre siklusunda dizenleyici ve baskilayici etkileri
olan tumdr baskilayici genlerde fonksiyon kayiplarinin olmasi gereklidir.
Ardisik bir dizi genetik degisiklik ek hicresel degisiklik ile birlikte kanser
gelisimine neden olur (22).

Familyal Adenomatoz Polipozis (FAP)

Familyal adenomatdz polipozis yasamin ikinci dekatinda kolon ve
rektumda sayilari ylUzlerce veya binlerce olabilen ¢ok sayida polip ile
karakterize otozomal dominant (OD) gecis gosteren kalitsal bir hastaliktir.
Dogumdaki insidansi 1/8300‘dur ve her iki cinsiyette esit olarak goruliar. Cogu
hasta adenomlarin buyukligu ve sayisi artip rektal kanama ve anemi yapana
kadar veya kanser gelisene kadar asemptomatikdir. Genellikle poliplerin
gorulmesinden bir dekat sonra kanser gelisimi baslar. Konstipasyon, diyare,
abdominal agri, palpable abdominal kitle, kilo kaybi gibi nonspesifik
semptomlar gorulebilir. Kolorektal adenokarsinomlarin sadece %1’inden
sorumludur (16). FAP’ta gorilen genetik anormallik APC (Adenomatous

polyposis coli) gen mutasyonudur. FAP’lI hastalarin %75’inde APC mutasyon



testi pozitiftir. FAP’lI hastalarin ¢gogunda bilinen aile 6ykusu vardir. Ancak
hastalarin %25’inde baska bir aile ferdinde tutulum yoktur. Klinik olarak
hastalarda puberteden hemen sonra yuzlerce ya da binlerce adenomat6z
polip gelisir. Bu hastalarda yasam boyu KRK riski yuksek olup, bu risk 50
yasinda %100’e ulagir (23).

Attentie Familyal Adenomat6z Polipozis Sendromu (AFAP), FAP’In
daha az agresif varyantidir. Genellikle sag kolona lokalizedir, rektum
invazyonu nadirdir ve 10-100 arasi polip mevcuttur. Tani yasi polipler igin
ortalama 44, kanser icin ortalama 56’dir (24). Kolorektal karsinom gelisme
riski %50’den fazladir. FAP’tan farkh olarak 55 yas Uzerinde ortaya cikar.
APC gen mutasyonu FAP’In aksine sadece %30 hastada pozitiftir (23).

Gardner sendromu, FAP sendromunun kolon digi bulgularla giden
formudur. Epidermal kist, lipom, fibrom gibi cilt lezyonlari, retinal
pigmentasyonlar, osteomlar, desmoid tumorler, adrenal adenomlar gibi
benign lezyonlarin diginda ampuller karsinom (%5), tiroid kanserleri (%2) ve
mide kanseri (%1) gibi malign lezyonlarla birliktedir. FAP’l takip hastalar
izlemde bu timorler agisindan da takip edilmelidir.

Turcot sendromu otozomal resesif nadir bir hastaliktir. Hastalarda
30’lu yaslara kadar ortaya ¢ikan kolon kanseri ve beyin timdrleri mevcuttur.
Hastalarin 2/3’Unde APC gen mutasyonu gozlenmektedir. Hastalarin
1/3’4nde DNA onarim bélgelerinin (MLH1, MSH2 vb.) mutasyonu mevcuttur.
Beyinde APC gen mutasyonu ile seyreden medulloblastom ve MMR
(mismatch repair) gen mutasyonuyla seyreden glioblastoma multiforme
gozlenir. Yirmili yas kolon kanser olgularinda beyindeki kitleler bu nedenle
hemen metastaz kabul edilmemelidir (25).

FAP, AFAP, Gardner ve Turcot sendromlari kromozom 5q21
bolgesinde yerlesimli, tumor supressor bir gen olan APC genindeki germline
mutasyonlar sonucunda olusmaktadir (26). Ailesel sendroma sahip hastalar
APC geninin mutant bir kopyasini gegirirler; diger APC alelinde iglev kaybina
neden olan bir mutasyon gelistiginde mukoza epitel hucrelerinin buyumesi

normal olarak kontrol edilemez ve polip gelisir (27).



MUTYH (MutY homolog gen) iligkili Polipozis Sendromu

Ecoli mutY geninin mutasyonu durumunda oksidatif strese bagh
ortaya ¢clkan DNA hasarlari onarilamaz. Bazi mutiple kolorektal adenomiu
Kisilerde, mutY gen mutasyonu APC gen mutasyonuyla birliktelik
gOstermekte, FAP veya attenuated FAP sendromuyla klinik olarak karigabilen
tablolara neden olmaktadir. Otozomal resesif (OR) bir kalitimsal gegis
gOsteren MUTYH iligkili polipozis sendromu agirlikli olarak  proksimal
yerlesimli kolon timorleri ve Ust gastrointestinal sistem polipleri, osteomlar,
sebase bez tumorleri gibi kolon disi bulgularla seyreder ( 28).

Lynch Sendromu (Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser

Sendromu)

Tam KRK’lerin %3'Unu olusturmaktadir. Ailesel KRK’lerin en sik
gozlenen formudur. Dikkat ¢ceken fenotipik 6zelligi erken yasta kolon kanser
gelisimi, sag veya proksimal kolonda 100'e kadar polip icermesidir
(nonpolipozis olarak adlandinlir) (29). Ayrica endometriyum, over, mide, ince
bagirsak, hepatobiliyer sistem, idrar yolu, beyin ve cilt kanserleri i¢in bir risk
artisi ile karakterizedir. Hayat boyu KRK gelisim riski %52-80 (ortalama tani
yasl 44-61), endometrial kanser riski %25-60 (ortalama tani yasi 48-62),
mide kanser riski %6-13 (ortalama tani yasi 56), over kanser riski %4’tar
(ortalama tani yasi 42,5) (30). HNPCC olgularindaki adenomlar, sporadik
vakalara gore daha fazla villoz komponent igerir ve daha displastik olma
egilimindedir. Genel olarak evreye gore sagkalim oranlari sporadik KRK
vakalarina gore daha iyidir. HNPCC klasik olarak Modifiye Amsterdam
kriterleri ile tanimlanmistir. %80 penetransi olan OD bir hastaliktir (31). Lynch
sendromunda goérilen genetik sorun MMR (mismatch repair) gen
mutasyonuna bagli olarak gelisen mikrosatellit instabilite (MSI) artisidir.
Hastalarda gozlenen mutasyonlar MSH2 (%60), MLH1 (%30), MSH6 (%6) ve
PMS2 (%5) seklindedir. MSH6 mutasyonuna sahip olanlar digerlerine gore
daha ileri yaglarda kanser geligtirirler. Mutasyona bagh olarak; DNA
replikasyonu sirasinda ortaya ¢ikan hatalar onarilamaz. Bu Ozellikle
mikrosatellit sekanslarinda belirgindir (25). MSI, HNPCC olgularinin

%90’ Inda ve sporadik KRK vakalarinin %12-15'inde mevcuttur. %60 vakada



MLH1 ve MSH2 genlerinden birinde germline mutasyonlar saptanmistir.
Germline mutasyon saptanirsa diger aile Uyeleri bu mutasyon acgisindan
genetik olarak taranmalidir .

HNPCC tanisi igin 1990 yilinda alinan ve “Amsterdam kriterleri”
olarak gegen “international Collaborative Group on Hereditary Nonpolyposis
Colorectal Carcinoma” (ICG-HNPCC) kriterleri revize edilerek su sekilde
belirlenmigtir: Ailede, biri birinci derecede olmak Uzere U¢ ya da daha fazla
bireyde histopatolojik olarak tani almis KRK bulunmasi, KRK’in en az iki
jenerasyonda ortaya c¢ikmasi, en az bir vakanin 50 yas altinda tani almasi,
KRK’ye neden olabilecek FAP sendromlarinin olmamasi (30). Amsterdam
kriterlerine uyan ancak MSI saptanmayan ailelerde, kolorektal ve kolon digi
kanser gelisme olasihgi, saptanan ailelere gére daha dusuktir. HNPCC ise
aile temelli bir terimdir ve aile dykusu bilinmeden HNPCC tanisi sdylenemez.
Bu amacla kimlere MSI testinin yapiimasi gerektigini  belirleyebilmek
amaciyla yenilenmis Bethesta kriterleri geligtirilmistir.

Bethesda Kiriterleri;

50 yasindan daha geng tanisi konmus KRK,

Senkron, metakron kolorektal ya da diger HNPCC iligkili timorlerin
varhgi,

60 yasindan daha genc¢ bir bireyde ylksek derece mikrosatellit
instabilite (MSI-H) 6zelligi gosteren KRK varhgi; tumor infiltrasyonu gosteren
lenfosit varhigi, Crohn benzeri lenfositik reaksiyon, musindz/tash yuzik
morfolojisi veya meduller buyume paterni,

50 yasindan daha geng¢ birinci derece akrabasinda tanisi konmus
KRK veya HNPCC iligkili timor varhgi

Herhangi bir yasta birinci veya ikinci derece iki akrabasinda tanisi
konmus KRK veya HNPCC iligkili tamor varligi (32).

Muir-Torre sendromu

Muir-torre sendromu HNPCC varyanti olarak kabul edilmektedir (33).
Muir-Torre sendromu OD gegigli bir sendromdur. MSH2 ve MLH1 mutasyonu
g6rultr. Klinik olarak sebase cilt timorleri ile birlikte; kolon, endometrium,

genitouriner sistem, meme ve over kanserleri gorullr. Muir-Torre sendromlu



hastalarin yaklasik %3%’inde MSI yoktur. Bu hasta grubunda mutY gen
mutasyonu veya MLH1 gen hipermetilasyonu s6z konusu olabilir (25).

Hamartomato6z Polipozis Sendromlari

Peutz-Jeghers Sendromu intestinal polip ve agiz, eller, ayak
tabaninda mukokutan6z pigmente lekeler varhgi ile ilk kez 1921 yilinda Peutz
tarafindan tanimlanmistir. Lezyonun karakteristik o6zelligi kahverengiden
siyaha kadar degisen renkte dudaklarda, agiz ¢cevresinde ve oral mukozada
yerlesmis melanin pigmentasyonlaridir. Bu melanitik lekeler avug ici, ayak,
burun mukozasi, konjuktiva ve rektumda da olabilir. Polipler %55 ince
barsakta lokalizedir, ancak mide, duedonum (%30), kolon ve rektumda da
(%15) lokalize olabilirler. Polipler hamartomatoz poliplerdir. Nadirdir ve her iki
cinsiyette esit gorulir. Vakalarin gogu OD gecis gosterir. Vakalarin %30’u
yasamin ilk 10 yihnda, %50’si 20 yasinda bulgu verir. %22’sinde kanser
(%13 gastrointestinal veya pankreatik, %9u ekstraintestinal) gelisir.
Ekstraintestinal kanserler over, uterin, serviks, testis, meme, tiroid, pankreas
ve mesaneyi igerir (34). Klinik olarak tani alan hastalarin buyik kisminda,
kromozom 19p13.3 Uzerinde yer alan ve serin treonin kinaz (STK) proteinini
kodlayan timor stupresér STK11 geninde mutasyonlar tespit edilmistir (35).

Juvenil polipler seyrek olarak yerlesim gosteren dilate kistik glandlar
iceren lamina proprianin hamartomatéz proliferasyonlaridir. En sik bes yas
altindaki cocuklarda goralur. Fakat bu tip poliplere yetiskinlerde herhangi bir
yasta da rastlanabilir. Yetigkinlerde gortlenlere retansiyon polipleri adi verilir.
Cocuklarda lezyonlar genelde daha buyuk bir ¢capa sahipken (1-3 cm),
yetigkinlerde daha kuguktlr. Yuvarlak dizgun ya da hafifge lobile yapida
olup, bazen 2 cm uzunluga kadar ulasabilen bir sapa sahiptir. Genelde
rektumda tek tek gorllir ve hamartomatoz oldugundan malignite
potansiyeline sahip degildir (36). OD kalitilmaktadir. Hastalarin %15 ile
%20’sinde kromozom 18qg21.1'de yerlesimli olan SMAD/DPC4 (deleted in
pancreatic cancer lokus 4) geninde mutasyonlar tespit edilmigstir.
SMAD/DPC4 geni TGF-beta sinyal yolaginda kritik stoplazmik mediyatorlerin

sentezinden sorumludur. Hastalarin %25 ile %40’ inda kromozom 10qg22-23

10



yerlesimli BMPR1A (bone morphogenetic protein receptor 1A) geninde
mutasyonlar saptanmistir. Sporadik olgular da bildirilmigtir (37).

Cowden sendromu U¢ germ yapragindan gelisen organlardaki multipl
hamartomlar ile karakterize, OD gegisli sendromdur. Cowden sendromu ile
iligkili klasik hamartom trishilemomadir. Diger klinik bulgulari; mukokutan6z
lezyonlar, tiroid anomalileri, memenin fibrokistik hastaligr ve karsinomu,
gastrointestinal hamartoma, ¢ok sayida erken baslayan uterin leiyomyomlar,
makrosefali ve mental retardasyondur. Gastrointestinal polipler, vakalarin
%35’'inde gorulmektedir. Cowden sendromunun gastrointestinal polipleri
malign potansiyel tasimaz (38). Bununla birlikte hastalarin yaklasik %10’'unda
tiroid timorleri ve yaklasik %50’sinde meme tamdrleri gelisir. Germline PTEN

(phosphatase ve tensin homolog) mutasyonlar bildirilmigtir (39).

Tablo-4: Kolorektal kanser sendromlari, 6zellikleri, iligkili genleri (40).

