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OZET

N. E. U. SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BIYOLOJI ANABILIM DALI
DOKTORA TEZI / KONYA 2013

Uz. Dr. H. Saygin DEMIREL

Kolorektal Kanser Riski ile Hipoksiyle indiiklenen Faktor-1Alfa (HIF-1a) ve
von Hippel-Lindau (VHL) Gen Polimorfizmleri Arasindaki Tliski

Kolorektal kanser insanda sik gorulen dort kanser tir( arasinda yer alir ve
Olime gotiren kanserler icerisinde ikinci siradadir. Kolorektal kanser olusumunda
cevresel ve genetik faktorler etkilidir. Birgok kanser turunin gelismesinde etkili
oldugu disunulen HIF-1a geni hicrenin hipoksiye cevabinin anahtar regilatérudur.
VHL tlmor baskilayict bir gendir ve hipoksiye cevap yolaginda énemli rol alr. Bu
¢alismanin amaci, HIF-1a geninin C1772T (rs11549465) ve G1790A (rs11549467)
polimorfizmleri ile HIF-1o’mn oksijen-bagimli degradasyonunu regile eden VHL
genin 5’UTR bolgesindeki fonksiyonel rs779805 polimorfizminin ve ayrica yas,
cinsiyet, ailede kanser dykuisu, sistemik hastaliklar, beyaz toprak maruziyeti, sigara
ve alkol tiketiminin kolorektal kanser riski ile iliskisini arastirmaktir.

Calismaya, kolorektal kanser tanisi almig 92 hasta ile kontrol grubu olarak
101 birey alindi. DNA izolasyonu igin periferal kan kullanildi. HIF-1o. genindeki
rs11549465 C>T ve rs11549467 G>A polimorfizm degisimlerini genotiplemek igin
ARMS-PZR; VHL rs779805 A>G polimorfizm degisimini genotiplemek igin PZR-
RFLP molekdler tan: yontemleri kullanilds.

Hasta ve kontrollerde HIF-1o geni C1772T, G1790A ve VHL geni rs779805
polimorfizmlerinin genetik modellere gore frekanslar: belirlendi. HIF-1a C1772T
polimorfizminin CT/TT genotipleri hasta grubunda daha fazla sayida bulundu
(P<0.05). Odds orant %95 guven araliginda hesaplandi ve 1.96 (1.02-3.77) olarak
bulundu; ancak yas, cinsiyet, ailede kanser dykdst, beyaz toprak maruziyetine gore
ayarlanmis olan odds oram (AOR) %95 guven arahginda 4.79 (1.07-21.48) olarak
bulundu. Calismamizda saptadigimiz bu bulgu CT/TT genotiplerine sahip bireylerde
kolorektal kanser riskinin artmis oldugunu gostermektedir. Ayrica ileri yas, erkek
cinsiyet, ailede kanser oykusu, eslik eden hastahklar ve beyaz toprak maruziyetinin

kolorektal kanser igin birer risk faktoru oldugu istatistiksel analizlerle belirlendi
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(P<0.05). Hastalarda TNM evrelemesinin genotip dagilimlari ile iligkisine bakild,
gruplar arsinda anlaml: farkhilik bulunmad: (P>0.05).

Cahsmamizin sonuclari; ileri yas, erkek cinsiyet, ailede kanser dykusu, eglik
eden hastaliklar ve beyaz toprak maruziyeti gibi risk faktorlerine ilaveten, HIF-1a
C1772T polimorfizmi CT/TT genotip taramasmin, kolorektal kanserin erken

tanisinda avantaj saglayabilir birer risk belirteci olabileceklerini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: HIF-1a, VHL, Polimorfizm; rs11549465, rs11549467,
rs779805, Kolorektal kanser.
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ABSTRACT

Colorectal Cancer Risk in Relation to Hypoxia Inducible Factor-1a (HIF-1e) and

von Hippel-Lindau (VHL) Gene Polymorphisms

Colorectal cancers are among the four most frequently seen cancers in
humans and the 2"in terms of fatality. Environmental and genetic factors have role
in the formation of colorectal cancer. HIF-1a gene, which is thought to have role on
development of many cancer types, is the key regulator of cell’s response to
hypoxia.VHL is a tumor-suppressive gene and has critical role along the pathway of
hypoxia response. The aim of this study is to investigate the relation of the C1772T
(rs11549465) and G1790A (rs11549467) polymorphisms of HIF-1o gene and the
functional rs779805 polymorphism of 5’UTR region of the VHL gene, regulating the
oxygen-dependent degradation of HIF-1a, and age, gender, cancer history of family,
co-existing diseases, exposure to white soil, consumption of cigarette and alcohol
with the risk of colorectal cancer.

In the study, 92 patients who have been diagnosed to have colorectal cancer
and 101 healthy controls were included. Peripheral blood was used for isolating
DNA. ARMS-PZR and PZR-RFLP molecular diagnostic methods were used
respectively, to genotype the HIF-1a gene’s rs11549465 C>T and rs11549467 G>A,
and VHL gene’s rs779805 A>G polymorphism transformations.

The frequencies of HIF-1o gene’s C1772T and G1790A, and VHL gene’s
rs779805 polymorphisms in patients and controls were determined, according to
genetic models. CT/TT genotypes of HIF-1a C1772T polymorphism were found to
increase the risk of colorectal cancer in patients (p<0.05). Odds ratio was computed
as 1.96 (1.02-3.77) within 95% confidence interval (AOR; Adjusted Odds ratio) was
computed as 4.79 (1.07-21.48). This finding in our study shows that colorectal
cancer risk increases in patients having CT/TT. Additionally, it was demonstrated via
statistical analyses that higher age, male gender, cancer history in family, co-existing
diseases, and exposure to white soil stands to be risk factors of colorectal cancer
(p<0.05). No significant relation was found between patients” TNM stages and

distributions of genotype (p>0.05).
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The findings from our study demonstrates that, in addition to risk factors for
colorectal cancer, of higher age, male gender, cancer story in family, co-existing
diseases, and exposure to white soil, scanning CT/TT genotypes of HIF-1a C1772T

polymorphism can be advantageous in early-diagnosis of colorectal cancer.

Keywords: HIF-1a, VHL, Polymorphism; rs11549465, rs11549467, rs779805,
Colorectal cancer.

XVi



1. GIRIS VE AMAC

Yapilan arastirmalar kolorektal kanser siklhigmin tim kanser vakalari
icerisinde tguncu, kanser sebebiyle olan dlumlerin ikinci sirasinda yer aldigimi ortaya
koymaktadir (Knechtel ve ark. 2010). Kolorektal kanser riskini ¢evresel ve genetik
faktorler etkilemektedir. Oksijen homeostazinda kritik bir rol oynayan Hipoksiyle
Indiiklenen Faktor-1 (HIF-1) heterodimerik bir protein olup HIF-1a ve HIF-1p alt
unitelerinden olusmaktadir. Nikleusda bulunan B-alt Gnitesi yapisal, sitoplazmada
bulunan a-alt Gnitesi regllator bilesen olarak islev gérmektedir. Hiicrede HIF-1o’nin
degradasyonu oksijen-bagimli hidroksilasyonla regiile edilmektedir ve bu regulasyon
bir tumor baskilayici gen olan von Hippel-Lindau (VHL) proteini tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bircok fizyolojik ve patofizyolojik olayin gen seviyesindeki
duzenlenmeleri ile hicrelerin oksijensiz ortamda oksijenlenmeyi saglayacak yeni
damar olusumu, alyuvarlarin tretiminde artis ve anaerobik glikolizise kadar cesitli
metabolizma degisikliklerinin hipoksiyle diizenlendigi bilinmektedir (Semenza 2009)
Deneysel calismalarda, HIF-1a’nin normoksik kosullarda bulunan hicrelerde hizla
yikilirken cesitli kanser hiicrelerinde ekspreyonunda artis saptanmistir (Ohh ve ark.
2000; Maynard ve Ohh 2004; Semenza 2009; Qin ve ark. 2012). HIF-1o ve VHL
polimorfizmlerinin  kanser riski Uzerindeki etkileri bircok defa calisilmistir
(Ilingworth ve ark. 2010; Knechtel ve ark. 2010; Domene ve ark. 2012); ancak
kolorektal kanser riski Uzerideki rolt hala belirsizdir.