Kolorektal Kanserler/Ozellikleri Gen ve ya
Kanser Genler
Sendromlari
HNPCC }_(olon, Uterus, Over, Gastrik, MLH1, MSH2,
Ureter, Bobrek, Hepatobiliyer, = MSH6, PMS2,
Duedonal EPCAM
FAP Kolon, >100 Polip APC
AFAP Kolon, 10-100 Polip APC
MAP Kolon, 500’e Kadar Polip MUTYH
JP Kolon, Hamartomat®z Polipozis SMAD4, BMPR1A
PJS Kolon, Testis, Meme, Uterus STK11
CSs oD PTEN

HNPCC: Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser, FAP: Familyal Adenomatoz Polipozis,
AFAP: Attente Familyal Adenomat6z Polipozis, MAP; MUTYH (MutY homolog gen) lliskili
Polipozis, JP; Juvenil Polipozis, PJS; Peutz-Jeghers Sendromu, CS; Cowden sendromu

Prekanseroz Hastaliklar
Kolorektal polipler

iItihabi (inflamatuar) barsak hastaliklar
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Kolorektal Polipler

Polip terimi barsak limenine dogru olugan herhangi bir epitelyal
lezyona verilen addir. Polip Klinik ve endoskopik bir terim olup, makroskopik
tanimlar yapilir ancak en 6nemli 6zelligi histolojik tipidir (41). Polipler
patolojik olarak adenomatdz polip, juvenil polip (nonneoplastik hamartom),
hiperplastik polip (hiperplastik mukozal proliferasyon) olarak siniflandirilir.
Adenomlar histolojik agidan t¢ ana gruba ayrilir. Bunlar; tubller adenomlar,
villdz adenomlar ve tubulovilldbz adenomlardir. En sik rastlanan ve
kolonoskopide ¢ikartilan adenomlarin %70-85’i tubuler, %5’inden azini
villoz adenomalar, %210-25’ini tubulovilloz adenomalar olusturur (42).
Kolorektal polipler olustugu mukozaya bir uzanti ile bagl olabilir (pedikalld,
sapli polip) ya da genis bir taban ile mukoza Uzerine oturabilir (sesil,
sapsiz polip). Poliplerde bliyime ya da Ulserasyon gozlendiginde malignite
yonunden degisim akla getirilmelidir. Cok sayida ve yaygin oldugunda
polipozis olarak isimlendirilir. Kesin tani histopatolojik inceleme sonucu
yapilir. KRK’lerin %33’Unln etyolojisinde polip olusumu gézlenmigstir. En sik
gorulen polip tipi hiperplastik polipler olup kanserlesmezler. Adenomatéz
polipler ise 2. siklikta gorulen ve neoplastik tipte poliplerdir. Adenomat6z
poliplerin %1’'inden azi maligndir; capi 2 cm’den buyuk, sapsiz, villéz yapida,
multipl ve displazik 6zellik gosteren adenomatdz polipler, kolorektal kanser
gelisimi agisindan risk olusturmaktadirlar. Orta yas ve yaslilarin %30’undan
fazlasinda adenomat6z polip bulunabilir ama bu poliplerin %1’inden azi
maligndir (41) Malignite insidansi  tubuler adenomlarda %1-5, Vvilloz
adenomlarda yaklasik %30-70’dir (43). Karsinom gelisim riski, adenomatoz
poliplerin histolojik tipinden bagka c¢ap, displazi derecesi ve sayi ile de
iligkisi vardir (44). Caplari 2 cm’den buyuk olanlarda karsinoma riski
%50’ye kadar c¢ikmaktadir (45). “Serrated” polipler histolojik olarak hem
adenomatoz hem de hiperplastik polip ozellikleri gosterirler. Mikroskopik
olarak testere disi gorinimune sahip bu poliplerin, adenomatoz poliplerle
benzer KRK riskine sahip oldugu gosteriimigtir. KRK’lerin buyuk
¢ogunlugunun oncu lezyonu olan adenomatdz poliplerden, kansere dogru
uzanan sureg, kalitsal veya edinsel olsun bir dizi genetik degisiklikle
karakterizedir (25).
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inflamatuvar Barsak Hastaliklari

inflamatuar barsak hastaliklarinda KRK riskinin hastalik siresi ile
orantih olarak arttigi bilinmektedir. Bu grupta ortalama %3-8 olan
kanserlesme orani, hastalidin baglamasindan 10 yil sonra %10’a, 25 vyil
sonra %30’lara kadar ylkselmektedir. Pankollitisi olanlarda daha sik gorulen
kanserler, cogu kez multifokal gelisim gosterirler (46).

Klinik Bulgular ve Tani

Kolon kanserleri genel olarak yavas seyirlidir. Semptom ve bulgular
tumoran  lokalizasyonu, mikroskopik-makroskopik yapisi ve kanama,
perforasyon, tikanma gibi komplikasyonlarin varligina gére degisir. Sag
kolonda gelisen kanserler vejetan veya Ulserdz tiptedir. Cekum, ¢ikan kolon
ve transvers kolonun sag yarisinin ¢apli, sol kolon ve sigmoid kolona gore
yaklasik 2-2,5 kat daha genistir ve sag kolonda diski suludur. Bu nedenle
kural olarak tikanma goérilmez. Ancak bazi hastalarda ¢ekumda lokalize
timorin ileogekal kapagi infiltre etmesi ile ince bagirsak tipi tikanma
gelisebilmektedir. Sag kolon kanserli hastalarda ¢ogunlukla karin agrisi,
hazimsizlik, halsizlik, cabuk yorulma gibi yakinmalar olmaktadir. Kisa bir sure
icinde gelisen belirgin kilo kaybi bir diger 6nemli bulgudur (47).

Sag kolon lezyonlari genellikle Ulsere olup gaitanin gériniminde
degisiklik yapmaksizin kronik, sinsi kan kaybina yol agar. Kanser, aralikli
olarak kanama yaptigindan rastgele yapilan gaita gizli kan testi negatif
olabilir. Sonug¢ olarak herhangi bir eriskinde agiklanamayan demir eksikligi
anemisinin varligi (premenapozal multipar kadinlar istisna) kolonun timuandn
endoskopik vel/veya radyografik olarak incelenmesini zorunlu kilar (48).
Tumor sol kolonda yerlesmis ise; limenin darligi, fegesin sert olmasi,
tumoran daha cok anuler tarzda buyimesi nedeniyle konstipasyon bulgulari
sik gorulur (49). Rektal kanama ikinci siklikta bildirilen yakinmadir. Agikar ya
da gizli olabilir. T4mor distale yaklastikgca kanama kirmizi olur. Karin agrisi,
yemeklerden sonra siskinlik, hazimsizlik gibi nonspesifik sikayetler akut

apandisit, kolesistit veya peptik Ulser ile karistirilabilir. Rektum timorlerinde
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agrih digkilama gorulebilmekle birlikte bu ge¢ donem bulgusudur. Hastalarin
yaklagsik %5’i kemik agnsi, sarilik, patolojik kirik, ndérolojik bulgular,
tromboflebitler ve deri nodulleri gibi metastaz bulgulari ile basvururlar (50).
Hastaligin tanisinda dikkatli oykua, belirtilerin - degerlendirilmesi ve fizik
muayene oOnemlidir. Fizik muayenenin bir parcasi olan dijital rektal
muayenenin yapilmasi rektum kanserinin taninmasinda yararlidir. KRK
disunudlen hastada tanisal amagh gaita gizli kanama (GGK), kolonoskopi,
kolonoskopik biyopsi de yapiimaldir. Tedaviye baslamadan 6nce evreleme
ve takip amaci ile de akciger grafisi, abdomen ve pelvisin bilgisayarli
tomografi ile degerlendiriimesi, tam kan sayimi, karacijer ve bobrek
fonksiyon testleri, tam idrar tetkiki, timor belirtecleri mutlaka bakilmalidir.
izlemde bulgu ve belittilere goére degisen tetkikler yapilir. Karsino
Embriyojenik Antijen (CEA), CA19.9 gibi tumodr belirtegleri  hastaligin
takibinde yararlidir, ancak tanida yerleri yoktur (51). Endorektal ultrasonografi
veya endorektal coil ile yapilan manyetik rezonans goériuntileme (MR) ile
tumoran barsak duvarindaki invazyon derinligi ve lenf nodu tutulumu tespit
edilebilir. Pozitron emisyon tomografisi (PET), pahal bir yontem olup BT ve
MR’de rekirrens ya da skar dokusu ayirimi yapilamayan hastalarda
kullaniimaktadir (52).

Tarama

KRK’li hastalarda 5 yilhk sag kalim tumorin evresi ile dogrudan
iligkilidir. A.B.D. Ulusal Calisma Grubu tarafindan yapilmis c¢alismada
kolonoskopik izlemle poliplerin ¢ikariimasinin  KRK insidansini  %76-90
oraninda azalttigi gosterilmistir. Tarama oncesinde ilk yapilacak sey KRK ve
ileri adenom ile iligkili semptom ve bulgularin arastirimasidir. KRK
taramasina baslamadan 6nce ikinci 6nemli basamak risk degerlendirmesi
yaparak KRK geligsimi agisindan yuksek riske sahip bireylerin belirlenmesidir.
Kendisinde veya ailesinde KRK veya adenomatdz polip oykusu bulunanlar,
genetik sendromlara veya inflamatuar barsak hastaligina sahip olanlar
yuksek riskli grupta yer alir ve 6zel tarama programlarina alinirlar. 50 yas ve
Uzeri bireyler orta risk grubu olarak degerlendirilirler (13). Orta risk grubunda
yer alan kisilere yilhk digkida gizli kan, 5 yilda bir fleksibl sigmoidoskopi
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yapiimalidir. Kolonoskopi diger tarama yontemlerinde patolojik bulgu olmasi
halinde basvurulan inceleme yontemidir (53-55)

Evreleme

1930’lu yillarda Cuthbert Dukes tarafindan rektum kanserleri igin
kendi ismini tasiyan evreleme sistemi kullaniimaya baslaniimistir. Kolon
kanserlerinde de kullanilan bu evreleme sisteminde hastalik A, B, C olarak
timorin tuttugu barsak katlarina ve lokal lenf nodu tutulumunun varligina
gére siniflandiriimaktaydi. Sonraki yillarda Dukes evrelemesinin cesitli
modifikasyonlari kullaniimistir. 1987°den itibaren American Joint Committee
on Cancer (AJCC) tarafindan onerilen TNM siniflamasi dunya genelinde
yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu siniflama sisteminde, tGmorin barsak
duvarinda invazyon seviyesi (T), tutulan bolgesel lenf nodu sayisi (N) ve
uzak metastaz durumu (M) temel faktorlerdir. En son olarak 2010 yilinda

AJCC 'nin 7. versiyonu yayinlanmigtir (56) (Tablo-5-7).

Tablo-5: Anatomik evre ve prognostik gruplar (56).

EVRE T N M DUKES MAC*
0 Tis NO MO =
| T1 NO MO A A
T2 NO MO A Bl
A T3 NO MO B B2
IIB T4A NO MO B B2
Ic T4B NO MO B B3
A T1-T2 N1/Nlc MO C C1
T1 N2a MO C C1
1B T3-T4a N1/Nlc MO C Cc2
T2-T3 N2a MO C c1/C2
T1-T2 N2b MO C C1
lnc T4a N2a MO C c2
T3-T4a N2b MO C c2
T4b N1-N2 MO C C3
IVA T1-4 NO-N2 Mila -
VB T1-4 NO-N2 M1b =

MAC: Modifiye Astler-Coller siniflamasi
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Tablo-6: Primer tumorin duvar invazyon derinligine gore siniflamasi (56).
Tx Primer tUmor degerlendirilemiyor
TO Primer timor bulgusu yok
Tis intraepitelyal veya lamina propria invazyonu
T1 Submukoza invazyonu
T2 Muskularis propria invazyonu
T3 Muskularis propria boyunca perikolorektal doku invazyonu
T4a Viseral periton invazyonu

T4b Direkt diger organ ve yapilarin invazyonu

Tablo-7: Bolgesel lenf nodu tutulumu siniflamasi (56).
Nx Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemiyor
NO Bolgesel lenf nodu tutulumu yok
Nla 1 bolgesel lenf nodu tutulumu var
N1b 2-3 bdlgesel lenf nodu tutulumu var
N1c Timor depozitleri var
NZ2a 4-6 bdlgesel lenf nodu tutulumu var

N2b 7 veya daha fazla lenf nodu tutulumu var

Kolon ve rektum kanserleri hemen her organa metastaz yapabilir.
TNM siniflamasinda, uzak organ metastazi yok ise MO, tek bir organ ya da
bdlgede sinirli ise M1a, birden fazla sayida organ ve ya bdlge tutulumu ya da
peritonda metastaz var ise M1b olarak siniflandirilir (56).

Tedavi

Kolorektal karsinomlarda standart tedavi tipi cerrahi rezeksiyon olup,
kemoterapi ve radyoterapi yardimci tedavi yontemleridir. Cerrahi tedavi
prensipleri tumoérun evresine ve lokalizasyonuna gore degismektedir (57).
Cikan kolon ve c¢ekum karsinomlarinda ileokolektomi tercih  edilirken,
peritonla kaplh olmayan bolgede klasik abdominoperineal rezeksiyon yapilir.
Kalin barsagin diger bolgelerindeki karsinomlar ise anterior rezeksiyon ile
tedavi edilir (58,59).
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Kemoradyoterapi, cerrahi oncesi (neoadjuvan), cerrahi sonrasi
(adjuvan) veya palyatif amach sistemik ve periton i¢ci olarak
uygulanabilmektedir. Adjuvan tedavinin amaci nuks oranlarini azaltmak ve
uzun suareli sag kalimi iyilestirmektir. Kolon kanserli hastalarin %30-50’sinde
lokal ve uzak niksler gorultr. Uzak nlkslerin gogu karacigerde goraltr. Uzak
metastazlar, cerrahi uygulandigi sirada zaten var olan mikrometastazlardan
gelisir. Adjuvan kemoterapi bu mikrometastazlari hedef alir.

Son 50 yil igerisinde 5-flourourasil (5FU) kolon kanserinin tedavisinde
oldukga basarili sonuglar alinarak kullaniimistir (60,61). Bircok calismada
anti-EGFR monoklonal antikor (cetuximab, panitumumab) aracili tedavinin
KRAS mutasyonu icermeyen (wild-tip KRAS) metastatik KRK olgularinda
tumorun progresyonu azalttigl ve genel sagkalim Gzerine olumlu etkisi oldugu
goOsterilmistir.  BRAF  mutasyonu varliginda, hastalarin KRAS
mutasyonu tasiyan KRK olgularina benzer sekilde anti-EGFR monoklonal
antikor tedavisinden fayda gormesi beklenmez (62).

MSI-H (Microsatellitte instability-high) saptanan KRK olgulari standart
5-Florourasil kemoterapisine cevapsizdir, ancak irinotekan ve mitomisin-C

kemoterapilerine ise daha iyi cevap vermektedir (63).

Patoloji

Kolon ve rektumdaki kanserlerin dagilimi soyledir; %22 ¢ekum/gikan
kolon, %11 transvers kolon, %6 inen kolon, %55 rektosigmoid, %6 diger
bdlgeler (36).

Kolorektal karsinomalar makroskobik olarak polipoid, ekzofitik,
ulseratif ve diffuz infiltratif tip olmak Uzere doért grupta siniflandinlir. Polipoid
tip, [limen icine dogru buyuyen karnibahar gorunimlu timorler olup daha ¢ok
cekum ve sag kolonda gorultr. Noduler, lobule veya papiller yuzeye sahip
olabilir. Ekzofitik tip aslinda degisik derecelerde Ulserasyonun eslik ettigi bir
polipoid karsinomadir. Ulseratif tip, ortasi ¢okik nekrotik bir taban ve
etrafinda kabarik bir kenardan olusan tipik malign Ulser gérinimine sahiptir.

Bazi tumorlerde, lezyonun ¢ogu alaninda da Ulserasyon meydana gelebilir.
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Daha ¢ok sol kolon karsinomalarinda gorular. Diffuz infiltratif tip ise barsak
segmentini noduler kitle olusturmaksizin diffiz olarak infiltre eder. Barsagin
segmental diffz kalinlasmasi, midenin linitis plastika gérinimune benzer.
Tasli ylzuk hicreli karsinomalarda rastlanir (64).

KRK’lerin  %90’indan  fazlasi  kolorektal ~mukozanin  epitel
hicrelerinden kaynaklanan adenokarsinomalardir. KRK’nin diger nadir tipleri
arasinda noéroendokrin, skuamoz hucreli, adenoskuamoz, i§ hucreli ve
andiferansiye karsinomalar yer alir. Adenokarsinomlar histolojik tamor
evrelemesinin temeli olan glandiler formasyon ile karakterizedir. lyi
diferansiye olmus adenokarsinomalarda timoérin %95’'inden fazlasi gland
olusturur. Az diferansiye adenokarsinomalarin %50’den azi gland
formasyonu gosterir. Pratikte kolorektal adenokarsinomalarin ¢gogu (%70)
orta diferansiye olarak tani alir. lyi ve az diferansiye karsinomalar sirasiyla
%10 ve %20’sini olusturur. Dinya saglik érgutu siniflamasina goére kolorektal
adenokanser histolojik varyantlari musinéz, tash yuzik htcreli, meddillar,
mikropapiller, serrated, kribriform komedotip, adenoskuamoz, i§ hucreli ve
andiferansiye seklinde listelenmistir. Musinéz adenokarsinomda tumor
volumunun %50’sinden fazlasi ekstraseliler musin igerir. Musin igerigi
%10’dan fazla ve %50’den azsa musin6z 6zellige sahip adenokarsinom veya
musindz diferansiasyon seklinde isimlendirilir. Misindéz adenokarsinom tipik
olarak ekstraselliler misin havuzu ile birlikte buyuk glandiler yapilar gésterir.
Musinoz adenokarsinomun prognozu konvansiyonel adenokarsinom ile
karsilastirildigi zaman farkli ¢alismalarda sonuglar geligkilidir. Cogu musin6z
adenokarsinom HNPCC hastalarinda gorulir ve yuksek seviyede MSI
gOsteren tumorlerdir. Bu tumorlerin dusuk gradeli gibi davranmalari beklenir.
Buna zit olarak mikrosatellit stabil olan musindz adenokarsinomlarin 6zellikle
ileri evrede tespit edildiklerinde daha agresif davranmasi beklenir. Tagli
yuzuk hdcreli adenokarsinomlar midenin tersine kolorektalde daha nadirdir ve
tim kolorektal karsinomlarin %1’inden azini temsil eder. Misindz karsinoma
benzer olarak tagl yuzik hucreli karsinomda tumor hucrelerinin %50’sinden
fazlasinin tash yuzik hicre 06zelligi gdstermesi seklinde tanimlanir ve

cekirdegi perifere iten Dbelirgin intrastoplazmik musin vakuolleri ile
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karekterizedir. Tagh yuzuk hacreleri infiltratif bUyUme paterni gosterebilir.
Tagl yUzUk hucreli karsinoma az diferansiyedir (yUksek grade),
konvansiyonel adenokarsinoma goére prognozu koétudur. Fakat bazi tash
yuzik hicreli karsinomalar MSI-H timorler gibi olabilirler ve biyolojik olarak
disuk gradeli timorler gibi davranabilirler (65). KRK’lerin histopatolojik

siniflandirmasi sekil-2’de gosterilmistir.

Kribriform komedo
ADENOKARSINOM = tip adenokarsinom
ADENOSKUAMOZ Medullar Karsinom
KOLOREKTAL KARSINOM
KANSER

= = S, iG HUCRELI
KLASIFIKASYONU SRy

Miisinoz
adenokarsinom

Mikropapiller

s 2 s Karsinom
SKUAMOZ HUCRELI
KARSINOM Serrated

Adenokarsinom

—
>
—>
—>
—>
>

BASKALASIM
GOSTERMEYEN
KARSINOM

Tash Yiiziik Hiicreli
Karsinom

Sekil-2: Kolorektal kanser klasifikasyonu (66)

Karsinogenez

Dunya genelinde, KRK’lerin %85’i sporadik, yaklasik %15’i aileseldir
(16). Guncel caligmalar, kolorektal karsinomlarinin %75’inin, Fearon ve
Vogelstein’in tanimladigi kromozomal instabilite ara yolu, %15’inin MSI ara
yolu dUzerinden geligtigini, digerlerinin ise, iki arayolla da iligkili olmayip, CpG
ada metilasyon fenotipi arayolu uzerinden gelisebilecegini gostermektedir
(67,68).

Kromozomal ayrisma, mitoz sirasinda kromozomlarin mikrotubullere
uygun baglanmalarini gerektirir. Kromozom ayrisma bozukluklari kolorektal
tumorlerde hdcrenin  genetik materyalinde azalma veya artis ile
sonuglanabilir. Bu yolla ortaya cikan kromozomal instabilite, basitce

kromozom sayisi ile iligkilendirilemeyen ve tumor hucresinin yasami boyunca
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devam eden surekli bir htcresel bozulmaya neden olur (22,69). Normal bir
hicreden adenokanser slrecini baslatan kritik ilk basamak, genellikle APC
genindeki mutasyondur. FAP sendromuna neden olan bu bozukluk, sporadik
kolorektal kanser olgularinin da %80’inde her iki allelin mutasyonal kaybi ile
baglar (17,70).

APC genine ait mutant bir allel etkilenmis bir ebeveynden aktarilir.
Kanser gelisimine, diger allelde ortaya c¢ikan kazanimis bir somatik
mutasyon yol agar. Vakalarin 1/3’inde ise yeni ortaya ¢ikan bir germline
mutasyon s6z konusudur. APC geni 5 numarali kromozomun uzun koluna
(5921) yerlesmis bir tumor baskilayici gendir. Bu mutasyon kolondaki
epitelyal hiicrelerde ortaya ¢ikar. Mutasyonlarin buylik ¢ogunlugu nonsense
veya frameshift mutasyonlardir. APC geni Wnt arayolunu kontrol eden gendir
(Sekil-2). Wnt arayolu uyarnldigi zaman hicre proliferasyonu artar. Wnt
proteinleri hicre yuzeyindeki Wnt reseptorlerine baglanirlar. APC-Axin-GSK
(glikojen sentaz kinaz-3) kompleksini inaktive edecek proteinleri indtkleyerek
devreye sokarlar. Bu kompleks [-katenin proteinini fosforilleyerek
ubiquinizasyonla proteozomlarda yikilmasina yol ac¢maktadir. KRK’lerin
%80’den fazlasinda inaktif APC, APC mutasyonunun olmadidi kanserlerin de
%50’sinde B-katenin mutasyonlari vardir. [-katenin nukleusa girerek
transkripsiyon faktorleri ile etkilesir. T-hiicre faktori veya lenfosit gogaltici
faktor (TCF veya LEF) proteinleri olarak bilinen bir transkripsiyon faktéru
ailesine baglanir. TCF, DNA baglayan bolgeye, B-katenin bir transaktivasyon
bolgesine katilir. B-katenin-TCF kompleksi ile aktive edilen genlerin c-myc ve
siklin D1 gibi hucre proliferasyonunu ve apoptozu duzenleyen genler oldugu
dusunulmektedir. APC mutasyonlari sonucunda her iki allel de kayba
ugrayinca Wnt arayolu Uzerindeki kontrol kalkar. Bu yol surekli agik kalir.
Hulcre bolinmesi kontrolsiz olur. Mutant B-katenin, normal hulcrelerde [-
katenin’i fosforile eden ve degrade eden bir kinaz olan GSK-3f’ya baglanma
afinitesini kaybeder. Bu sure¢ sonucunda erken adenom evresine gegilmis
olur (71). APC proteininin, KRK olusumunda 6nemli olan diger bir fonksiyonu
da mikrotUbdllerle iligkili kromozom ayrilmasinda rol oynamasidir. Mutant

olmayan “wild” tip APC proteini baglanarak mikrotibdllerin toplanmasini
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destekler. Ayrica son yillarda yapilan c¢alismalarda; mitoz sirasinda,
mikrotUbullerin son kisminda APC kimelenmesi goOsterilmis ve mutant
APC’nin  mikrotibll baglanma bolgesinden yoksun oldugu, hucrelerde

defektif kromozomal ayrisma ve instabiliteye yol actigi izlenmistir (72-74).

~

& WNT/.APC
Protecvomal degradasyon

» _1 Hedef eler

IY.C Hedet genler

Sekil-3: APC geni Wnt arayolu kontroli. APC aktivitesi yokken B-kateninin
aktive edilerek kolonik epitelde gen ekspresyonunu dizenlemesi ve poliamin
metabolizmasi (ODC) igin ¢ekirdege girisindeki Wnt sinyali ve APC tumor
supresor gen iligkisi veya APC aktivitesi varliginda p-kateninin proteozomal
degredasyonu (16).

Bunu takip eden RAS onkogen mutasyonlari tabloyu bir ileri
asamaya tasir. K-ras geni hicre zari i¢ ylzeyinde bulunan 21 kDa
blyukliginde GTP baglayabilen bir membran proteini kodlar. Bu protein
GTP’ye bagliyken aktif formdadir. K-ras geni ekstraselliler mitojenik
sinyallarin intraselller alana iletiminden sorumludur. K-ras geni 12.
kromozomun kisa kolunda yerlesmistir (75). Kodon 12, 13 veya 61’deki
mutasyonlar; ras protoonkogenlerinin onkogenlere déntismesine neden olur
ve bu otonom hlcre buylmesi ve c¢ogalmasi ile sonuglanir (76). K-Ras

mutasyon sikligi; 1 cm'den kigik adenomlarda %10-15, 1 cm'den buyuk
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adenomlarda %30-60 ve primer kolorektal karsinomlarda yaklasik %50'dir.
Ras gen mutasyonlari timor tiplerinde farkli insidanslarda bulunmaktadir. En
yuksek insidanslari, pankreas  (%90), kolon  (%50), akciger
adenokarsinomlarda (%30), tiroid timorlerinde (%50) ve myeloid I6semilerde
(%30) rastlanmaktadir. Bu kanserler igcinde Ozellikle K-ras geni mutasyonlari
diger ras genlerine (N-ras ve H-ras) oranla daha sik goértlmektedir (77).
Normal hicrelerde Ras proteinleri, sinyal uyarimi ile guanozin trifosfata
(GTP) baglanip aktif duruma gecerler ve gelen sinyalleri nukleusa iletirler.
Sinyal iletimi sonlandiginda ise, bagh olan GTP molekullu, guanozin
trifosfataz (GTPaz) enzimi ile hidrolize edilir. Bunun sonucunda Ras
proteinleri guanozin difosfata (GDP) bagli durumda kalarak inaktif duruma
gegerler. Boylelikle, Ras proteinleri bir sonraki uyarici sinyalleri beklemek
uzere dinlenme evresine gecgerler. Mutant Ras proteininde, GTPaz aktivitesi
inhibe edildiginden gen Urlnleri kontrolstiz olarak Uretiimeye devam
etmektedir (78). RAS sinyalinin hedef alt yolaklari arasinda RAF serin treonin
kinazlar (ARAF — BRAF — RAF1) ve bunlarin da aktive ettigi MAPK—ERK
yolagi yer alir. RAS aktive olduktan sonra RAF onkogenini harekete
gecirmektedir. RAF onkogeni de MAPK 1 ve 2i fosforilleyerek hicre
baylmesi ve sagkalim ile iliskili proteinlerin ekspresyonunu arttirmaktadir.
Bunun sonucunda da hicre sag kalimindan sorumlu efektdér molekullerin
dizenlenmesini kontrol etmektedir (79). TUum insan tumorlerinin %8’inde,
kolorektal timodrlerin ise %5-12’sinde BRAF mutasyonu rapor edilmistir.
Ayrica yanhg eslesme tamir sistemi defekti olan KRK'lerde, defekti
olmayanlara gore ¢ok 6nemli 6lcide BRAF mutasyonu gorulmektedir. Bu
nedenle BRAF mutasyonu ile MSI arasinda bir iligki oldugu dusunudimektedir
(80-82). insanlarda en sik gérilen BRAF mutasyonu 1796. niikleotidin
timinden adenine transversiyonu ile sonuglanan V600E donusumudur (83).
Onkogenlerin bir allelinde ortaya g¢ikan bir mutasyon onkojenik progresyon
icin yeterlidir. 12p Uzerinde yer alan ras onkogenindeki mutasyonlar APC
genindeki mutasyonla Ustuste binince polip giderek buylr ve parmaksi
uzantilara sahip bir hal alir. Bu asama intermediate (ara) adenom

asamasidir. Bunu takiben 18. kromozomun uzun kolunda kayiplar izlenir.
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Erken ve intermediate adenomlarin %10’unda 18g'da kayip vardir. Geg
dénem adenomlar ve adenokarsinomlarda bu kromozoma ait kayip orani
%50’lere yUkselir. 18921°de yerlesim gosteren DCC (deleted in colon cancer)
ve SMAD4 ve SMAD?2 genleri kayba ugramis olur (71). DCC énemli bir timor
supresor gendir ve mutasyonu kolorektal karsinomlarin progresyonu,
invazyonu ve metaztazinda rol almaktadir (84,85). DCC bir yuzey proteinini
kodlar. Bu protein hiicre adezyon proteinleri ve ytzey glikoprotein molekdlleri
ile oldukga homoloji gdsterir (71). Bu bdlgede, iliskili olarak gosterilen diger
tumor supresor genler SMAD2 ve SMAD4’tir (86,87). Her iki genin protein
urind; hucre bayamesi, farklilasmasi, matriks Urunleri ve apopitoz gibi bircok
olayda rol oynar. KRK hucre dizisinde SMAD4 delesyonu, TGF-beta sinyalini
engeller ve mutant SMAD2 ve SMAD4 proteinleri “ubikuitin-proteozom” yolu
ile hizli degradasyon igin hedef haline gelir. SMAD kalitsal mutasyonu nadir
bir ailevi hastalik olan juvenil polipozis sendromlarinin 1/3’Unde
g6zlemlenmigtir. Bu yol ile ilgili olarak, TGF-beta tip 2 reseptér mutasyonu,
MSI gosteren kolorektal karsinomlarin %90’inda tek basina goésteriimesi,
kolorektal karsinogenezde TGF-beta’nin roli oldugunun &6nemli bir
gOstergedir (72, 88). TGF-B arayolu normal hicre buyumesini baskilayarak
kontrol altinda tutar. TGF-B arayolunun devreden c¢ikmasi ile ge¢ donem
adenomlar gelisir. Daha sonra p53 geninde ortaya ¢ikan kayiplar tabloyu
hizlandirir. Erken ve intermediate asamasinda p53 kaybi %20 civarindayken,
ge¢ donem adenomlarda bu oran % 30 olarak izlenmekte ve kanserlerde
%75e c¢ikmaktadir. p53 geni bir timor baskilayici gendir ve her iki allelin
birden etkilenmesi sarttir (71). P53 insan kanserlerinde en sik gorilen mutant
gen olup 17p13 lokusuna yerlesmistir. p53 gen fonksiyonu kaybi sonucunda
hicre blyumesinin kontroll ortadan kalkar ve DNA tamiri yapilmaksizin
hicre siklusu kontrolstiz olarak devam eder. Normal bir hlicrede DNA hasari
oldugunda, p53 geni aktive olarak, hem Rb proteininin fosforilasyonunu
inhibe eden p21 proteinini hem de DNA onarimi ve apoptozisi dizenleyen
transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir. Hipofosforile halde aktif olan Rb

hicre siklusunu G1-S’de durdurarak hicreye DNA hasarini onarmasi igin
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zaman tanir. DNA hasari onarilamazsa p53 apoptozu uyarir. p53
mutasyonlarinda hicreler kontrolsiz boélinmeye devam eder (36).