Bu calismanin amaci; oncelikli olarak HIF-1a geninde tanimlanan C1772T
(rs11549465) ve G1790A (rs11549467) polimorfizmleri ile oksijen varliginda
sitozolde HIF-1o yikimi ile iligskilendirilen timor baskilayict VHL geninde
fonksiyonel rs779805 genetik polimorfizminin kolorektal kanser agisindan bir risk
faktort olup olmadigmmi arastirmaktir. Ayrica ¢alismaya dahil edilen bireylerin yast,
cinsiyeti, ailede kanser 0ykusu, sistemik hastaliklari, beyaz toprak maruziyeti, sigara
ve alkol kullanimi gibi risk faktorlerini kaydederek hasta ve kontrol gruplarindaki

sikligin1 karsilastirmaktr.



2. GENEL BiLGIiLER

Hucrenin molekiler biyolojisi, tim biyolojik bilimlere temel olan ve hizla
blyuyen aktif bir arastirma alanidir. Watson ve Crick’in DNA yapisini tanimlayan
tarihsel makalelerinin yayimlanmasindan elli yil sonra, 2001’de insan genom dizisi
ontaslagmin  tanitimin1  takiben 2003’de dizinin yilksek kalite versiyonu
tamamlanmistir (Knudson 2001; Balmain 2003). insan genomu dizisinin sifresinin
cozllmesi, gen islevi ve dizenlenmesi calismalarina yeni yaklasimlar getirmekte ve
kanser genetiginin gelisimindeki tarihsel kdse taslar1 izlenebilmektedir. Onkogenler
ve tiumor baskilayici genler 1980’lerden glinimize yogun arastirmalarin odag: olmus
insan neoplazmalarinda bulunan bircok stimulatér *“onkogenler” ve baskilayici
“tumor supressor genler” hem tiimérogenezisin hem de normal dizenleyici buyime
yolaklarmmin ne kadar karmasik oldugunun anlasilmasini saglamistir (Macleod 2000;
Nowell 2002). Ayrica bu hizli molekdler bilgi artis1 tip uygulamalarinda yeni ufuklar
acmis kanserden korunma ve tedavi konusunda etkili olanaklar sunmustur
(Vogelstein ve Kinzler 2004; Vescovi ve ark. 2006; Apessos ve ark. 2008).

2.1. TUmor Buyumesi

Timor, hicrenin fizyolojik davranislarin1 kontrol eden sinyallere dogru
tepkiyi gostermek yerine kontrolsiiz cogalmaya baslamalari sonucu olusur. Bir timaor
benign veya malign olabilir (Komarova ve ark. 2003). Malign timdrler benign
olanlarindan birgok sekilde farklilik gdsterirler; malign tumor hucrelerinin temel
farklilig1 invaziv oluslar1 ve metastaz yapmalaridir. Malign bir timér olusumu igin
hucrede en azindan 3 ila 5 mutasyon gerekirken, benign tumdrlerde sadece 1 veya 2
mutasyon bulunabilir (Nowell 2002).

Molekuler ¢alismalardan elde edilen kanitlar, timdrogenezisin ¢ok asamali bir
stre¢c olarak gelistigini gostermektedir. Bu sure¢ icerisinde, genetik degisimler
sonucu, normal bir hicre surekli transformasyonla malign bir timore
donusebilmektedir (Renan 1993; Hanahan ve Weinberg 2000; Knudson 2002). Hiicre
fizyolojisindeki 6 temel degisimin malign timdér olusumunu sagladigi hakkinda
bircok veri mevcuttur. Bunlar hiicre bolinmesini baskilayici sinyallere duyarsizlik,
kendi kendine yeterlilik (otokrin uyarim), programli hiicre 6limunden kagis, limitsiz
yenilenme potansiyeli, strekli anjiogenesiz, doku invazyonu ve metastaz olarak
belirtilmektedir (Hanahan ve Weinberg 2000).



2.1.1. Onkogenler, TuUmor Baskilayic: Genler ve Koruyucu Genler

Hicre cogalmasmin fizyolojisi hucre bolinmesi, farklilasmasi, biyime
blokaji ve apoptozu kontrol eden ilgili molekiler yollarla regile edilmektedir.
Homeostazisin saglanmasi i¢in bu olaylarin siki kontrolu gerekir ve birgok genin
islevini icerir. Bu genlerden bazilarinin diizensiz regilasyonu patolojik durumlarin
ortaya cikmasina yol actigi kadar maligniteye de sebep olmaktadir.
Tumorogenezisden onkogenler, timor baskilayici genler ve genetik kararlilig:
saglayan genler sorumludurlar (Volgelstein ve Kinzler 2004). Genellikle hiicrenin
normal cogalmasmi denetleyen sinyal yollarinda gorev yapan hiicresel genlere
protoonkogenler denir. Protoonkogenlerdeki degisimler, somatik veya germ hicre
mutasyonlariyla olusabilir. Hucrenin ¢ogalmasini ve sag kalimini duzenleyen sinyal
ileti yolaklarinda islevsel bir genin mutasyonundan sonra bir protoonkogen aktiflesip
ekspresyonu degisebilir, yani bir onkogen haline gelebilir (Alberts ve ark. 2008).

Onkogenik  bir  aktivasyon, kromozomal translokasyon, bir gen
amplifikasyonu veya genlerden birinde kritik bir mutasyonla, gen aktivasyonunu
regule eden bir etkinin ortaya ¢ikmas: sonucu olusabilir (Rowley 1983; Knudson
1985; Balmain 2003). Hicrede bazi degisimlere eklenen, bir protoonkogenin bir
allelindeki aktive edici somatik bir mutasyon, hiicreye genellikle secici bir cogalma
avantaji saglamaya yeterli olabilir. Ornek vermek gerekirse MET geni kalitsal
papiller karsinoma icin predispozandwr, akciger, over ve idrar kesesi
karsinomalarinda K-ras geni yer alirken, bas ve boyun kanserlerinde N-ras geni
mutasyonlar1 yaygindir (Vogelstein ve Kinzler 2004).

Genetik degisimler tumor baskilayict genleri zit yonde etkilerler; gen
urinlerinin aktivitelerini azaltarak veya ortadan kaldirarak gen fonksiyonlarmin
kaybina sebep olurlar (Knudson 2002; Vogelstein ve Kinzler 2004). Bu tur
inaktivasyonlari, protein aktivitesi icin esansiyel lokasyonlarda olan yanhs anlamh
mutasyonlar (missense mutations), dur kodonu ile kesilen ve hizli yikilan protein
olusumuna sebep olan mutasyonlar (nonsense mutations), bir baz kaybiyla cerceve
kaymas:1 mutasyonlar: (frameshift mutations), farkli buyukliklerde delesyon veya
insersiyonlar, ya da genin epigenetik davranisindaki farkliliklar olusturabilir.
Hicreye secici bir avantaj kazandirmak igin gerekli diger bir mutasyon ise timor
baskilayic1 genlerin maternal veya paternal alellerini etkileyen genetik (epigenetik de
olabilir) degisimlerdir. Boyle bir durumda inaktivasyon, bir allelin delesyonu ya da
kaltsal olarak heterozigotlugu uzerine diger allelinde somatik mutasyonuyla tumér
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baskilayic1 genin her iki allelininde etkinsizlesmesinden kaynaklanabilir (Knudson
2002; Cvetkovic ve ark. 2004).