Kolorektal karsinogenezin ikinci dnemli yolu MSI'dir. Bu yol “herediter
non-polipozis kolon kanser” (HNPCC) olgularinda tanimlanmistir.
Mikrosatellitter 2-4 nukleotidden olusan ve ardisik olarak 3-100 kez
tekrarlanan dizilerdir. Tekrar sayisi arttikga DNA replikasyonu sirasinda
insersiyon veya delesyon seklinde hatalar ¢ikma olasiligi artar. Normal bir
hicrede bu hatalar uygunsuzluk onarim genleri (Mis match repair genes-
MMR) araciligi ile taninir ve onarilir. Bu onarim genlerdeki sorunlar hatalarin
kalici olmasina ve mikrosatellit dizi uzunlugunda degisiklere neden olarak
MSl'ya neden olur. HNPCC sendromlarinin  %90’inda rol oynayan
mikrosatellit dengesizligi, sporadik KRK’lerin %20’sinde goérulmektedir. Bazi
kritik genler (ILGF-Il reseptort, BAX, TGF- reseptorl) promoter bdlgelerinde
mikrosatellit barindirirlar. Bu bolgelerdeki sorunlar; hicreyi, hiicre buyumesini
kontrol eden Onemli gen mutasyonlarina yatkin hale getirir. Onarim
sisteminde gorev alan genler ise MSH2, MSH6, MLH1, MSH3 ve PMS2'dir
(89,90). Mikrosatellit instabil timorler karakteristik bazi  klinikopatolojik
Ozelliklere sahip olurlar. Bu tumorler daha proksimalde yerlesmis olup,
siklikla kotu diferansiye, meduller karsinom fenotipinde, peritimaoral lenfositik
infiltrasyon, timaor sinirinda Crohn benzeri inflamatuar yanitla birlikte ve daha
fazla misin6z veya tasl yuzik hicre komponenti barindirma egilimindedirler
(91). Sporadik MSI tumodrlerinin  altinda yatan mekanizma promotor
hipermetilasyon ile MMR genlerinin susturulmasidir. Ozellikle, MLH1
promotor hipermetilasyonu ile bu genin susturulmasi sporadik MSI
tumorlerde tespit edilmigtir (92).

CpG ada metilator fenotip (CIPM) yolagl sporadik KRK gelisiminde
kolon dokusunun malign transformasyonu ile sonuglanan ve sporadik
KRK’lerin yaklasik %15’inde gorulen yoldur. Bu yolak, kendi promotdrlerinin
hipermetilasyonu ile timor supresor genlerin susturulmasi sonucunda gelisen
epigenetik instabilite ile karakterizedir. APC geni hipermetilasyonu promoter

bdlgesinde APC ekspresyon kaybi ile iligkili olarak sporadik karsinomlarda
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gOsterilmistir. CpG adalari igeren bu promotorler hipermetilasyona

degisik derecelerde hassastirlar (93).
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Sekil-4: Kolorektal kanser patogenezinde genomik instabilite ve multiple
yolaklar. Kolon kanser patogenezin geleneksel, alternatif ve serrated olmak
uzere yaklasik prevelanslari ile beraber u¢ farkli paralel yolak igerir. Her
yolakta gorulen ardisik genetik ve epigenetik degisiklikler karakteristik
prekursor lezyonlar ve karsinoma ile iligkili kendine 6zgu molekuler 6zellikle
ile birlikte 6zetlenmigtir. Geleneksel ve serrated yolaklar daha homojendir ve
net bir sekilde ayrilabilir, alternatif yolak daha heterojendir. APC: adenomattz
polipozis koli, MSI: mikrosatellit instabilite, CIMP: CpG ada metilator fenotip,
CIMPL: CIMP-dusuk, CIN: kromozomal instabilite, MSS: mikrosatellit stabil,
BER: baz eksizyon tamir yolagi, Methyl: hentz bilinmeyen genlerdeki DNA

metilasyon susturucu, EMT:

epitelyel

mezankimal transisyon,

transforming growth faktér-beta, LOH: heterozigosite kaybi (94).
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Glutatyon S-Transferaz Enzimleri; GSTM1, GSTT1 ve GSTP1

Ksenobiyotik vicuda yabanci olan, ¢odu insan vicudunda
metabolize olan kimyasal karsinojenler, ilaglar ve gesitli toksik bilesiklerden
olugmaktadir. Faz | ve faz Il reaksiyonlari olmak Uzere iki ayri reaksiyon ile
metabolize olurlar. Faz | reaksiyonlari monooksijenazlar veya sitokrom P-
450 olarak adlandinlan enzimlerce katalizlenen hidroksilasyon, rediksiyon ve
hidrolizden olusur. Faz I'de olusan hidroksile bilesikler faz Il'de gesitli polar
metabolitlere  donusturtulmektedir. Faz 1l glukuronidasyon, sulfasyon,
metilasyon, asetilasyon ve glutatyon ile konjugasyon reaksiyonlarini igerir.
Glutatyon glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptitdir. Glutatyon
S-transferaz (GST) enzimleri glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonunu
katalizleyen enzimlerdir. Glutatyon S-transferaz enzim sistemleri bir¢cok farkh
ksenobiyotik ve endojen bilegiklerin detoksifikasyonu ve
biyotransformasyonunda 6énemli rol oynar. Ksenobiyotik metabolizmasindaki
bu iki fazin amaci, ksenobiyotiklerin sudaki ¢ézinurliklerini artirmak ve bu
sekilde viicuttan atiimlarini kolaylastirmaktir (Sekil-5) (95,97). insan sitozolik
GST’lerin birgok formu bulundugundan ayri olarak siniflandiriimiglardir. Bu
siniflandirilmalar;, aminoasit dizileri gibi proteinin temel yapisina
dayanmaktadir. insan dokularinda sentezlenen sitozolik Glutatyon-S
transferaz enzimleri, en az sekiz gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Bu
enzimler; Alfa (GSTa), Mu (GSTM, GSTy), Pi (GSTP, GSTm), Teta (GSTT,
GST8), Sigma (GSTS), Kappa (GSTK), Omega (GSTO) ve Zeta (GSTZ)' dir
(96).
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Sekil-5: GST enzimlerinin katalizledigi ksenobiyotik metabolizmasi (97).

GST
[ Alpha ] [ Mu } [ Theta ] [ Pi | { Zeta | [ ngma} [I\'«pm] [Omega]
Kromozom 6p Ip 22q I1q 14q 4q ND 10q
Genler | Al-A4 | MI-M5 | TIT2 P1 Z1 S1 K1 01

Sekil-6: GST gen ailesi (98).

insanlarda kromozom 71’in kisa kolunda (1p13.3) GST geninin 5 Mu
sinift bulunmaktadir. Mu sinift GST genleri genellikle 8 ekzon igerir ve
uzunluk olarak 6-16 kb arasinda degisir. Mu sinifi GST’ler dimerik
proteinlerdir ve ekspresyonlarinda bazi doku spesifiteleri vardir. Ozellikle
GSTM1 karacigerde gugla bir sekilde olmak Uzere daha az oranda diger
dokularda ekspresse olur. GSTM2 baglica kasa 6zgudur, GSTM3 o6zellikle
testis ve beyinde ekspresse olur. GSTM1 en yaygin olarak arastirilan GST
polimorfizimlerinden biridir. Simdiye kadar ¢ahsiimis topluluklarin gogunda
GSTM1 null alleli en sik alleldir. GSTM1 eksikligi ile akciger kanserinin

iligkisini bildiren ¢alismalar GST alaninda arastirmalara yeni bir bakis agisi
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getirmistir ve GSTM1 eksikligi ile gesitli kanserlere ve hastaliklara yatkinhgi
arastirmada yeni bir alan olmusturmustur. GSTM1 eksikliginin Klinik olarak en
onemli bulgusu ¢ocukluk ¢agi I6semilerinde kemoterapi sonrasi sag kalimina
anlaml olarak katkida bulunmasidir. (99). GSTM1 null fenotipi kisilerin %10
ile 60'Inda olup Kafkaslarda ve Asyalilarda %50, Afrikalilarda %25’e kadar
degismektedir (100).

GST geninin iki Pi sinifina sahip olan farelerin tersine insanlar
GSTP1 olarak adlandirilan tek fonksiyonel GSTP1 genine sahiptir ve
kromozom 11q13’e lokalizedir. GSTP1'de 1105V ve Al114V yer
degistirmelerini kodlayan iki SNP tanimlanmigtir. Bu SNP’ler ilk olarak cDNA
klonunda tanimlanmistir ve daha sonra genomik DNA da tanimlanmistir.
Cogdu timorde ekspresse olmasindan dolayr GSTP1’in ilag direnci ile olan
iligkisi cahsiimistir (101-103). Buna ek olarak iki polimorfik yer degistirmenin
ila¢c metabolizmasini degistirmesindeki ve kanserlere ve diger hastaliklara
yatkinlik olusturmasindaki etkisinden dolayi ¢alismalara konu olmustur. Bu iki
varyant ayni zamanda genis fonksiyonel tanimlamalarin konusu olmustur ve
birkag calisma anti kanser ilaclar olan thiotepa ve klorambusil ile GSTP1
varyantlarinin farkli aktiviteler gosterdigini rapor etmisdir (99). Karsinojenik
diolepoxidlere karsi V105 ve 1105 varyantlarinin katalitik aktivitesindeki
farkhliklar, bu allellerle kanser yatkinh@i arasindaki iliskinin altta yatan nedeni
olabilir. Fakat baska faktorlerde etkilidir (104). Calismalarin gogunda 1105 ve
V105’in aktivitesindeki farkliliklar rapor edilmistir ancak farkhliklar tutarh
degildir. Ornegin bir galisma 50 °C’de 1105 varyantinin V105 varyantindan
daha stabil oldugunu rapor ederken farkli bir calisma 45 °C’de 1105
varyantinin daha az stabil oldugunu rapor etmistir. GSH baglanmasindaki
farklar bu iki calismadaki farkhligi izah edebilir. Bu sonuglar intraseltler
ortamlarin bu varyantlarin stabilitesini degistirebilecegini ve bu bireylerin belli
ksenobiyotikleri ve bunlarin metabolitlerini  konjuge etmekteki invivo
kapasiteleri Uzerinde etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. GSTP1
genotipi ksenobiyotik metabolizmasi ve kansere yatkinhk arasindaki iligkinin
altta yatan nedeni olabilecek yapi substrat iligkisini ortaya koymak icin daha

ileri arastirmalara ihtiyag oldugu belirtilmistir (105,106).
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Farelerde ekspresse edilen en az 3 teta sinifi GST olmasina ragmen
insanlarda sadece iki fonksiyonel teta sinifi GST geni bulunmaktadir (GSTT1
ve GSTT2) ve her ikiside kromozom 22q11.2'ye lokalizedir. SNP veri
tabanlari GSTT1'de birka¢ missens mutasyonun varligi tahmin etse de
bunlarin azi iyi tanimlanmistir. Gen delesyonu sonucunda olusan GSTT1
eksikligi siktir. Calismalar D43N, T65M, and V169I'nin yer degistirmesi ve
nakleotit G412’nin delesyonunu iceren 18 tane SNP tanimlamigtir. GSTT1‘in
diger iki nadir varyanti (D141N, E173K) Escherichia coli’'deki rekombinant
proteinin ekspresyonu sonrasi karakterize edilen veri tabani analizi ile
tanimlanmigtir.  Bunlar nadir olsa da diger GST varayantlariyla
karsilastirildiginda goéreceli olarak ytksektir. Bu GSTT1’in tam delesyonunun
sik olmasi ile agiklanabilir. Gen delesyonu sonucu olusan GSTT1 eksikligi
¢ogu populasyonda sik olarak gorulir. Erken donemde yapilan c¢alismalar
GSTT?1in dihalometanlari mutajenik intermediatelere aktive ettigi
bulunduktan sonra GSTT1 varliginin veya yoklugunun kansere ve diger
hastaliklara olan vyatkinliktaki etkisi merak olusturmustur. GSTT1
homozigotlarda GSTT1 proteininin tam yoklugunun olmasindan dolayi
karaciger transplantasyonu uygulanan hastalarda GSTT1 eksikligi Kklinik ilgi
olusturmustur (99). GSTT1 null genotipi beyaz irkin %13-35’inde ve
Asyalilarin %35-55'inde mevcuttur.

GSTM1 ve GSTT?in her ikisi igin varyant allel, genin
delesyonudur. Homozigot allel delesyonu olan bireyler null genotip olarak
adlandiriir  ve bunlarda enzim ekspresyonu gorilmez. GSTP7?in
fonksiyonel polimorfizmi (rs1695, llel05Val) daha dusuk enzim aktivitesi ile
sonuglanir. GST geninin genotip frekanslarinda jeografik ve etnik
varyasyanlar mevcuttur ve KRK ile GST genetik polimorfiziminin iligkisi
cesitli etnik populasyonlarda genis bir sekilde arastirnlmigtir fakat sonuglar
tutarsizdir (102,105,107,10).
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GEREG VE YONTEM

Materyal

Bu calisma 2009-2013 tarihleri arasinda Uludag Universitesi Tip
Fakultesi, i¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Tibbi Onkoloji Bilim Dali tarafindan
KRK tanisi almis ve/veya takip edilmekte olan ve Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina parafin bloklari gelmis 116 hasta,
bilinen herhangi bir kanser hikayesi olmayan 128 kontrol Gzerinde, Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Aragtirmalar Etik Kurulu onayi (05 Ekim 2013,
2013-18/2) ile retrospektif olarak yapilmistir. Calismaya alinan hastalarin
demografik 6zellikleri (yas, cinsiyet), patolojik ézellikleri (timor lokalizasyonu,
histolojik tip, grade ve evre) ve GSTT1l, GSTM1 ve GSTP1 geni analiz

sonuglari kaydedilmistir.

Yontem

QIAmp DNA FFPE Doku Kitiyle DNA Eldesi

izolasyon islemine baglamadan once &rnekler oda  sicakligina
getirildi. Isi blogu 70°C’ye ayarlandi. Tum santrifij basamaklari oda
sicakhginda gercgeklestirildi.

Parafinize kolorektal timor bloklarindan lam Uzerine kesitler alinarak
hazirlanmis olan o6rnekler 70°C’de 1 saat inkibe edildi. Dort adet sale
icerisine ksilen konuldu. ilk i¢ sale icerisinde érnekler ikiser dakika bekletildi.
Son sale icerisinde ise 10 dakika bekletildi. Dort adet sale igerisine %96’k
etil alkol konuldu. Ornekler sirasi ile dort adet sale igerisindeki alkolden
gegcirildi ve kuramaya birakildi. Daha onceden igaretlenmis olan tumor
bdlgesi Uzerine bir damla distile su damlatildi. Bolge dikkatli bir sekilde bisturi
ile kazinarak temiz ependorf tiipe alindi. Ornekler lizerine 180 ul Buffer ATL
eklendi. 25 pul Proteinase K eklenerek iyice vortekslendi. 56°C’de dokular
tamamen lizise ugrayana kadar inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda érnekler

1 saatte birkag kez vortekslendi. Gerekli durumlarda ornekler gece
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inkUbasyonuna birakildi. Ornekler son olarak 90°C’de bir saat daha inkiibe
edilerek kisa sureli santriftj yapildi. Ornekler (izerine sirasiyla 200 ul Buffer
AL ve 200 pl %96’lik etil alkol eklendi. Kisa sureli vortekslenerek santrifij
edildi. Taplerin igindeki karigim QIAamp MinElute spin kolonlara aktarildi.
Tuplerin kapaklarn kapatilarak 6000xg (9000 rpm) hizda 2 dakika santrifij
edildi. Spin kolonlarin yerlestigi tapler atildi. QlAamp MinElute spin kolonlar
temiz 2 ml’lik toplama tuplerine yerlestirildi. QlAamp MinElute spin kolonlar
dikkatlice acilarak iglerine 500 pl Buffer AW1 eklendi. Tuplerin kapaklari
kapatildiktan sonra 6000xg (9000 rpm) hizda 2 dakika santrifij edildi. Spin
kolonlarin yerlestigi tlpler atildi. Tekrar QIAamp MinElute spin kolonlar temiz
2 mllik collection tuplere yerlestirildi. QIAamp MinElute spin kolonlar
dikkatlice acilarak iglerine 500 pl Buffer AW2 eklendi. Tuplerin kapaklari
kapatildiktan sonra 6000xg (9000 rpm) hizda 2 dakika santrifuj edildi. Spin
kolonlarin yerlestigi tapler atildi. QlAamp MinElute spin kolonlar son kez
temiz 2 ml'lik collection tuplere yerlestirildi. 20.000xg (14.000 rpm) hizda doért
dakika santrifij edildi. QIAamp MinElute spin kolonlarin yerlestirildigi 2 ml'lik
collection tupler atildi. QlIAamp MinElute spin kolonlar 1,5 mllik ependorf
tuplere yerlestirildi. QIAamp MinElute spin kolonlar dikkatlice agilarak tam
ortalarina gelecek sekilde 50 pl Buffer ATE eklendi. Kolonlarin kapaklar
kapatilarak 1 dakika oda sicakliginda inkibe edildi. 20.000xg (14.000 rpm)
hizda iki dakika santrifuj edildi. Spin kolonlar atildi. 1,5 ml'lik epedorf tuplerde
DNA elde edildi.

Periferik Kandan DNA izolasyonu

Kontrol grubundan genotip tayinleri igin -20°C’de saklanan EDTA’l
tuplerden yaklasik 2 cc’lik kan drnegdi alindi. DNA izolasyonu igin 2 cc EDTA’l
kan, steril falkon tipune aktarildi ve Uzerine 1:3 oraninda (6 cc) “lysis buffer”
ilave edildi. Tup, birkag defa ters yuz cevrilerek iyi bir sekilde karistinldiktan
sonra +4°C'de 15 dakika bekletildi. Olusan nukleer pelleti ¢oktirmek igin
dakikada 1500 devirde 10 dk santrifij edildi ve olusan stpernatant dokaldu.
Pellet yeniden siispanse edildi. ikinci bir yikama igin yine 6 ml “lysis buffer”
eklendi ve 10 dk 1500 rpm’de santrifij edildi, sUpernatant atildi ve pellet

tamamen suspanse edildi. Bundan sonraki asamalarda ‘Dr. Zeydanl’ DNA

31



izolasyon kiti prosedlrd uygulandi. Stispanse olmus 6rnek 1,5 ml’lik ntkleaz
icermeyen tup icine alinarak Gzerine 500 ul solisyon B ve 20 pl solisyon A
eklendi. Karisim vortekslenerek 42°C’de 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi Uzerine 500 pl solusyon C eklenip vortekslenerek 10.000 rpm’de 5 dk
santrifij edildi. Olusan iki fazdan ustteki berrak faz alinarak temiz 1,5 ml’lik
niikleaz icermeyen tiipe konuldu. Uzerine 500 pl soliisyon D konuldu. 10.000
rom’de 10 dk santriflj edildi. Olusan sUpernatant atilarak Uzerine 500 pl
solisyon E konulup 10.000 rpm’de 5 dk santrifij edildi. SUpernatant atilarak
tupler kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 100 pl distile su eklenerek

calisiima zamanina kadar —20°C’de saklandi.
Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Protokoli

Izole edilen DNA’larda GSTT1 ve M1 gen polimofizmini belirlemede
Multiplex PCR (Polymerase Chain Reaction), GSTP1 (llel05Vval) gen
polimorfizmi PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism)
yontemleri kullanilarak genotipleme yapildi. Bunun icin PCR reaksiyonu
karigsimi hazirlandi. 25 pllik PCR karigimi 0,2 ml'lik PCR tipunde asagidaki
sira ile karigtirildi (Tablo-8).

Tablo-8: PCR reaksiyonu karisimi igin kullanilan malzemeler ve miktarlari

Kullanilan malzeme Miktar
dNTP (10 mM) 0,4 pl
10x PCR Buffer (Magnezyumlu) 3l
10 pmol/ml ilgili gene 6zgu primer forward 1l
10 pmol/ml ilgili gene 6zgu primer reverse 1pl
Distile su 16 pl
Genomik DNA 4,0 pl
Taq polimeraz enzimi (5 Gnite/ul) 0,1 pl

dNTP: dort deokriboniikleozid trifosfat, pmol: pikomol
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GSTP1 (llel05Vval) , GSTM1 ve GSTT1 genlerin PCR reaksiyonu ile
cogaltiimasi icin bu bdlgelere spesifik forward ve reverse primer dizileri
kullanildi (Tablo-9) (108).

Tablo-9: GSTP1 (llel05Vval) , GSTM1 ve GSTT1 genleri igin kullanilan
primer dizileri ve annealing sicakliklari (108).

Primer (forward) Annealing

sicakliklar
Primer (reverse)

GSTM1 5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’ 58°C

5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’

GSTT1 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3 58°C

5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'

GSTP1 5-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3’ 58°C

5’- TGAGGGCACAAGAAGCCCCT -3’

Albumin 5-GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC-3’ 53°C

5-GCCCTAAAAAGAAAATCCCCAATC-3

ilgili gen bdlgelerinin kopya sayisini ¢ogaltmak igin PCR tiiplerine
Tablo-8'de belirtilen malzemeler karsilarindaki miktarlarda konularak PCR
karigsimi hazirlandi. Hazirlanan bu reaksiyon karigimlari PCR yapilmak Gzere
PCR cihazina yerlestirildikten sonra belirlenen program uygulandi. GSTM1,
GSTT1, GSTP1 (llel105Val) gen bolgeleri icin PCR dongu programi olarak
Tablo-10'da belirtilen sicakhk ve sureler kullanilarak PCR igslemi PCR
cihazinda gergeklestirildi. ‘DNA Taq Polimeraz’ enziminin katalizérliglinde
gerceklestirilen PCR iglemi sonrasinda ilgili gen bolgelerinin kopya sayilari

cogaltiimig oldu.
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Tablo-10: PCR Dongu Programi

Sicaklik Siire

1-Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C 5 dakika
2-Denaturasyon 94 °C 1 dakika
3-Annealing (primere 6zgu sicaklik) 58 °C 1 dakika
4-Extention 72 °C 1 dakika
5-Son extention 72 °C 10 dakika

Kapak sicakhgi 103 °C

2,3 ve 4 iglemler sirasi ile 38 siklus

Jel Elektroforez Protokolii

PCR ile gogaltilmig GSTT1 ve M1 gen urunlerinin tanimlanmasi igin
%Z2’lik agaroz jel elektroforezi uygulandi. %Z2’lik jel hazirlanmasi igin 5 ml
10xTris-Borik Asit-EDTA (TBE) solusyonu 45 ml distile su ile beher igerisinde
karistirildi. Karisimin igine 1 gr agaroz eklendi. Cozelti mikrodalga firinda
“‘medium” ayarinda agaroz ¢ozununceye kadar isitildi. Eriyen jel igine 5 pl
etidyum bromid eklenerek karistirildi. Jel, elektroforez aparatina dokulerek
sogumaya birakildi. Elektroforez tanki, 1XTBE ile doldurularak jel yuritme
islemine hazir hale getirildi. PCR urunleri brom-fenol mavisi ile muamele
edilerek agaroz jele yuklendi. 90-100 volt akimda 15 dk kadar yarutalda.
Yurutme islemi tamamlandiktan sonra ultraviyole i1sin altinda jel gorintistne
bakildi.

Restriksiyon Enzim Kesimine Birakilmasi

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen GSTP1 gen drtnlerinin genotip
tayini icin BsmAl (New England Biolabs) kesim enzimi kullanildi.
5...GTCTC(N)1...3’ /3"...CAGAG(N)5...5 dizileridir (N; Adenin veya Sitozin
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veya Guanin veya Timin). 0,2 ml’lik tuplere 10 pl hacimdeki PCR UrGna, 2 pl
restriksiyon enzim bufferi, 8 pl distile su ve her birey i¢in 5 Unite/pl BsmAl
enzimi olacak sekilde karisim hazirlandi. Karisim enzimin optimum calisma
sicakhgi olan 56°C’de 14-16 saat inkubasyona birakildi. Restriksiyon enzim
kesim sonuglari % 4’liUk agaroz jelde degerlendirildi. Bu jel i¢in 2 gr agaroz
tartilip 1XTBE sollsyonu ile 50 ml total hacme tamamlandi. Agaroz istenilen
konsantrasyonda hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda kaynatildi. icerisine
5 pl etidyum bromid ilave edildi. Karigtirildiktan sonra jel aparatina dokuldu.
BsmAl enzimi ile kesim yapilmig Uranlere brom-fenol mavisi ile muamele

edilerek jele yUklendi.
Genotiplerin Belirlenmesi

Yuratulen drunler ultraviyole 1siginda degenlendirilmistir. GSTP1
genine ait 176 bp’lik PCR Urini 85 bp ve 91 bp iki ayrn Grin olusursa
Val/Val (GG) genotipini, 176 bp, 91 bp ve 85 bp u¢ ayri urin olusursa
lle/Val (AG) genotipi ve 176 bp seklinde olursa lle/lle (AA) genotipi
gOstermektedir (Sekil-7). GSTM1 ve GSTT1 enzimlerinin delesyon tasiyip
tasimadiginin  belirlenmesi icin  kontrol bant olarak albumin geni
kullamlmistir. GSTM1 ve GSTT1 genleri delesyon tasimadiklarinda sirasi
ile 219bp ve 459bp’lik bantlar vermektedirler. Kontrol bandi olan albumin ise
350bp’lik bir bant buyukligune sahiptir. GSTM1 ve GSTT1 genlerinde ayni
anda delesyon bulunduran orneklerde jel ylUrGtmesi sonucunda sadece
albumin bandi gorulmektedir. Sadece GSTM1 ya da sadece GSTT1
delesyonu tagslyan oOrneklerde albumin bandi ve delesyon icermeyen genin
bandi gérulmektedir (Sekil-8).
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0 B B &G

176bp

91bp
85hp

Sekil-7: GSTP1 polimorfizmlerinin  PCR (polimeraz zincir reaksiyonu)
artnlerinin %4’lik agaroz jeldeki goruntisu. Marker: 100 bp DNA marker. 1
ve 2 nolu kuyucuklar lle / Val genotipi (176 bp, 91 bp, 85 bp), 3 nolu kuyucuk
lle / lle genotipi (176 bp).

HEHEEHEHGBAEEA

459bp
350bp

219bp

Sekil-8: GSTM1, GSTT1 polimorfizmlerinin  PCR (Polimeraz zincir
reaksiyonu) drtnlerinin %2’lik agaroz jeldeki gorintisi. Marker: 100 bp DNA
marker. 3 nolu ve 4 nolu kuyucuklar GSTT1+(459bp), GSTM1-, 1 nolu, 5 nolu
ve 8 nolu kuyucuklar GSTT1+(459bp), GSTM1+(219bp), 7 nolu kuyucuk
GSTT1-, GSTM1+(219bp), 2 nolu ve 6 nolu kuyucuklar GSTT1-, GSTM1-.
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istatistiksel Analiz

Verinin istatistiksel analizi SPSS21 istatistik paket programinda
yapilmistir. Verinin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi
ile incelenmigtir. Normal dagiimayan veri igin iki grup karsilastirmasinda
Mann-Whitney U testi kullaniimistir. Kategorik verinin incelenmesinde
Pearson Ki-kare testi, Fisher'in Kesin Ki-kare testi ve Fisher-Freeman-Halton

testi kullanilimistir. Anlamhlik diizeyi p<0.05 olarak belirlenmisgtir.
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BULGULAR

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklari Anabilim

Dali, Tibbi Onkoloji Bilim Dal tarafindan KRK tanisi almis ve/veya takip

edilmekte olan ve Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Genetik Anabilim

Dalina parafin bloklari gelmis 116 hasta, bilinen herhangi bir kanser hikayesi

olmayan 128 kontrol dahil edildi. Hastalarin demografik bulgulan (yas ve

cinsiyet), tumor ozellikleri (lokalizasyon, histolojik tip, grade, evre) ve GSTT1,
GSTM1 ve GSTP1 geni analiz sonuglari kullanildi (Tablo-11a, 11b, 11c ve

11d).

Tablo-11a: Hastalarin cinsiyet, yas, tumor lokalizasyonu, histolojik tip, grade,
evre ve GSTT1, GSTM1, GSTP1 genotip dagihmi

Hasta
No

© 0o N o o b~ W N BB

=
o

11
12
13
14
15
16
17
18

E: erkek, K: kadin, AC: adenokarsinom, MAC: misin6z adenokarsinom, TYH :

hicreli

Cinsiyet

m m X XN X X X m R XN X" m m m RN mMm R

E

Yas

59
54
48
72
73
73
18
63
65
73
24
63
50
7
62
78
59
69

Lokalizasyon

Cikan Kolon
Rektum
Sigmoid Kolon
Inen Kolon
Cekum
Rektum

Cikan Kolon
inen Kolon
Rektum
Rektosigmoid
Cikan Kolon
inen Kolon
inen Kolon
Sigmoid Kolon
Rektum

Cikan Kolon
Rektum
Cekum

Histolojik
tip

AC
MAC
AC
AC
AC
AC
TYH
AC
AC
AC
TYH
AC
AC
AC
AC
AC
AC
TYH

Grade Evre

W N NN N DN W NN N WODN DN DN DNDDN
<

v
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GSTT1,M1
Genotip

T1(+)M1(+)

T1(+)M1(0)
T1(+)M1(0)
T1(+)M1(+)

T1(0)M1(0)

T1(+)M1(0)
T1(+)M1(+)

T1(+)M1(0)
T1(+)M1(+)

M1(+)T1(0)
T1(+)M1(0)

M1(+)T1(0)

M1(+)T1(0)

GSTP1
Genotip

lle/lle
lle/Val
lle/lle
Val/Val
Val/Val

Val/Val
lle/lle

lle/lle
lle/lle

lle/Val
lle/Val

lle/lle
lle/lle

lle/lle
lle/lle

lle/Val
lle/lle

lle/Val
tash yazik



Tablo-11b: Hastalarin cinsiyet, yas, tumor lokalizasyonu, histolojik tip, grade,
evre ve GSTT1, GSTM1, GSTP1 genotip dagihmi