Kanser genlerinin, mutasyona ugradiginda tiimorogenezisi tamamen farkl: bir
yoldan kolaylastiran tglinct bir smaifi ise stabiliteyi koruyucu genlerdir. Bu grup,
yanlis eslesme hatalarini1 dogrudan tersine ¢eviren onarim (mismatch repair), hasarl
tek baz cikarma onarmmi (base-excision repair), yanhs nikleotid kesip ¢ikarma
(nuclotide-excision repair) onarmmi genlerini icerir. Bunlar normal DNA
replikasyonu sirasinda olusan yanhishik veya mutajenlere maruz kalma sonucu
induklenen yanlsliklarin duzeltilmesinden sorumludurlar. Insanlarda XPA’dan
XPG’ye kadar simgelenmis yedi farkli onarim geni tanimlanmistir. Kseroderma
pigmentozum (XP) ve herediter nonpoliposis kolon kanseri (HNPCC) bu genlerin
mutasyonlarindan kaynaklanan genomik Kkararsizlik hastaliklarina ornektirler
(Friedberg 2003; Cooper ve Hausman 2004; Cvetkovic ve ark. 2004; Alberts ve ark.
2008; Apessos ve ark. 2008).

Bircok arastirmaci timor hicrelerinin - klonal gelisiminde ve Kklinik
ilerlemelerinde genetik kararsizhgin 6nemini gostermislerdir (Friedberg 2003;
Cvetkovic ve ark. 2004). Son yillarda ilgili yayinlardaki artis, timdrogenezisde
genomik instabilitenin rolind tartismay: gerektirmektedir (Sieber ve ark. 2005).
Artik kanserin, hiicre boltinmesini direk olarak kontrol eden genlerdeki mutasyon
birikiminin sonucu ortaya ¢iktigin1 kabul edenler oldukga fazladir. Bununla birlikte
bu mutasyonlarin mekanizmalar tartisilmaya devam etmektedir. Kanserin temelinde
yatan ¢oklu mutasyonlarin birbirini izlemesi ic¢in Ozellikle genetik kararsizligin
gerekliligi vurgulanmistir. Genetik kararsizlik neoplazi igin gerekli olan karmasik bir
takim degisikligin hiicrede birikmesini hizlandirmaktadir (Lengauer ve ark. 1998;
Sieber ve ark. 2005; Apessos ve ark. 2008).

Hucresel DNA kimyasal, iyonizan radyasyon, isi1, timor indikleyen virusler,
enzimatik hatalar vb. birgok kaynaktan gelen uyaranlarin etkisi altindadir. Ancak
DNA da olusan hasarlarin etkili onarimi ile genetik stabilite muhafaza edilir.
Stabilite genleri genetik degisimleri minimuma indirir, sayet bu genler inaktive
olurlarsa diger genlerde daha yiiksek oranlarda mutasyonlar meydana gelebilir (Elias
1998; Friedberg 2003). Mutasyonlardan potansiyel olarak butiin genler etkilenir;
ancak sadece onkogenler ve timdr baskilayici genlerindeki mutasyonlar net olarak
hicre buytmesini ve bolinmesini etkileyerek mutant hiicreye secici bir ¢ogalma

avantaji saglayabilirler (Volgelstein ve Kinzler 2004).



2.2. Kolorektal Kanserler

Kolon ve rektumun kanserlerine kolorektal kanserler denir. Kolon ve rektumu
kaplayan epitelyum katmanindan koéken alirlar. Bati lkelerinde en yaygin kanser
tipleri arasindadir. Birlesik devletlerde her yil yaklasik 140.000 olgu rapor edilmekte
ve toplam kanser Olimlerinin yaklasik % 11’ini olusturmaktadir (Cooper ve
Hausman 2004; Alberts ve ark. 2008). T.C. Saglik Bakanhg: Kanser Savas Daire
Baskanligi’nin istatistiklerine gore lkemizde kolorektal kanserler, akciger kanseri,
meme kanseri ve mide kanserini takiben 4. sirada yer almaktadir. Ulkemizde
kolorektal kanser siklig1 % 7,7°dir. Erkeklerde daha sik olmak uzere her iki cinsiyette
de goralir. Hastalarin % 59°u erkek, % 41’i kadindir. Erkek/Kadin orani 1.44°dr.
Erkeklerde kolorektal kanser, akciger ve mide kanserlerinden sonra 3. sirada yer
alirken, kadinlarda meme, deri, mide ve ovaryum kanserlerini takiben 5. sirada yer
almaktadir. Kolorektal kanserlerin en sik gorildugu yas araligi 50 -75°dir ve yas
ilerledikce kanser riski yiikselmektedir (Topuz ve Aykan 1998; Phalman ve ark.
1999).

2.2.1. Kolon ve Rektum Anatomisi

Ortalama 150 cm uzunlugunda olan kalin barsaklar cekum, cikan kolon,
transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektum bdéltmleri ile ince barsaklara
bir cerceve olusturacak sekilde, anlse kadar uzamr. Duodenumun Onlinden gegen
dikey bir planla sag ve sol kolon olmak Uzere ikiye ayrildigi varsayilir. Sag kolon;
cekum, apendiks, cikan kolon, fleksura hepatika ve transvers kolon baslangicina
kadar, sol kolon; transvers kolonun distali, splenik fleksura, inen kolon, sigmoid
kolon ve rektumdan olusur. Kalin barsagin baslangici ve en genis yeri olan ¢ekumun
ic arka yuzune ince barsagin ileum bolimi ve apendiks birer delik araciligiyla
acilmaktadirlar. Ileumun distal ucu ile gekum arasindaki gecis yerinde iki dudakl bir
kapakgcik bulunur. Bu kapakciga kolon kapakgig: veya ileogekal valv denir. Tleogekal
valv barsak dokusunun kendi Uzerinde bir kez kivrilmasiyla olusmaktadir.
Yapisindaki diiz kaslar sfinkter gorevini gorir. ileocekal valv, ince barsaktan kalin
barsaga olan akisin daima tek yonli olmasina katkida bulunan énemli bir olusumdur
(Arinci ve Elhan 2001; Drake ve ark. 2007) .

Kolon duvarmin Kkatlari: mukoza, submukoza, sirkuler kas tabakasi,
longitidunal kas tabakasi ve serozadir. Baslica fonksiyonunun igindeki muhtevanin
suyunu emmek olan kalin barsaklar histolojik tabakalar agisindan ince barsaklara



benzerler; ancak plika sirkllaris ve villus icermemeleri ile farklidirlar. Limen ok
sayida goblet hiicresi iceren tek kath prizmatik epitelyum ile kaplidir. Kolondan
sonra gelen ve asil gorevi depolamak olan rektum anal kanalla devam eder ve disar:
acilir (Sekil 2.2.1) Anal kanalin i¢ ve dis olmak (izere 2 adet sfinkteri vardir. ic
sfinkter istemsiz calisan kaslardan olusur ve acilmasi rektum icindeki basinca
baglidir, dis sfinkter ise istemli olarak calisan kaslardan olusmaktadir (Arinci ve
Elhan 2001; Esrefoglu 2004; Gourley ve Gering 2005).

splenik
fleksura

hepatik
fleksura

¥ e

ol [ -

cikan L kolon :
|

apendiks =3

rektum -

anus

Sekil 2.2.1. Kolon ve rektumun yapisi (Drake ve ark. 2007).