Hasta Cinsiyet  Yas Lokalizasyon Histolojik Gra  Evre Genotip Genotip
No tip de
19 E 73 Cikan Kolon AC 2 IV T1(+)M1(+) lle/lle
20 E a7 Rektum TYH 3 IV T1(+)M1(+) lle/lle
21 E 60 Rektosigmoid AC 2 IV T1(+)M1(+) lle/lle
22 E 58 Rektum AC 2 IV - lle/lle
23 E 69 Rektum AC 2 [\ T1(+)M1(+) lle/Val
24 E 59 Rektum MAC 2 vV T1(+)M1(+) lle/Val
25 E 40 Rektum MAC 2 IV - lle/lle
26 E 73 InenKolon MAC 2 WY T1(+)M1(+) lle/Val
27 E 67 inenKolon AC 2 WY T1(+)M1(+) lle/lle
28 E 67  SigmoidKolon  AC 2 WY M1(+)T1(0) lle/lle
29 E 60 Rektosigmoid AC 2 1\ M1(+)T1(0) lle/lle
30 E 54 Rektum AC 2 \% T1(+)M1(+) lle/lle
31 E 53  Cikan Kolon MAC 2 IV M1(+)T1(0) lle/lle
32 E 56 Rektosigmoid AC 2 vV T1(+)M1(0) lle/lle
33 E 69 Rektum MAC 2 IV M1(+)T1(0) lle/lle
34 E 64  CikanKolon AC 2 v T1(+)M1(0) lle/Val
35 E 73 Transvers AC 2 IV T1(+)M1(+) lle/lle
kolon
36 E 68 Rektum MAC 2 [\ T1(+)M1(0) lle/Val
37 E 69 Rektum AC 2 IV T1(+)M1(+) lle/lle
38 E 43 Sigmoid Kolon TYH 3 I\ T1(+)M1(0) lle/lle
39 E 70 Rektum AC 3 IV T1(+)M1(+) lle/lle
40 E 25 Cikan Kolon TYH 3 I\ M1(+)T1(0) lle/lle
41 E 67 Rektum AC 2 v T1(+)M1(0) lle/Val
42 E 60 Rektosigmoid AC 2 v T1(+)M1(0) -
43 E 57 Cikan Kolon AC 2 v T1(+)M1(0) lle/lle
44 E 58 Rektum AC 2 v T1(+)M1(0) lle/Val
45 E 47 Transvers MAC 2 IV T1(+)M1(0) lle/Val
kolon
46 E 82 Inen Kolon MAC 2 vV T1(+)M1(0) lle/lle
47 K 64 Sigmoid Kolon AC 2 IV T1(+)M1(0) lle/Val
48 E 71 Transvers MAC 2 vV M1(+)T1(0) lle/Val
kolon
49 K 27  InenKolon AC 2 WY T1(+)M1(+) Val/Val
50 K 62 Transvers MAC 2 IV T1(+)M1(+) lle/lle
kolon
51 K 64 AC 2 IV M1(+)T1(0) lle/Val
52 K 56 Rektosigmoid AC 2 \% M1(+)T1(0) lle/lle

E: erkek, K: kadin, AC: adenokarsinom, MAC: misin6z adenokarsinom, TYH: tasl yiuzik
hicreli
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Tablo-11c: Hastalarin cinsiyet, yas, tumaor lokalizasyonu, histolojik tip, grade,
evre ve GSTT1, GSTM1, GSTP1 genotip dagihmi

Hasta Cinsiyet Yas Lokalizasyon Histolojik Gra Evre Genotip Genotip

No L2 de

53 K 56  Sigmoid Kolon AC 2 WY M1(+)T1(0) lle/lle
54 K 70 Cikan Kolon AC 2 vV M1(+)T1(0) lle/lle
55 E 39 Rektum AC 2 [\ T1(+)M1(0) lle/lle
56 E 30 Rektosigmoid AC 2 vV M1(+)T1(0) lle/lle
57 E 62  Rektum AC 2 WY T1(+)M1(0) lle/lle
58 E 62  Rektum AC 2 WY T1(+)M1(0) lle/Val
59 E 55  Rektum AC 2 v T1(+)M1(+) lle/lle
60 K 46 Sigmoid Kolon AC 2 \% M1(+)T1(0) lle/lle
61 K 59 Sigmoid Kolon MAC 2 IV T1(+)M1(+) lle/Val
62 E 57 Cikan Kolon MAC 2 1\ T1(+)M1(+) lle/lle
63 E 57  Rektum MAC 2 IV T1(+)M1(+) lle/lle
64 E 69  Sigmoid Kolon AC 2 1% T1(+)M1(0) lle/lle
65 E 57  InenKolon AC 2 WY T1(+)M1(+) lle/lle
66 K 56 Cikan Kolon MAC 2 \% M1(+)T1(0) lle/lle
67 E 67 inen Kolon AC 2 IV M1(+)T1(0) -

68 K 61  Rektum MAC 2 v T1(0)M1(0) lle/lle
69 K 78 Sigmoid Kolon AC 2 IV M1(+)T1(0) lle/lle
70 K 65 Sigmoid Kolon AC 2 vV T1(+)M1(+) lle/lle
71 K 72 Rektum AC 2 IV T1(+)M1(+) -

72 K 74 Cikan Kolon MAC 2 IV T1(+)M1(+) -

73 E 66 Cikan Kolon AC 2 IV T1(+)M1(0) lle/lle
74 E 66 Sigmoid Kolon AC 2 IV T1(+)M1(+) lle/Val
75 K 54 Rektum AC 2 v M1(+)T1(0) lle/lle
76 E 70 Cikan Kolon AC 2 IV - lle/lle
77 K 53 Cekum AC 2 IV T1(+)M1(+) lle/lle
78 E 59 Rektum MAC 2 \% - lle/lle
79 K 66 Sigmoid Kolon AC 2 1\ - lle/lle
80 K 56 Rektum AC 2 I\ - lle/lle
81 E 62 Rektosigmoid AC 2 1\ - lle/lle
82 E 67 Cikan Kolon AC 2 IV T1(+)M1(+) lle/lle
83 E 49 Rektosigmoid AC 2 IV - lle/lle
84 E 49 Cekum MAC - IV M1(+)T1(0) lle/lle
85 K 59 Sigmoid Kolon AC 2 vV - lle/lle
86 K 49 Rektum TYH 3 \% - lle/lle
87 E 67 Rektosigmoid AC 2 IV T1(+)M1(0) lle/Val

E: erkek, K: kadin, AC: adenokarsinom, MAC: misin6z adenokarsinom, TYH: tasl yizik
hicreli
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Tablo-11d: Hastalarin cinsiyet, yas, tumor lokalizasyonu, histolojik tip, grade,
evre ve GSTT1, GSTM1, GSTP1 genotip dagihmi

Hasta Cinsiyet Yas Lokalizasyon Histolojik Gra Evre Genotip Genotip
No tip de
88 K 66 Cikan Kolon AC 2 \Y, M1(+)T1(0) lle/Val
89 E 56  Rektum AC 2 1% M1(+)T1(0) lle/Val
90 E 51 Rektum AC 2 \% - lle/lle
91 E 51 Rektum AC 2 \Y T1(+)M1(+) lle/lle
92 K 60 Transvers AC 2 \% T1(+)M1(0) lle/lle

kolon

93 E 55 Rektum AC 2 \Y, M1(+)T1(0) lle/Val
94 K 56 Sigmoid Kolon MAC - [\ - lle/Val
95 E 66 Rektum AC - \Y, T1(+)M1(+) lle/lle
96 K 44 Cikan Kolon AC 2 \% - lle/Val
97 E 43 Sigmoid Kolon AC 2 1\ T1(+)M1(+) lle/lle
98 E 59 Rektum AC 2 \% T1(+)M1(+) lle/lle
99 K 41 Rektum AC 3 \Y, M1(+)T1(0) lle/lle
100 E 49 Rektum AC 3 v = Val/Val
101 E 35 Cikan Kolon AC 3 \% T1(+)M1(+) Val/Val
102 E 56 Rektosigmoid AC 2 v - lle/lle
103 K 61  IinenKolon AC 2 vV M1(+)T1(0) lle/lle
104 K a7 Rektum AC - \% M1(+)T1(0) lle/Val
105 K 61  Rektum AC - \Y, T1(0)M1(0) lle/lle
106 E 34 Cikan Kolon AC - \% - lle/Val
107 K 57 Rektum AC - 1\ - lle/lle
108 E 58  Cekum AC 5 v M1(+)T1(0) Val/Val
109 E 61 Cekum AC - \% - lle/lle
110 E 48 Sigmoid Kolon MAC - [\ T1(+)M1(+) lle/lle
111 K 38 Rektum AC - \% M1(+)T1(0) lle/lle
112 E 73 Rektosigmoid AC - v M1(+)T1(0) lle/lle
113 E 38 Sigmoid Kolon MAC = \% T1(+)M1(0) lle/lle
114 E 59 Cikan Kolon AC - \% M1(+)T1(0) -
115 E 58 Cekum AC - \Y, - lle/lle
116 E 49  Rektum AC 2 WY, M1(+)T1(0) lle/lle

E: erkek, K: kadin, AC: adenokarsinom, MAC: misin6z adenokarsinom, TYH: tasl yluzik
hicreli

Yapilan DNA izolasyonu ve PCR galigmalari sonrasi GSTT1 geni ve
GSTM1 geni polimorfizmleri agisindan ¢alismaya alinan 116 hastanin
92’'sinden kullanilabilecek veriler elde edilebilmistir. Hastalarin 58’i erkek
(%63), 34’4 kadin (%37) olup, erkek/kadin orani 1,7 idi. Yapilan DNA
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izolasyonu ve PCR calismalari sonrasi GSTT1 geni ve GSTM1 geni
polimorfizmleri agisindan ¢alismaya alinan 128 kontrol grubunun116’sindan
kullanilabilecek veriler elde edilebilmistir. Kontrol grubunun 59u erkek
(%50,9), 57’si (49,1) kadin olup, kontrol grubu ve hasta grubu arasinda
cinsiyet (p= 0,079) agisindan istatistiksel bir fark bulunamamistir. Hastalarin
medyan yas degeri 60 (18-82) yil olarak saptandi, kontrol grubunun medyan
yas degeri 56 (47-86) yil olarak saptandi. Kontrol grubu ve hasta grubu
arasinda yas (p= 0,065) acisindan istatistiksel bir fark bulunmamigtir. Erkek
hastalarin medyan yas degeri 60 (25-82) yil iken, kadin hastalarin medyan
yas degeri 61 (18-78) yil olarak bulundu.

Yapillan DNA izolasyonu ve PZR calismalari  sonrasi
GSTP1(llel05Vval) geni polimorfizmi acgisindan c¢alismaya alinan 116
hastanin 111’inden kullanilabilecek veriler elde edilebilmistir. Hastalarin 70’i
erkek (%63,1), 41’i kadin (%36,9) olup, erkek/kadin orani 1,7 idi. Yapilan
DNA izolasyonu ve PZR calismalari sonrasi GSTP1 (llel05Val) geni
polimorfizmi agisindan ¢alismaya alinan 128 kontrol grubunun 122’sinden
kullanilabilecek veriler elde edilebilmistir. Kontrol grubunun 63’ erkek
(%51,6), 59u (%48,4) kadin olup, kontrol grubu ve hasta grubu arasinda
cinsiyet (p= 0,078) agisindan istatistiksel bir fark bulunmamigstir. Hastalarin
medyan yas degeri 59 (18-82) yil olarak saptandi, kontrol grubunun medyan
yas degeri 56,5 (45-86) yil olarak saptandi. Kontrol grubu ve hasta grubu
arasinda yas (p= 0,333) acisindan istatistiksel bir fark bulunamamistir. Erkek
hastalarin medyan yas degeri 59 (25-82) yil iken, kadin hastalarin medyan
yas degeri 59 (18-78) yil olarak bulundu. Hastalarin 89'u (%76,7) 50 yas
ustlnde, 27’si (%23,3) 50 yas altinda tani almig idi.

Tumor lokalizasyonuna goére siniflandinidiginda 115 hastanin 7’si
(%6,1) ¢cekum, 21’i (%18,3) cikan kolon, 5'i (%4,3) transvers kolon, 11’i
(%9,6) inen kolon, 18’si (%15,7) sigmoid kolon, 12’si (%10,4) rektosigmoid ve
41’i (%35,7) rektum yerlesimli idi. Histolojik tiplerine gore degerlendirilen 116
tumor oOrneginin 87’si  (%75) adenokarsinom, 22'si (%19) musindz
adenokarsinom , 7’si (%6) tash yuzuk htcreli karsinom idi. Degerlendirmeye

alinan 100 tumor orneklerinin 89'u (%89) orta derece diferansiye (grade Il),
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11'i (%11) kotu derece diferansiye (grade l1ll) idi. Tumor evresine gore

degerlendirmeye alinan 116 hastanin tamami evre 1V idi (Tablo-12).

Tablo-12: Hastalarin cinsiyet, yas, tumoér lokalizasyonu, histolojik tip,

diferansiyasyon ve evre bakimindan dagilimlari.

Cinsiyet
Erkek
Kadin

Yas (Yil)*

Yas

50<

Tiimoér Lokalizasyonu
Cekum

Cikan kolon

Transvers kolon

inen kolon

Sigmoid kolon
Rektosigmoid kolon
Rektum

Histolojik Tip
Adenokarsinom
Musin6z Adenokarsinom
Tash Yuzik Hucreli Karsinom
Diferansiyasyon

Orta diferansiye

Kotu diferansiye

Evre IV

*Median

Sayi (%)

73 (%62,9)
43 (%37,1)
59 (19-82)

89 (%76,7)
27 (%23,3)

7 (%6,1)
21 (%18,3)
5 (%4,3)
11 (%9,6)
18 (%15,7)
12 (%10,4)
41 (%35,7)

87 (%75)
22 (%19)
7 (%6)

89 (%89)
11 (%11)
116 (%100)

GSTT1 geni ve GSTM1 geni agisindan 92 KRK hastasinin,116
kontroltn verileri degerlendirildi. GSTM1 null genotipi tagiyan hasta sayisi 27
(%29,3), M1 pozitif genotipi tasiyan hasta sayisi 65 (%70,7) bulundu. GSTM1
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null genotipi tagiyan kontrol sayisi 49 (%42,2), M1 pozitif genotipi tasiyan
kontrol sayisi 67 (%57,8) bulundu. GSTM1 genotip dagilimi agisindan KRK
hastalari ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir (p>0,05). GSTT1 igin 34 hasta (%37) null genotipi tasirken,
58 hasta (%63) T1 pozitif bulundu. GSTT1 null genotipi tasiyan kontrol sayisi
25 (%21,6) T1 pozitif genotip tasiyan kontrol sayisi 91 (%78,4) bulundu.
GSTT1 genotip dagihmi acisindan KRK hastalari ve kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05). GSTP1 (lle105Val)
polimorfizmi agisindan 111 KRK hastasinin, 122 kontrolin verileri
degerlendirildi. GSTP1 (lle105Val) polimorfizmi igin 76 hastada (%68,5) lle/lle
genotipi, 28 hastada (%25,2) lle/Val genotipi ve 7 hastada (%6,3) Val /Val
genotipi bulundu. Kontrol grubunda ise GSTP1 (llel05Val) polimorfizmi igin
61 bireyde (%50) lle/lle genotipi, 58 bireyde (%47,5) lle/Val genotipi ve 3
bireyde (%2,5) Val/Val genotipi bulundu. GSTP1 (lle105Val) polimorfizmi
lle/lle genotipi hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli ylksek saptanirken
(p=0,004), lle/Val genotipi kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli yiksek
saptandi (p<0,001). lle/Val ve Val/Val genotipini birlikte degerlendirdigimizde
76 hastada (%68,5) lle/lle genotipi, 35 hastada (%31,5) lle/Val veya
Val/Val genotipi, 61 kontrolde (%50) lle/lle genotipi, 61 kontrolde (%50)
lle/Val veya Val/Val genotipi saptanmistir. GSTP1 (llel05Val) polimorfizmi
lle/lle genotipi hasta grubunda istatistiksel olarak anlamh ylksek
saptanirken, lle/Val veya Val/Val genotipi kontrol grubunda istatistiksel
olarak anlamli yuksek saptandi (p=0,004). Hasta ve kontrol grubu allel
frekansi agisindan degerlendirildiginde hasta grubunda lle allel frekans
sikligr %81,1, Val allel frekans sikhgr %18,9 iken kontrol grubunda lle allel
frekans sikhgr %73,8, Val allel frekans sikhgr %26,2 saptanmistir. Allel
frekanslari acgisindan kontrol ve hasta grubu arasinda anlamli fark

saptanmamistir (p=0,06) (Tablo-13).
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Tablo-13: Kolorektal kanser ve kontrol grubu arasinda GSTT1, GSTM1 ve
GSTP1 genotip ve allel frekanslarinin dagilimi agisindan istatistiksel olarak

karsilastiriimasi

Genotip Hasta (n = 92) Kontrol (n = 116) p Degeri
n(%) n(%)
GSTM1 0,55
+) 65 (%70,7) 67 (%57,8)
0) 27 (%29,3) 49 (%42,2)
GSTT1 0,14
+) 58 (%63) 91 (%78,4)
(0) 34 (%37) 25 (%21,6)
Genotip Hasta (n = 111) Kontrol (n =122) p Degeri
n(%) n(%)

GSTP1 llel05Val

lle/lle 76 (%68,5) 61 (%50) 0,004
lle/Val 28 (%25,2) 58 (%47,5) <0,001
Val/Val 7 (%6,3) 3 (%2,5) 0,200
Val* 35 (%31,5) 61 (%50) 0,004
Allel
lle* 81,1 73,8 0,06
Val* 18,2 26,2

* (%) allel sikhgi, ** lle/Val veya Val/Val

GSTM1 ve GSTT1 ikili kombine genotip dagilimlari
degerlendirildiginde hastalarin 34’0 (%37), kontrollerin 56’s1 (%48,3) GSTT1
pozitif, GSTM1 pozitif kombine genotipi tagsimakta olup hasta grubu ve
kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamaktadir
(p=0,102). GSTT1 pozitif GSTM1 null kombine genotipi hastalarin 24’Unde
(%26,1) kontrollerin 35inde (%30,2) saptanmis olup hasta grubu ve
kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamh iligki bulunmamaktadir
(p=0,621). GSTT1 null, GSTM1 pozitif kombine genotipi hastalarin 31’inde

(%33,7), kontrollerin 11’inde (%9,5) saptanmis olup hasta grubu ve kontroller
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arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmigtir (p<0,001). GSTT1 null,
GSTM1 null kombine genotipi hastalarin 3’inde (%3,3), kontrollerin 14’Gnde
(%12,1) saptanmis olup hasta grubu ve kontroller arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmistir (p=0,041) (Tablo-14).

Tablo-14: Kolorektal kanser ve kontrol grubu arasinda GSTM1 ve GSTT1

ikili kombine genotip dagilimlari agisindan istatistiksel olarak karsilastiriimasi

Hasta (n=92) Kontrol (n=116) p Degeri
Kombine Genotip n(%) n(%)
GSTM1 GSTT1

(+) 34 (%37) 56 (%48,3) p=0,102

(+)
0) 31 (%33,7) 11 (%9,5) p<0,001

(+)
(+) 24 (%26,1) 35 (%30,2) p=0,621

©)
©) 3 (%3,3) 14 (%12,1) p=0,041

(©)

GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 (llel05Val) kombine genotip dagilimlari
degerlendirildiginde hastalarin 240G (%27,6), kontrollerin 26’s1 (%23,9)
GSTT1 pozitif, GSTM1 pozitif ve GSTP1 lle/lle kombine genotipi tagsimakta
olup hasta grubu ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmamaktadir (p= 0,551). GSTT1 pozitif, GSTM1 pozitif ve GSTP1 Val
(lle/vVal, Val/Val) kombine genotipi hastalarin 8inde (%9,2), kontrollerin
26'sinde (%23,9) saptanmis olup hasta grubu ve kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlaml iligki bulunmustur (p=0,012). GSTT1 null, GSTM1
pozitif, GSTP1 lle/lle kombine genotipi hastalarin 19unda (%21,8),
kontrollerin 6’sinda (%5,5) saptanmis olup hasta grubu ve kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark saptanmigtir (p=0,001). GSTT1 null, GSTM1
pozitif, GSTP1 Val (lle/val, Val/Val) kombine genotipi hastalarin 10’'unda
(%11,5), kontrollerin 5’'inde (%4,6) saptanmis olup hasta grubu ve kontroller
arasinda istatistiksel olarak anlamh fark saptanmamistir (p=0,124). GSTT1
pozitif, GSTM1 null, GSTP1 lle/lle kombine genotipi hastalarin 12’sinde
(%13,8), kontrollerin 19’unda (%17,4) saptanmis olup hasta grubu ve
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kontroller arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p=0,62).
GSTT1 pozitif, GSTM1 null, GSTP1 Val (lle/val, Val/Val) kombine genotipi
hastalarin 11’inde (%12,6), kontrollerin 13’Unde (%11,9) saptanmis olup
hasta grubu ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmamigtir (p=1). GSTT1 null, GSTM1 null, GSTP1 lle/lle kombine
genotipi hastalarin 3’Unde (%3,4), kontrollerin 7’sinde (%6,4) saptanmis olup
hasta grubu ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmamistir (p=0,517). GSTT1 null, GSTM1 null, GSTP1 Val (lle/Val,
Val/Val) kombine genotipi hastalarda saptanmazken, kontrollerin 7’sinde
(%6,4) saptanmis olup hasta grubu ve kontroller arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur (p=0,018) (Tablo-15).

Tablo-15: Kolorektal kanser ve kontrol grubu arasinda GSTM1, GSTT1 ve
GSTP1 uc¢li kombine genotip dagilimlari agisindan istatistiksel olarak

karsilagtiriimasi

Kombine Genotip Hasta (n=87) Kontrol p
n (%) (n=109) Degeri
n (%)

GSTM1 GSTT1 GSTP1

+) *) llelle 24 (%27,6) 26 (%23,9) 0,551
+) +) Val* 8 (%9,2) 26 (%23,9) 0,012
*) 0) llefle 19 (%21,8) 6 (%5,5) 0,001
+) 0) Val* 10 (%11,5) 5 (%4,6) 0,124
(0) +) llelle 12 (%13,8) 19 (%17,4) 0,620
(0) +) Val* 11(%12,6) 13 (%11,9) 1,000
(0) 0) lleflle 3 (%3,4) 7 (%6,4) 0,517
(0) 0) Val* 0 7 (%6.4) 0,018

*lle/Val veya Val/Val

50 yas Ustu ve alti KRK hastalari GSTT1 geni ve GSTM1 geni
agisindan deg@erlendirildiginde 50 yas ustU hastalarin 23’0 (%32,4), 50 yas ve
alti hastalarin 4’G (%19) GSTM1 null genotipi tasirken, 50 yas Ustl hastalarin
48’i (%67,6), 50 yas ve alti hastalarin 17’si (%81) GSTM1 pozitif genotipi
tasimaktaydi. GSTML1 genotip dagilimi agisindan 50 yas ustu ve alti hastalar
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arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,364). 50 yas
ustl hastalarin 26’s1 (%36,6), 50 yas ve alti hastalarin 8’i (%38,1) GSTT1 null
genotipi tasirken, 50 yas Ustu hastalarin 45’1 (%63,4), 50 yas ve alt
hastalarin 13’0 (%61,9) GSTT1 pozitif genotip tagimaktaydi. GSTT1 genotip
dagilimi agisindan 50 yas Ustu ve alti hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark saptanmamistir (p=1,000). 50 yas Ustl ve alti KRK hastalar
GSTP1 (llel05Val) acisindan degerlendirildiginde 50 yas Ustl hastalarin 58’i
(%69), 50 yas ve alti hastalarin 18’i (%66,7) lle/lle genotipi bulunmustur. 50
yas altl ve Ustl hastalar arasinda lle/lle genotipi agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmamistir (p=0,999). 50 yas Ustl hastalarin 22’si (%26,2),
50 yas ve alti hastalarin 6’s1 (%22,2) lle/Val genotipi bulunmustur. 50 yas alti
ve Ustl hastalar arasinda lle/Val genotipi agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmamistir (p=0,878). 50 yas Ustu hastalarin 4’4 (%4,8), 50
yas ve alti hastalarin 3’0 (%11,1), Val/Val genotipi bulunmustur. 50 yas alti
ve Ustl hastalar arasinda Val/Val genotipi acisindan istatistiksel olarak
anlamh  fark saptanmamistir (p=0,358). Allel frekanslari agisindan
degerlendirildiginde 50 yas ustl hastalarin %82,1'inde, 50 yas ve alt
hastalarin %77,8'inde lle alleli bulunmustur. 50 yas Ustl hastalarin
%17,9’unda, 50 yas ve alti hastalarin %22,2’sinde Val alleli bulunmustur. 50
yas alti ve 50 yas Ustu hastalar arasinda allel frekansi agisindan istatistiksel

olarak anlaml fark saptanmamistir (p=0,608) (Tablo-16).
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Tablo-16: 50 yas alti ve Ustu kolorektal kanser hasta grubu arasinda GSTT1,
GSTM1 ve GSTP1 genotip ve allel frekanslarinin dagihmi acgisindan

istatistiksel olarak karsilastiriimasi

Genotip Hasta Yasi Hasta Yasi p degeri
>50 n(%) <50 n(%)

GSTM1 0,364
+) 48 (%67,6) 17(%81)
(0) 23 (%32,4)  4(%19)

GSTT1 1.000
(+) 45(%63,4) 13(%61,9)
(0) 26(%36,6) 8(%38,1)

GSTP1

lle105Val
lle/lle 58(%69) 18(%66,7) 0,999
lle/Val 22(%26,2) 6(%22,2) 0,874
Val/Val 4(%4,8) 3(%11,1) 0,358
lle* 82,1 77,8 0,608
Val * 17,2 22,2

* (%) allel sikhgi

Hasta grubuna ait patolojik parametreler genotip dagilimi agisindan
degerlendirildi. GSTM1 null ve GSTM1 pozitif genotipleri arasinda tumor
histolojik tipi, grade, ve lokalizasyon agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo-17). GSTT1 null ve GSTT1 pozitif
genotipleri arasinda tumor histolojik tipi, grade ve lokalizasyon agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo-18). GSTP1
lle/lle, lle/Val ve Vall/Val genotipleri ile tumor histolojik tipi, grade ve
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lokalizasyon acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(p>0,05) (Tablo-19).

Tablo-17: Hastalarin timor lokalizasyonu, histolojik tip, diferansiyasyon ve

GSTM1 genotip dagihmi bakimindan istatiksel olarak karsilastiriimasi.

GSTM1 (0) GSTM1 (+) p-degeri
n(%) n(%)
Timor lokalizasyonu 0,833
Cekum 1(3,7) 4 (6,3)
Cikan Kolon 3(11,2) 14 (21,9)
Transves Kolon 2(7.4) 3(4.7)
inen Kolon 3(11,1) 7 (10,9)
Sigmoid Kolon 4 (14,8) 11 (17,2)
Rektosigmoid Kolon 4 (14,8) 5(7,8)
Rektum 10 (37) 20 (31,3)
Histolojik Tip 0,924
Adenokarsinom 21 (77,8) 47 (72,3)
Musin6z 5(18,5) 13 (20)
Adenokarsinom
Tagh YUzuk Hucreli 1(3,7) 5(7,7)
Karsinom
Grade 0,264
Orta Diferansiye 24 (96) 49 (86)
Kot Diferansiye 1(4) 8 (14)
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Tablo-18: Hastalarin tumor lokalizasyonu, histolojik tip, diferansiyasyon ve

GSTT1 genotip dagihmi bakimindan istatiksel olarak karsilastirilmasi.

GSTT1 (0) GSTT1 (+) p-degeri
n(%) n(%)
Tiamor lokalizasyonu 0,879
Cekum 3(9,1) 2(3,2)
Cikan Kolon 7(21,2) 10 (17,2)
Transves Kolon 1(3) 4 (6,9)
inen Kolon 3(9.1) 7(12,1)
Sigmoid Kolon 5 (15,2) 10 (17,2)
Rektosigmoid Kolon 4(12,1) 5 (8,6)
Rektum 10 (30,3) 20 (34,5)
Histolojik Tip 0,930
Adenokarsinom 26 (76,5) 42 (72,4)
Musin6z 6 (17,6) 12 (20,7)
Adenokarsinom
Tasli Yizuk Hucreli 35,9 4 (6,9)
Karsinom
Grade 1,000
Orta Diferansiye 24 (88,9) 49 (89,1)
Kot Diferansiye 3(11,1) 6 (10,9)
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Tablo-19: Hastalarin tumor lokalizasyonu, histolojik tip, diferansiyasyon ve

GSTP1 genotip dagilimi bakimindan istatiksel olarak karsilastiriimasi.