2.2.2. Etiyoloji

Gunumuzde siregelen calismalara ragmen tim dinyada onemli bir saglik
sorunu olmaya devam eden Kkolorektal kanserlerin etiyolojisi kesin olarak
bilinmemekte; ancak bazi faktOrler suglanmaktadir. Arastirmalar kolorektal
kanserlerin kolonik mukozay: etkileyen genetik ve cevresel faktorlerin katkilariyla
gelisen multifaktoriyel bir hastalik oldugunu gostermistir (Malazgirt 1996; Clinton
ve ark. 1997; Le Marchand 1999; Sayek 2004; Landi ve ark. 2005).

Kanserlerin patogenezi hicrelerin gogalmas, farklilasmas: ve sag kalimi gibi
genel gereksinimlerin diizenlenmesi islevlerinde anahtar goérev Ustlenen genlerin
mutasyonlarindan etkilenmekte ve hastalik cesitli faktorler sonucu bir seri somatik
mutasyonun birbirini izlemesiyle gelismektedir (Ciani ve ark. 2003; Cooper ve
Hausman 2004; Volgelstein ve Kinzler 2004; Stickle ve ark. 2005; Drake ve ark.
2007; Alberts ve ark. 2008; Wei ve ark. 2012).



2.2.3. Kolorektal Kanser Olusumu

Kolon kanserlerinin ¢cogu kalitsal bir hastalik degildir. Diger kanserler gibi,
kolorektal kanserlerin de baslangigta mutasyona ugrayan somatik bir hicreden
kaynaklandigi ve bu hucrenin nesillerinin ilave mutasyonlarla genetik kararsizlik
kazanarak kontrolsiiz cogalmaya baslamalar: ile gelistigi dustintlmektedir. Genetik
kararsizlik, neoplazi ve koti huyluluk icin gerekli olan karmasik bir takim
degisikligin hiicrede birikmesini hizlandirmaktadir (Alberts ve ark. 2008). Kanserin
cok asamali bir stre¢ oldugunu gosteren davraniglardan biri de ge¢ yaslarda (%901
55 yasindan sonra) ortaya ¢ikmasidir. Calismalar, kolorektal kanserin gorilme
sikliginin 30 ila 50 yaslar1 arasinda on kattan fazla, 50 ile 70 yaslar1 arasinda bir on
kat daha arttigini1 géstermektedir (Sonnenberg ve ark. 2000; Peto 2001; Cooper ve
Hausman 2004).

Kolorektal kanser gelisiminin en erken asamasinda barsak epitelyum
hiicrelerinin cogalma hizi artar ve ¢ok asamali bu stiregte klonal secilimle, daha hizl
cogalan, daha baskin bir nitelik kazanirlar. Giderek bu hiicrelerden polip adi verilen
doku cikintilari seklinde adenomlar ya da kuclk iyi huylu tumdrler olusur. Bu
adenomat6z poliplerin  biylk cogunlugunun kolorektal kanserlerin onculeri
olabilecegine inanilmaktadir. Cap1 1 cm’den daha kucik poliplerde, hicreler ve
bunlarin epitelyum icindeki dizenlerinin bdlgesel detaylar1 genellikle butintyle
normal gozikmektedir. Polip blyldukege, farklilasmamis goriinen ve dizensiz
yapilar olusturan hiicreleri icerme olasiligi artmaktadir. Hastaligin gelisimi genellikle
cok yavas olup, gittikce daha buyuk ve hicre ¢ogalma hiz1 yiksek yeni adenomlar
gelismektedir (Sekil 2.2.2). Daha sonra tumor hucrelerinin epitelyum bazal
laminasini gecgerek altindaki bag dokusuna ulagsmasiyla, benign adenomlardan malign
karsinomlarin gelisimi izlenir. Cogalmay: stirduren bu hicreler, barsag: gevreleyen
kas tabakasi icinde de ilerleyerek, sonunda barsak duvarini asar, karin boslugundaki
mesane, ince barsak ve karaciger gibi diger organlara yayilirlar. Ayni zamanda kan
damarlarina ve lenf yollarina da giren kanser hiicreleri, akciger ve viicudun diger
bolgelerine de metastaz yapma olanagina kavusarak istilaci hale gelmektedirler
(Telatar ve Simsek 1993; Cooper ve Hausman 2004; Vogelstein ve Kinzler 2004;
Landi ve ark. 2005; Vescovi ve ark. 2006; Alberts ve ark. 2008).
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Sekil 2.2.2. Tipik bir kolon kanserinde adenomun enine kesiti (Alberts ve ark. 2008)

2.2.4. Kolorektal Kanserlerde Baz: Ortak Degisiklikler

Kanserlerin ¢ogunda, hicrenin normal davranisini kontrol eden sinyallere
dogru tepkiyi gostermek yerine kontrolsiiz bi¢imde ¢ogalmaya neden olan bazi
onkogenlerin aktivasyonu ya da timor baskilayici genlerin inaktivasyonu Kritik
adimlar olarak tanimlanmustir. Kolorektal kanserlerde p53, K-ras ve APC genlerinin
siklikla mutasyona ugradigi saptanmis; ancak daha baska kritik gorevleri olan
genlerin belirlenmesinin gerekli oldugu vurgulanmistir (Alberts ve ark. 2008).

Bunlardan biri de bizim calismamizda fonksiyonel rs779805 genetik
varyasyonunu inceledigimiz von Hippel-Lindau (VHL) timdr baskilayict gendir.
Yapilan bir calismada VHL ve p53 arasinda ilging bir baglanti saptanmis; VHL
proteininin Mdm2 araciligr ile yikimimni Onledigi stabilize p53 proteinine direkt
baglandig1 ve hiicre donglsu regulasyonunda kritik bir rol aldig: rapor edilmistir
(Ohh 2006). Son yillarda yogun calismalarin odagi olan tumor baskilayici p53
geninin hicre ¢ogalmasini kontrol eden, programlanmis hiicre 6limainu dizenleyen
ve tumor gelisimini baskilayan ¢ok yoénli fonksiyonlar: arastirilmaktadir. Genetik bir
taramada kolorektal kanserlerin yaklasik % 60°inda p53 geninde delesyonlar ya da
etkinsizlestirici mutasyonlar bulundugu bildirilmistir (Alberts ve ark. 2008; Hupp ve
ark. 2012; Li ve ark. 2012; Monti ve ark. 2012; Piccinin ve ark. 2012; Shen ve ark.
2012; Wei ve ark. 2012).



2.2.5. Genetik Faktorler

Kolorektal kansere kalitsal yatkinlik gosteren ender ailelerin izlenmesi kritik
kanser genlerinin bulunmasinda kullanilan yaklasimlardan biridir. Bu yolla kolon
kanserlerinin kalitsal formlari tanimlanmis ve kansere yatkinlik genlerinin kalitilmasi
ile kanser gelisme olasihigmin iligkisi arastirilmistir. Ashinda bilinen genlerin neden
oldugu kanserlerin kalitilmasi, tim kanser olgularinin sadece %5’ini olusturan ender
bir olaydir. Bunlar arasinda en sik gorulen kalitsal kanser sendromu, barsak
kanserlerinin %15’ini olusturan kalitimsal polipsiz barsak kanseridir. (Telatar ve
Simsek 1993; Cooper ve Hausman 2004; Akin 2009).

2.2.5.1. Ailesel Adenomatdz Polipozis Koli (FAP)

FAP’l1 hastalarda 5. kromozomun uzun kolundaki bir delesyon (5g21) APC
geninin taninmasina neden olmustur. Tumor baskilayict bir gen olan APC’nin
delesyonu ya da etkinsizlesmesi genetik testlerle izlenebilir. Otozomal dominant
gecisli olan APC genine ait mutant bir allel etkilenmis bir ebeveynden kalitilabilir ve
diger allelde de somatik bir mutasyon olusabilir; yani iki vurus modeli (two-hit
hipotezi) s6z konusudur (Knudson 2002; Strate ve Syngal 2005).