GSTP1 GSTP1 GSTP1 p-degeri

lle/lle lle/Val Val/Val

n(%) n(%) n(%)
Tiimor lokalizasyonu 0,478
Cekum 4 (5,3) 1(3,7) 2 (28,6)
Cikan Kolon 12 (15,8) 6 (22,2) 1(14,3)
Transves Kolon 33,9 2(7,4) 0
inen Kolon 7 (9,2) 1(3,7) 2 (28,6)
Sigmoid Kolon 15 (18,4) 4 (14,8) 0
Rektosigmoid Kolon 9 (11,8) 2(7,4) 0
Rektum 27 (35,5) 11 (40,7) 2 (28,6)
Histolojik Tip 0,428
Adenokarsinom 58 (76,3) 18 (64,3) 7 (100)
Misin6z 13 (17,1) 8 (28,6) 0
Adenokarsinom
Tasl Yizik Hucreli 5 (6,6) 2(7,1) 0
Karsinom
Grade 0,216
Orta Diferansiye 59 (89,4) 22 (91,7) 4 (66,7)
Kot Diferansiye 7 (10,6) 2(8,3) 2 (33,3)
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TARTISMA VE SONUG

Kolorektal kanserler (KRK) gastrointesinal sistemin en ¢ok rastlanan
kanseridir. Erkeklerde prostat ve akciger kanserinden sonra uguncu siklikta,
kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci siklikta goértilmektedir (1). Dinya
capinda her sene 1 milyondan fazla kiside KRK gelismekte ve gelismis
dinyada hastaliga spesifik mortalite orani yaklasik olarak %33’tir. Bu da
hastaligi toplumda 6nemli bir saglik sorunu ve ekonomik yudk haline
getirmektedir (109). Sporadik KRK genetik altyapi, diyet ve yasam tarzi gibi
belli cevresel faktorlerin etkilesimi sonucunda meydana gelen tipik bir
multifaktoriyel hastaliktir. Fakat sporadik KRK’lerdeki genetik altyapinin rolu
tam olarak agiklanamamistir. Glutatyon S-transferazlar (GST) faz Il metabolik
enzimlerin superfamilyasini temsil ederler ve glutatyon ile kemoteropatik
ilaclar, karsinojenler, cevresel kirletici maddeler ve ksenobiyotiklerin genis
spektrumu arasindaki konjugasyonu katalize ederler. GST izoenzimleri farkli
gelisimsel orijinleri olan U¢ ayri gen (sitozolik, mikrozomal ve mitokondrial
transferazlar) ailesi tarafindan kodlanmistir ve bu da memeli tirl igin
elektrofillere ve oksidatif strese karsi koruma saglar (10). Heterosiklik aminler
insanlarda KRK’nin potansiyel sebebi olan karsinojenlerdir ve ayni zamanda
GST'ler tarafindan detoksifiye edildigi gosterilmistir (110). Buna ek olarak
GST’nin ekspresyonunu tetikleyen gidalarin KRK’ye karsi koruyucu oldugu
disundlmektedir (111). GST’lerin  KRK'lere karsi koruyucu oldugu
dogrulanabilirse bu hastalik igin yuksek riske sahip olan bireyler
tanimlanabilir veya GST’lerin ekspresyonlari diyet veya farmakolojik anlamda
manuple edilerek KRK 6nlenebilir. GST’nin koruyucu rolinu arastirmanin bir
yolu GST gen polimorfizminin KRK yatkinhgindaki etkisini calismaktir. insan
genlerindeki u¢ bilinen fonksiyonel polimorfizimler GSTM1, T1 ve P1 olarak
adlandirilir (102,112-114). GSTM1 ve GSTT?’in her ikisi igin varyant allel,
genin delesyonudur ve homozigot allel delesyonu olan bireyler null genotip
olarak adlandirilir, enzim ekspresyonu gorulmez. GSTP1 igin iki genetik
polimorfizim bilinmektedir ve lle-105-Val, baz 1578'deki A>G yer
degistirmesinden kaynaklanir, Ala-114-Val, baz 2293'deki C>T vyer
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degistirmesinden  kaynaklanir. Ile-105-Val polimorfizminin  fonksiyonel
anlamini gostermekte hedefe yonelik mutagenezler kullaniimistir. lle-105
alleli 3,4-dikloro-1-nitrobenzen ile daha buylk aktiviteye sahipken, Val-105
alleli etakrinik asid ve bromosulfofitaein ile daha buyuk aktiviteye sahiptir
(102,105). GSTP1'’in fonksiyonel polimorfizmi (rs1695, lle105Val) daha dusuk
enzim aktivitesi ile sonuglanir. GSTM1 genindeki enzimatik aktivite
g6stermeyen null genotipi beyaz irkin %40-60'inda rapor edilmistir ve GSTT1
null genotipi beyaz irkin %10-20’sinde goérulur (10). Ates ve ark. (115) 2005
yilinda Turkiye'de yaptiklar ¢aligmada kontrol grubunda GSTM1 ve T1 null
genotiplerini sirasiyla %42, %23 oraninda, GSTP1 lle allel frekansini %75,
Val allel frekansini %25 oraninda saptamiglardir. Kiran ve ark. (108) 2010
yilinda yaptiklari ¢calismada kontrol grubunda GSTM1 ve T1 null genatiplerini
siras! ile %57,7, %30,8 oranlarinda saptamislardir. Bizim c¢alismamizda
GSTM1 ve T1 null genotipini kontrol grubunda sirasiyla %42,2 ve %21,6
oranlarinda, GSTP1 lle allel frekansini %73,8 Val allel frekansini %26,2
oraninda saptadik ve bu sonuglar Turkiye’de yapilan diger galismalar ve
literatUr ile uyumludur. Biz ¢alismamizda KRK hasta grubu ve kontrol grubu
arasinda GSTT1l ve M1 delesyon polimorfizimleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli iligki saptamazken, GSTP1 (llel05Val) gen polimorfizmi
genotip dagihmi agisindan istatistiksel olarak anlamli iligki saptadik. KRK
hasta grubunda lle/lle genotipini kontrol grubunda ise lle/Val veya Val/Val
genotipini istatistiksel olarak anlamli yliksek saptadik. Allel frekansi agisindan
degerlendirdigimizde lle allelini hasta grubunda, Val allelini ise kontrol
grubunda yuksek saptadik ancak fark istatistiksel olarak anlamh degildi. KRK
hastalarinin timor lokalizasyonu, tUmor diferansiasyonu, histolojik tipi iceren
klinikopatolojik ozellikleri ile GSTT1 ve M1 delesyon polimorfizimleri ve
GSTP1 (lle105Vval) gen polimorfizmi genotip dagilimi agisindan istatistiksel
olarak anlamli iligki saptamadik.

Hezova ve ark. 2012 yihinda 197 kolorektal kanser hastasi ve 218
kontrol Uzerinde yaptiklari ¢alismada GSTM1, GSTT1, GSTP1 (llel05Val),
GSTAL polimorfizimlerini incelemislerdir. Yalnizca GSTP1 polimorfizmi
lle/Val genotipini azalmis KRK riskiyle iligkili bulmuglardir, diger
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polimorfizimlerle ise anlaml iliski saptamamislardir (10). Khabaz (116) 2012
yiinda KRK tanili 90 hastanin doku 6rneginde ve KRK olmayan 56 kolon
doku 6rneginde GSTP1 Ilel05Val polimorfizmi genotip dagdihmi agisindan
anlamh  fark bulmamigdir. Ayrica ¢alismalarinda GSTP1 llel05Val
polimorfizmi ile hastalarin yasi, cinsiyeti, tUmorun yerlesim yeri, grade ve
evresi arasinda iliski saptamamiglardir. Konstantinos ve ark. (117) KRK ile
GSTM1, T1 delesyon polimorfizimleri ve GSTP1 (llel05Val) polimorfizmi
arasindaki iligkiyi arastirmak amaciyla meta analiz ¢alismasi yapmislardir.
GSTM1 igin 44 galisma (11.998 KRK ve 17.552 kontrol), GSTTL1 igin 34
calisma (8596 vaka, 13598 kontrol), GSTP1 i¢in 19 calisma (5421 vaka,
7671 kontrol), GSTAl igin 4 calisma (1648 vaka, 2039 kontrol)
incelemislerdir. Beyaz irk ve Cin populasyonu igin ayri analizler yapmislar
ve GSTM1 ve T1 null alel tasiyicilarinda KRK i¢in Beyaz irkda artmis risk
saptamislardir. Ancak Cin populasyonu igin anlamh iliski saptamamislardir.
GSTP1 llel05Val polimorfizmi icin  her iki irkta KRK ile iligki
saptamamiglardir. Yong Gao ve ark. (118) KRK ile GSTM1 delesyon
polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastirmak amaciyla 36 vaka kontrol
galismasini igeren meta analiz galismasi sonucunda GSTM1 null genotipi ve
KRK riski arasinda anlamh iliski saptamiglardir. Ayrica calismada tumor
yerlesimi (distal kolon, proksimal kolon) ve etnisiteye (Beyaz irk, Asya,
Afrikan Amerikan) gore siniflandiriidiginda GSTM1 null genotipi ile sadece
Beyaz irkda ve tumoérin proksimal yerlesimlilerde anlamli iligki
saptamiglardir. Yong Gao ve ark. (119) KRK ile GSTP1 (llel105Val)
polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastirmak amaciyla 16 vaka kontrol
¢calismasini igeren meta analiz c¢alismasi sonucunda GSTP1 (llel05Val)
polimorfizmi ve KRK riski arasinda anlamli iliski saptamamiglardir. Deakin ve
ark. (107) yaptiklari calismada GSTT1 ve GSTML1 genotipleri ile oral kanser
(40 vaka), akciger kanseri (108 vaka), mide kanseri (136 vaka) ile aralarinda
anlamh iligki saptamamiglardir. Ancak GSTT1 null genotipiyle KRK (252
vaka) arasinda anlamli iligki saptamiglardir. Ayrica GSTT1 ve M1 genotip
dagilimi agisindan kadin/ erkek cinsiyet, 65 yas alti ve Ustindeki hastalar,

tumoran yerlesimi (sag, sol, rektum), Dukes siniflamasi ve diferansiasyonu
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agisindan anlamh iligki saptamamiglardir. Ayni c¢alismada GST1  null
genotipin artmig Ulseratif kolit riskiyle iligkili oldugunu gostermislerdir ve kalin
barsakta tanimlanmamis ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda genin
onemini desteklemekte oldugunu belirtmislerdir. GSTT1’in holojenize organik
bilesikleri metabolize etme yetenegine bakildiginda epidemiyolojik ¢alismalar
KRK ve drunler aracilidi ile klortinasyon Uurlnlerinin tiketimi ararsindaki
iliskiyi desteklemektedir. Kloroform ve diger halojenize bilesikler suyun
potansiyel kirletici maddeleridir. Fakat bazi halojenize hidrokarbonlar
GSTT1 aracili konjugasyon ile detoksifiye edilebilse de digerleri aktive
edilebilecedi icin gen cevre etkilesimini gostermede detayli kimyasal 6zel
maruz kalma verilerine ihtiya¢ vardir. Koh ve ark. (120) 480 KRK hastasi,
1167 kontrol Uzerinde yaptiklar ¢calismada kontrol hastalari ve KRK hastalari
arasinda GSTT1, M1 ve GSTP1 (llel05Val) polimorfizmi arasinda anlamli
iliski saptamamislardir. Ayni g¢alismada sigara kullanimi ile KRK arasinda
iliskiyi incelemislerdir. GST null veya duslik enzim aktivitesi gdsteren
(GSTP1 lle/val, Val/vVal) genotipe sahip olmayan agir sigara igicileri ile
sigara i¢gmeyenler arasinda KRK riski agisindan fark saptamamislardir.
Ancak en az iki GST null / duaslik enzim aktivitesi gdsteren genotipe
sahip agir sigara icicilerinde istatistiksel olarak yuksek anlamli artmis KRK
riski saptamiglardir (OR, 5,43; 95% CI, 2,22-13,23). Bir GST null / disuk
enzim aktivitesi gOsteren genotipe sahip agir sigara igicilerinde istatistiksel
olarak daha disuk anlamh artmis KRK riski saptamislardir (OR, 2,43; 95%
Cl, 1,01-5,86). Bu bulgularin sonucunda bireyler arasi sigara ile iligkili KRK
yatkinligini GST gen polimorfizimlerinin etkileyebilecegini 6ne surmuslerdir.
Sigaradaki kolorektal karsinojenlerin detoksifikasyonunda GST enzimlerinin
onemli rol oynadigini belirtmiglerdir. Lai ve ark. (121) 491 KRK hastasi ve
GSTT1, M1 ve GSTP1 (llel05Val) polimorfizmleri arasinda anlamli iligki
saptamamiglardir. Tumor yerlesim yerini kolon ve rektum olarak siniflamiglar
ve GSTT1, M1 ve GSTP1 (llel05Vval) polimorfizmi arasinda anlamli iligki
saptamamiglardir. Yine ayni galismada genel sagkalim ile GSTT1, M1 ve

GSTPL1 (llel05Val) polimorfizmi arasinda anlamli iliski saptamamislardir.
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Sporadik KRK vyatkinligi multifaktériyeldir ve dusuk penetransli
genlerin allelik varyantlari ile diyet, yasam aligkanliklari gibi c¢evresel
faktorlerin karsilikli etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Ozellikle her disik
penetransli allelin KRK gelisiminde az etkisi vardir, ancak diger olasi allellerle
ve cevresel risk faktorleriyle etkilesimi kolorektal kanser riskinde onemli
artisla sonuglanir (122). Bizim c¢alismamizda GSTT1 null, GSTM1 null
kombine genotipi hastalarin 3’Unde (%3,3), kontrollerin 14’Gnde (%12,1)
saptanmis olup kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli yuksek
saptanmigtir. Ayrica GSTT1 null, GSTM1 null, GSTP1 Val (lle/vVal, Val/Val)
Ucli kombine genotipi hastalarda saptanmazken, kontrollerin 7’sinde (%6,4)
saptanmis olup kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli yulksek
saptanmigtir. GSTT1 null, GSTM1 pozitif, GSTP1 lle/lle kombine genotipi
hastalarin 19’'unda (%21,8), kontrollerin 6’sinda (%5,5) saptanmis olup hasta
grubunda istatistiksel olarak anlamli yliksek saptanmistir. Wang ve ark. (122)
302 KRK hastasinda yaptigi ¢alismada GSTM1 null genotipini anlamli artmis
rektal kanser riskiyle, GSTT1 null genotipini ise anlaml artmis kolon kanser
riskiyle iligkili bulmusglardir. Ayni galismada ikili kombine GSTML1 null, T1 null,
ikili kombine GSTM1 null, P1 lle/Val/Val/Val ve ikili kombine GSTT1 null, P1
lle/Val/Val/Val, Ggli kombine GSTM1 null, GSTT1 null, P1 lle/Val/Val/Val
genotipleri ile KRK arasinda anlamh artmis iliski saptamiglardir. GST
polimorfizmlerinin etkisi ikili ve ya Uclu GSTT1, M1, P1l Ilel05Val
kombinasyonlari ile artmakta oldugunu belirtmislerdir. Piao ve ark. (123)
GSTT1, M1 genotipleri ve kombine GSTT1 ve M1 null genotipleriyle KRK
arasinda anlamh iliski saptamamiglardir. Ayrica KRK hastalarinda sigara,
alkol kullanimi, timorin evresi, yerlesim yeri ile GSTT1 null ve GSTM1 null
genotipleri arasinda anlamli iliski saptamamiglardir. Welfare ve ark. (124)
178 KRK hastasinda GSTT1 null ve GSTM1 null genotipleri ile hastalik
arasinda anlaml iligki saptamamiglardir. Yine ayni ¢alismada GSTT1 null ve
NAT2 yavas kombine genotiplerini KRK igin risk farktort olarak bulmuslardir.
GSTT1lve GSTML1 null genotipleri, GSTP1 lle105Val polimorfizmi KRK riski

arasindaki tartismali sonuglar sinirli drnek sayisi veya etnisite farkliliklar
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veya cgalisma duzeni farkliliklari ve ayni zamanda farkli gevresel faktorlere
maruz kalmaya dayandirilabilir.

Sonu¢ olarak calismamizda KRK ve GSTT1 ve M1 delesyon
polimorfizimleri arasinda iliski saptamazken, GSTP1 gen polimorfizi lle/lle
genotipini hasta grubunda yUksek saptadik. Ayrica KRK hastalarinin
klinikopatolojik ozellikleri ile GSTT1, M1 ve P1 gen polimorfizimleri arasinda
iliski saptamadik. Gelecekte daha blyuk hasta gruplari lzerinde yapilacak
calismalar KRK hastalarinda GST gen polimorfizimleri ve klinikopatolojik
iligkilerin ortaya konulmasinda daha saglikli verilerin elde edilmesini

saglayacaktir.
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