FAP oldukca nadirdir, toplam kolon kanseri olgularinin %21’inden daha azinda
goraldrler. Riskli bireylerde, yuzlerce benign polip erken eriskin dénemde belirir ve
eger tedavi edilmezse bir ya da daha fazlasimin kot huylu hale gelmesi neredeyse
kacinilmazdir; ancak kanserin gelismesi poliplerin ilk olusumundan yaklasik 12 yil
gectikten sonra farkedilmektedir. Bu durum erken taninin ne kadar 6nemli oldugunu
ortaya koymaktadir (Waxner ve ark. 1998; Akin 2009).

Genler ve islevleri hakkindaki bilgilerimiz gogaldikca, bilinen kritik kanser
genleri ile iliskiye giren diger genlerin etkileri arastirilmistir. APC mutasyonlari
kalitsal olmayan barsak karsinomlarinda da sik gorilmektedir ve APC proteininin,
Wnt (Frizzled reseptorlerine baglanan blyltme faktorleri protein ailesi) sinyal
yolagimin baskilayict bir bileseni oldugu ilk olarak kolon kanser gelisim
calismalarinda tanimlanmustir (Peifer ve Polakis 2000; Volgelstein ve Levine 2000).
Bazi durumlarda Wnt sinyal yolaginin aktiflesmesi APC geninde degil Wnt sinyal
yolaginin  APC’den daha asagida yer alan p-katenini kodlayan gendeki
mutasyonlardan kaynaklanabilir ve APC mutasyonuyla benzer sonuca neden olur.
Normalde tumor baskilayict bir gen olan APC, p-katenine baglanarak etkisini
gosterir ve B-katenine baglandigi zaman kolon epitelinde gogalmay: uyaran gen



diizenleyici bir protein olan TCF4’(in etkinlesmesine engel olmaktadir. Boylece APC
proteininin islevsel olmas: ve B-katenine baglanabilmesi ile hiicre ¢ogalmasmin
kontroll saglanmaktadir. APC’nin bir allelinin mutant olarak ebeveylerden genetik
aktarmmi ve digerinin somatik mutasyonla etkinsizlesmesi, yani APC geninin her iki
kopyasinda kayip olmasi durumunda, Wnt sinyal yolunun bilesenleri olan timor
baskilayic1 genlerin kontroli ortadan kalkar (Moon ve ark. 2004; Jin 2008; Donma
ve Donma 2010). APC’nin inaktivasyonu barsak hicrelerinin anormal ¢cogalmasina
ve cok sayida adenom geliserek, erken adenom dénemine gecilmesine neden olur.
Yine ¢cogu barsak adenomunda, K-Ras ya da sinyal yolaginda Ras’dan sonra gorev
alan raf onkogen ailesinin bir tiyesi olan B-raf genlerinden birinin mutasyon sonucu
aktiflesmesine de sik rastlanmaktadir (Tipale ve Beachy 2001; Alberts ve ark 2008).

Barsak kanserlerini etkileyen diger sinyal yolaklarina bakildiginda hemen
hepsinde TGF-B sinyal yolagini etkileyen mutasyonlara rastlanir ve bu mutasyonlar
erken evre adenomlarda gorilur. Bazi durumlarda ise mutasyonlar TGF-
reseptorinu kodlayan TBRII timaor baskilayici geni inaktive eder. Diger bir durumda
kolon kanserlerinin belki %30’unda mutasyon sonucunda Smad2 ve Smad4
transkripsiyon faktorlerini kodlayan timaor baskilayici genler inaktiflesir. Orta ve gec
donem adenomlar ve adenokarsinomlarda kromozom 18qg’da sikhkla delesyon
izlenmis ve burada 6nemli bir timor baskilayict genin olabilecegi distnilmistar.
Ayni1 zamanda Smad2 ve Smad4 genlerine yakin komsu olan bu gen DCC (deleted in
colon cancer) olarak adlandirilmis ve kodladig: proteinin, hiicre adezyon proteinleri
ve hiicre yuzey glikoprotein molekiilleri ile homoloji gosterdigi bildirilmistir (Cooper
ve Hausman 2004; Strate ve Syngal 2005). Genellikle tumor gelisiminin daha geg bir
asamasinda p53 tumor baskilayici genin inaktivasyonuyla ge¢ donem adenomlar
gelisir ve tablo giderek agirlasir. Erken ve orta asamalarda p53 islev kaybi1 %20
civarindayken, ge¢ donem adenomlarda bu oran %30 olarak izlenmekte ve
karsinomlarda %75’e cikmaktadir. Cok basamakli bu gelisimlerden hicre
cogalmasin1 ve sag kalimini diizenleyen farkli sinyal ileti yolaklarmi etkileyen
onkogen ve timor baskilayici genlerde biriken hasarlar sorumlu tutulmaktadir (Jin
2008; Blyukdogan ve ark. 2009) Sekil 2.2.3’de verildigi gibi kolon kanserlerinde
genellikle APC, B-katenin, K-Ras, Smad4 ve p53 mutasyonlarinin farkli olgularda,
farkli zamanlarda Ust Uste gelisi hastahigin seyrini belirlemektedir (Strate ve Syngal
2005: Hupp ve ark. 2012; Shimomura ve ark. 2013).
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Sekil 2.2.3. Kolorektal kanser gelisiminde ongtrilen genetik degisimler (Alberts ve ark. 2008)

2.2.5.2. Kalitsal Non-Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC)

Kolon kanserinin ikinci ve yaygin kahtimsal formudur. Bunlarda kolon
kanseri olasilig1 kolorektal poliplerin sayisinda artis olmaksizin ylksektir. Kanser
olusumuna yatkinlik saglayan mutasyonlarin, DNA yanlis esleme onarim sisteminin
genlerinde meydana geldigi anlasilmistir. Bu genlerin en fazla mutasyon gorilen
bazilart MSH2, MLH1 ve MSHG6 olup, bakteri ve mayalarda ayrintilariyla incelenmis
olan hatali esleme onarim sistemi mutL ve mutS genlerinin yapi1 ve islevleri
yonunden insandaki benzerleridirler. DNA yanhs esleme hatalarini etkin olarak
onaramayan hiicrelerde genetik kararsizlik hizla artar; mutasyonlarin ¢ogu, 6zellikle
tek nukleotid degisimi ile ya da tek ve iki nukleotid tekrarlarinin uzamas: veya
kisalmas: seklinde olup kromozom diizeyinde goriilmeyen degisikliklerdir. HNPCC
ashnda en yaygin kahtsal hastaliklardan biridir ve tim kolorektal kanserlerin
%15’inin nedenidir. Baslama yas1 ortalama 44°dir ve riskli bireyler 20 yastan
itibaren takip edilmelidir. DNA vyanls esleme onarim genlerinde bulunan
mutasyonlar sonucu hicrenin genetik kararsizligi ve kot huylu davranig kazanmasi
her ne kadar kolon kanserinin en genel belirtisi ise de, etkilenmis bireyler meme,
uterus, over, pankreas ve ince barsak kanserleri dahil bircok kanser tipine yakalanma
riski tasimaktadirlar (Cooper ve Hausman 2004; Alberts ve ark. 2008).

Tablo 2.2.1’de goruldigu gibi kolorektal kanserde genetik kararsizlik birden
fazla yolla ortaya cikabilir (Alberts ve ark. 2008). Bazi durumlarda hiicre
cogalmasmi denetleyen genlerde ya da hicre ici sinyal ileti yolaklarini etkinlestiren
veya inaktive eden farkli genlerdeki mutasyonlarla cesitli yollardan gelisebilir. Baska
bir durumda, kansere géturen ilk mutasyon DNA yanlis esleme onarim genlerinde
olabilir; diger bir durumda ise problem, DNA dizisinde degisiklik olmaksizin, gen
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orintl ifadesindeki epigenetik bir degisiklige bagli olabilir (Cooper ve Hausman
2004; Sayek 2004; Alberts ve ark. 2008).

Tablo 2.2.1. Kolorektal Kanser Hiicrelerinde Bulunan Bazi1 Genetik Anomaliler.

. TUMOR
GEN SINIF ETKILENEN YOLAK
(%)
Tirozin kinaz reseptor sinyal
K Ras Onkogen o 40
iletimi
B-Katenin Onkogen WNT sinyal iletimi 5-10
APC TUmor baskilayict | WNT sinyal iletimi >60
p53 Tamor baskilayic1 | Stres/genetik hasar cevabi 60
Smad4 Tamor baskilayict | TGF- sinyal iletimi 30
TGF-p reseptord 1 TUmor baskilayic1 | TGF-f sinyal iletimi 10
MLH1 ve diger DNA
Tamor baskilayict | DNA yanhs eslesme onarimi 15
yanls eslesme onarim

2.2.5.3. Gardner Sendromu

Otozomal dominant gecisli bu sendromda polipler esas olarak kolonda
olmakla birlikte bitun kanal boyunca yaygin olabilir. Ailesel polipozise benzer olup,
ortalama baslama yas1 25’dir. Polip sayisi1 genellikle 100°den fazladir. Koruyucu
cerrahi tedavi uygulanmayan hemen her hastada kanser gelismektedir (Telatar ve
Simsek 1993; Navaratnam ve ark. 1999).

2.2.5.4. Turcot Sendromu

Ailesel polipozis koli ile malign beyin timorlerinin birlikte gorilmesi ile
karakterizedir. Beyin timarlerinin, Ailesel polipozis koli ve Gardner sendromunun
eksraintestinal belirtisi olarak gelistigi kabul edilmektedir (Telatar ve Simsek 1993;

Navaratnam ve ark. 1999; Sonnenberg ve ark. 2000).

2.2.6. Cevresel Faktorler

Kolorektal kanserlerde 1rksal bir secicilik olmayip bdlgesel risk
faktorlerinden ve beslenme aliskanliklarnin etkilerinden sz edilmektedir. Ozellikle
sanayilesmis (Ulkelerde ve sehirlerde yasayanlarda daha fazla rastlanmasini,
sosyoekonomik yasam sekli, diyet ve kanserojen maddelerle daha fazla karsilasma
riski ile acgiklanmaya calismaktadirlar. Yapilan bir karsilastirmada 1950’lerde
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mortalite oram1 ABD’de yiksek Japonyada dislik iken, daha sonraki yillarda
Japonya’da bat: tipi yasam ve diyete gecise paralel olarak mortalite orani ABD’ye
yaklasmustir. Benzer karsilastirmalar, go¢ eden topluluklarin ev sahibi tlkenin tipik
kanser gorilme sikhigina uyum gosterme egilimi, yoresel farkliliklarin cevresel
etmenlere bagl gibi gorindiguni dustndirmektedir. Bu veriler 1siginda, kanserin
%80-90’min kacmuilabilir ya da en azindan geciktirilebilir oldugu tahmin
edilmektedir (Telatar ve Simsek 1993; Malazgirt 1996; Kalayci1 2002; Alberts ve ark.
2008).

Diyetteki lifli gidalarin miktari, beslenmedeki protein ve yagin tipi ile miktari,
barsak florasinda beslenmeye bagli olarak olusan degisiklikler kanser patogenezinde
yer alan 6nemli unsurlardir. Sigsmanlik, asir1 yagh diyet, hazir gidalar risk faktorleri
arasindadwr. Tutstlenmis ve kizarmis yiyeceklerin diyette fazla bulunmas: halinde
barsaklarda ylksek oranda safra asitleri ve bunlarin metabolitleri tesekkil eder.
Aslinda karsinojen olmayan bu metabolitlerin karsinogenesiz uyarici rol
oynayabilecegi dustintilmektedir. Pisirme yontemine bagli olarak olusan heterosiklik
aromatik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, gida koruyucu nitrit, nitrat ve
benzeri bilesiklerin meme ve kolorektal kanser riskini artirabilecegi savunulmustur
(Malazgirt 1996; Rock 1998; Akin 2009).

Hayvansal yag ve proteinden fakir, liften zengin fazla posa birakan diyetle
beslenen kimselerde kolorektal kanser gelisme insidans: daha disiuk bulunmustur.
Bunun nedeni posali diyetin barsak pasaj zamanini kisaltarak, mukozanin
karsinojenik maddelerle temas suresini azaltmasidir (Romolo 1996). Yine diyette
bulunan kalsiyumun barsak limenindeki iyonize yag ve safra asitlerini baglayarak
suda erimeyen bilesikler haline cevirmek suretiyle kolorektal kanser gelisimini
Onleyebilecegi ileri surulmusttr (Telatar ve Simsek 1993; Sayek 2004).

Biyukdogan ve ark. (2009), besinlere bulasabilen mutajenleri, yiyecek katki
maddelerini, havadan inhalasyonla ya da deriden absorbsiyonla viicuda giren
endistriyel maddeleri, endojen kaynakli prostaglandin, yag asitleri, steroidler gibi
bilesikleri metabolize eden mikrozomal enzim sistemini kodlayan sitokrom p450 gen
polimorfizmleri ile kolorektal kanser arasindaki iliskiyi arastirmis ve cevresel
faktorlerin Gnemini ortaya koyan bir sonugla karsilasmiglardir. Hasta grubunda beyaz
topraga (asbest) maruz kalanlarin orani kontrol grubundan istatistiksel anlamda fazla
bulunmustur. Bu hastalar, toprakla ilgili islerle ugrastiklarini, evlerinin yapisi veya
sivasinda beyaz toprak kullandiklarini ifade etmislerdir. Beyaz topragin kolorektal
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kanser icin bir risk faktori olabilecegini gosteren bu bulgu ¢cevremizde baska hangi
etkenlerin sorumlu olabilecegini dislinmemizi saglamaktadir. Kuskusuz olgularin
cogunda 6zel gevresel risk faktorlerini belirlemek ya da bunlarin nasil etkiledigini
saptamak oldukca zordur. Kolorektal kanserlerin FAP ve HNPCC gibi familyal
Ozellik gosteren %15’ disinda kalan blyik cogunlugunun sporadik ortaya ciktigi
bilinmekte ve etiyolojilerini belirlemek icin calismalar devam etmektedir (Nussbaum
ve ark. 2005; Strate ve Syngal 2005).

Biz de yaptigimiz bu tez galismasinda, hiicre i¢in 6nemli bir mikro-gevresel
faktor olan oksijenin varliginda ve cesitli nedenlerle oksijensiz kaldiginda hiicresel
metabolizmay: diizenleyen mekanizmalar: anlamaya cahstik. Hipoksiyle indiklenen
Faktor-1 alfa (HIF-1a) geninde tamimlanan C1772T ve G1790A oksijen baglama
bolgelerinin gen polimorfizmleri ile normal oksijen konsantrasyonunda HIF-1a
proteininin  sitozolde yikimmi saglayan von Hippel-Lindau (VHL) olarak
adlandirilan timoér baskilayici gende fonksiyonel rs779805 gen polimorfizminin
kolorektal kanser riskine etkisini incelemeyi planladik

HIF-1a, hipoksiye cevap genlerinin en 6nemli transkripsiyon regulatorudur.
HIF-1a proteini normokside prolil hidroksilaz ile hidroksillenip E3 ubikitin ligazin
bir bileseni olan VHL proteinine baglanarak proteozomal yikima ugrarken, hipokside
stabil hale gelmektedir. Calismalar hicrelerde, azalan oksijen konsantrasyonunun
sitoplazmada HIF-1a proteininin birikmesine ve stabil hale gelmesine yol agtigini
ortaya koymustur (Hebestreit ve ark. 2001; Jaakkola ve ark 2001; Liu ve ark. 2004;
Semenza 2008; Konac ve ark. 2009; Hsiao ve ark. 2010; Illingworth ve ark. 2010;
Knechtel ve ark. 2010). Stabilize HIF-1o. proteini, MAP Kkinaz tarafindan
fosforillenir, sitoplazmadan nukleusa gecerek HIF-1p ile baglanir. HIF-1a ile HIF-1
heterodimeri hedef genlerin transkripsiyonunu baslatarak anaerobik enerji
metabolizmasi, anjiyogenez ve hiicresel adaptasyonda anahtar rol oynar (Maxwell ve
ark. 1999; Liu ve ark. 2004; Jaakkola ve ark. 2006; Domene ve Illingworth 2012).

Hipoksiye cevap yolunda ciddi gorevleri olan VHL ve HIF-1a genlerinde
olusan mutasyonlar VHL proteininin HIF-1a’ya baglanma dizeyini etkileyebilir.
VHL’nin HIF-1a’ya zayif baglanmasinin klinik yansimasi kanser ve kardiyovaskuler
hastaliklarla iliskilendirilmektedir (Ke ve Costa 2006; lllingworth ve ark. 2010;
Domene ve Illingworth 2012). Cesitli kanser calismalarinda VHL gen
polimorfizmlerine bagl olarak HIF-1a proteininin sitoplazmada arttig: ve niikleusa
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transaktivasyonu gosterilmistir (Liu ve ark. 2002; Safran ve Kaelin 2003; Jaakkola
ve ark. 2006; Shieh ve ark. 2010).

Liu ve ark. (2004), VHL 598C-T mutasyonunu tasityan hipoksiye duyarlh
homozigotlarda ilk konjenital defekt olarak polisitemi (eritrositoz) tespit ettiklerini
ve rs779805 genetik varyasyonunun da fonksiyonel oldugunu bildirmislerdir.

Kuwai ve arkadaslari (2004), tarafindan yapilan bir calismada HIF-1a
yikiminda rol alan timdr baskilayict gen VHL varyasyonlar: arastirilarak, HIF-1a
proteininin  sitoplazmadaki ekspresyon duzeyi ile iligkilendirilmis ve VHL
mutasyonu bulunan 10 timadr olgusundan 5’inde HIF1a proteininin yuksek seviyede

oldugu gosterilmistir.

2.2.7. Ntihabi Barsak Hastaliklar:

Kolorektal mukozanin prekanserdz hastaliklari arasinda 6zellikle Ulseratif
kolit ve crohn hastaligi bulunmaktadir. Etiyolojileri tam olarak bilinmeyen iltihabi
barsak hastaliklarinda 0zellikle Glseratif kolitlerde, kolorektal kanser riski hastaligin
suresi ile paralel olarak artis gosterir. Mukozada yaygin dlserler ve psédopolipoid
lezyonlar ile mukozal atrofinin goérilmeye basladigi yuzey epitelyumunda erken
yass1 adenom tipinde displazik hucresel degisikliklerin baslamas: uzun yillar icinde
olur. Bu tur vakalarda ilk 10 yilda % 3-5, ikinci 10 yilda % 20’ye kadar yiikselen
malign dejenerasyon gelismektedir (Telatar ve Simsek 1993; Topuz ve Aykan 1998).

2.2.8. Kolorektal Polipler ve Polipozis Sendromlarz

Polip terimi barsak lumenine yerlesen herhangi bir epitelyal lezyona verilen
isimdir. Polip klinik ve endoskopik bir tanimdir, 6nemli olan polibin histolojik
tipidir. Kolorektal polipler olustugu mukozaya bir uzanti ile bagh olabilir (saph
polip) ya da genis bir taban ile mukoza tzerine oturabilirler. Poliplerde buyiime veya
ulserasyon gozlendiginde malignite yontnden degisim akla getirilmelidir. Cok sayida
ve vyaygin olduklarinda polipozis olarak isimlendirilirler. Poliplerden bazilar
kacinilmaz bicimde kansere donisme egilimindedir; gec¢ kalinan ve koruyucu cerrahi
tedavi uygulanmayan hemen her hastada kanser gelisir. Kesin tani histopatolojik

inceleme sonucu yapilir (Kalayci 2002; Drake ve ark. 2007).
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2.2.9. Kolorektal Tumaorlerin Stniflandzrziimas:

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) smiflamasina gore kolorektal kanserler
mikroskobik goruntide grade | (iyi diferansiye), grade 11 (orta derecede diferansiye),
grade 11l (az diferansiye) olarak tanimlanirlar. Histopatolojik agidan da su baslhiklar
altinda incelenmektedir: Epitelyal timdrler (en sik gorilen), endokrin timorler,
epitelyal dis1 timdrler, malign lenfomalar ve sekonder tumorler olarak
smiflandirilirlar. (Kalayci 2002; Drake ve ark. 2007).

Kolorektal kanserlerin komsu dokulara ve diger organlara yayilimi; direkt
yayilim, lenfatik yayilim, hematojen yayilim gibi yollarla olmaktadir. En sik yayilimi
lenfatik sistemledir. Barsak duvarindaki invazyonu tam kata ulasmis olan hastalarin
%50’sinde lenf bezi metastazi saptanmaktadir. Hematojen yayilim karsinom
hucrelerinin kan dolagimina geg¢mesi ile olur. En sik karacigere, ikinci siklikta
akcigere az olarak kemik ve beyine metastaz goruliir (Telatar ve Simsek 1993; Topuz
ve Aykan 1998; Strate ve Syngal 2005).

2.2.10. Kolorektal Kanserlerde Evreleme

Kolorektal kanserlerde ilk kez patolojik evreleme Cuthbert Dukes tarafindan
1929 yilinda yapilmistir. Kanserin direkt yayilimi ve lenfatik tutulumuna dayanan bu
smiflandirma 1954 yilinda Astler-Coller’in timoér derinliginin  6nemine vurgu
yapmasiyla, Dukes sisteminin modifiye sekli gelistirilmistir. Bu sistem prognozla
ilgili olup survi ile lokal timor derinligi, yayilimi ve nodal metastaz arasinda iligki
kurmaktadir. Kolorektal kanserlerin tedavilerinin duzenlenmesi ve prognozlarinin
belirlenmesi amaciyla histolojisi, makroskopisi, uzak ve yakin metastaz kriterleri
dikkate alinarak evrelendirmeler yapilmistir. Giniimuzde American Joint Commitee
on Cancer (AJCC) tarafindan yapilan TNM evrelemesi kullanilmaktadir (Akin
2009).

TNM Evrelemesi (Akin 2009)

T-Primer TUmor:

Tx- Primer timor bilinmeyen.
TO- Primer timoru olmayan.
Tis- in situ karsinoma.

T1- TUmoOr mukoza ve submukozadadir.
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T2- Tumor muskularis propriadadir.
T3- Tumor tim barsak duvarini tutmustur.
T4- TUmor serozayi asip ¢evre dokulari tutmustur.

N-Bdlgesel Lenf Nodu Tutulumu:

Nx- Ilgili veri yok.

NO- Lenf nodu metastazi yok.

N1- Perikolik veya perirektal 1-4 lenf nodu metastazi.

N2- Perikolik veya perirektal 5 ve daha fazla lenf nodu metastaz.
N3- Damar boyunca lenf nodu metastazi.

M-Uzak Metastaz:

Mx- Uzak metastaz hakkinda bilgi yok.
MO- Uzak metastaz yok.
M1- Uzak metastaz var.

Dukes Evrelemesi: Kolon duvar: katlari ve mezenter lenf nodlar1 yayilimi

g6zonine alinarak yapilan evrelendirmedir (Akin 2009).

Astler-Coller Modifikasyonu: Bu sistemle tumdr derinligi, yayilimi ve
metastaz ~ Ozellikleri arasinda iliski  kurulmaktadir. Dukes smiflamasinin

modifikasyonu ile yapilmistir (Akin 2009).

Stage A: Mukozada smirli tumor.

Stage B1: Lenf nodu metastazi olmadan muskularis propriaya kadar timér tutulumu.
Stage B2: Lenf nodu metastazi olmadan barsak duvarini asan timér tutulumu.

Stage C1: Barsak duvarmi asmamis timar ile beraber lenf nodu metastazi.

Stage C2: Barsak duvarmi asmis tiimor ile beraber lenf nodu metastazi.

Stage D: Uzak organ metastaz.
Tablo 2.2.2°de verilen evreleme kriterlerine gore; kolorektal kanserlerde
yayilimi belirlemek, sagkalim siresini tahmin etmek, tedaviyi planlamak, farkl

merkezlerdeki hastalarin tedavilerini karsilastirmak ve takip etmek mumkandir.
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Tablo 2.2.2. Kolorektal Kanserde Evreleme (Akin 2009).

EVRE TNM DUKES ASTLER-COLLER
I TINOMO A A
T2NOMO Bl
INA T3NOMO B B2
1B TANOMO B B3
A T1-2N1MO C C1
I B T3-4N1MO C C2/C3
I C T1-4N2MO C C1/C2/C3
v T1-4N1-2M1 - D

2.2.11. YUksek Risk Gruplarz

Kolorektal kanser oykisl olanlarda (daha dnce opere edilmis), kolorektal
adenomu olanlarda, familyal polipozisi olanlarda, ailede kanser ¢ykusi olanlarda
(birinci derece akrabalarinda en az iki kolorektal kanser 6ykusu), ya da birinci derece
akrabalarda 50 yas Oncesinde kolorektal kanser olanlarda, meme, over ve
endometrium kanser dykisu olan ve radyoterapi almis olanlarda, iltihabi barsak
hastaligi veya Ulseratif koliti olanlarda kolorektal kanser riski artmistir. Aslinda
kolondaki tiim adenomlarin malign potansiyelleri vardir ve bir adenomun malign
potansiyeli buyukligi ile dogru orantilidir. Caplari 2 cm’den buyik olanlarda kanser
riski %20’ye kadar ¢gikmaktadir. Erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara gore biraz daha
fazla iken kadinlarda mortalite oran1 daha yiksektir (Telatar ve Simsek. 1993; Topuz
ve Aykan. 1998; Rovera ve ark. 2007; Akin 2009).

2.2.12. Semptom ve Belirtiler

Kolorektal kanserli hastalarda en yaygin klinik bulgular digkilama
ahskanhgmin degismesi, rektal kanama, rektal akint: seklinde veya diskiyla karigik
mukus sekresyonu, digkinin 6zelliklerinde ve capinda degisiklik, karin agrisi,
anorektal agri, yas ve kot kokulu gaz, halsizlik, istahsizlik, kilo kayb1 ve anemidir.
Hastalarda ayrica defekasyon sonras: rahatlayamama (tenesmus) ve sik defekasyon
sikayeti olabilir. Bu bulgular timériun lokalizasyonu ve hastaligin evresi ile
degisiklikler gostermektedir (Topuz ve Aykan 1998; Kalayci1 2002; Akin 2009).
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2.2.13. Kolorektal Kanserlerde Tan: Teknikleri

Laboratuvar tetkikleri: Kan sayimi, karaciger fonksiyon testleri, diskida gizli
kan, CRP (C-reaktif protein) ve 6zellikle CEA (karsino embriyonik antijen) gibi
tumor belirtecleri bakilir. Kolorektal karsinomlar icin CEA, CA 19-9, CA 72-4, CA
242; TPA (tissue polypeptide antigen) ve TPS (tissue polypeptide specific antigen)
testleri belirleyici olmaktadir. TPA ve TPS timor hicrelerinin S fazi DNA’smi
dolayistyla poliferasyon hizin1 gosterir. Serum CEA dizeyi primer timarin tanisi ve
nukslerin saptanmasinda yaygin kullanilir. Adenomat6z polipi olanlarin takibinde
CEA seviyesinin yukselmesi %80-90 niiks olasiligini akla getirebilir; ancak kesin
tanm icin bunlarin hicbiri tek basina yeterli degildir (Topuz ve Aykan 1998;
Wojciechowics ve ark. 1999).

Genetik testler: Kolorektal kanserde rol aldigi bilinen gen mutasyonlarina,
delesyon, andploidi gibi sayisal ve yapisal kromozom dizensizliklerine bakilir.
HNPCC’li olgulara, Bethesda kriterlerine goére dizenlenmis MSI (mikrosatellit
instabilite) testi ile baslayan bir seri test stratejisi dnerilmektedir. FAP’da, dncelikle
hastaligin nedeni olan APC tek gen mutasyonuna bakilir, test pozitif sonuglanirsa
diger aile Uyelerine tarama testi uygulanarak etkilenen bireyler hastalik gelismeden
evvel bilgilendirilir ve gerekli dnlemler alinir (Strate ve Syngal 2005).

Kolonoskopi: Kolon ve rektumun ici fiber-optik bir aygitla goruntilenir;
biyopsi alma, taniy1 dogrulama ve gerektiginde tedaviyi ayn1 anda gerceklestirme
olanagi saglar (Waxner ve ark. 1998).

Sigmoidoskopi: Cift kontrastli baryumlu kolon grafisi ile birlikte yapilirsa
kolonoskopiye alternatif olabilir (Waxner ve ark. 1998).

Endoskopik Inceleme: Endoskopik tetkik oncesi iyi bir bagirsak temizligi
yapilmasi sarttir. Endoskopi ile direkt tani ve inceleme icin biyopsi alinabilir.

Ultrasonografi: Karaciger metastazlarinin  saptanmasinda ve rektum
tumarlerinin evrelendirilmesinde kullaniimaktadir.

Bilgisayarli Tomografi: Karaciger, over, lenf nodu ve pelvis gibi organlardaki
metastazlar1 gosterir. Anjiyografi ile birlikte yapildigi durumlarda karacigerdeki
metastazlar: saptama oran % 95’lere ulasmaktadir (Scrock 1996; Kalayci 2002).

Pozitron Emisyon Tomografisi: Pelvisteki ntiks tumor ile fibroz dokuyu ayirt
etmede kullanilir. (Kodner ve ark. 1994).
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2.2.14. Tedavi ve Jzlem

Kalitsal yatkinlik ve cevresel faktorlerin rol aldigi kolorektal kanserlerde,
yogun cahsmalara ragmen bireylerin kanserden korunmasi heniiz tam olarak
¢ozlmlenebilmis degildir. Bu nedenle glinimlzde, premalign ve erken neoplastik
lezyonlarin orta ve yuksek risk gruplarinda tarama yontemleri uygulanarak kanserin
erken tam ve tedavileri Onerilmekte ve bu yolla prognoz belirgin sekilde
iyilestirilebilmektedir (Kalayc1 2002; Akin 2009).

Polipler genellikle semptomsuzdur; tani almalar: demir eksikligi anemisi, kilo
kaybi gibi saghk ya da kanser taramalar: sirasinda olur. Tamamen semptomsuz
Kisilerde istendiginde lezyonlarin tanisi gaitada gizli kan arastirilmasi, sigmoidoskopi
kolonoskopi ve kolon grafisi gibi yontemlerle yapilabilir.

Butin toplumlarda kolorektal kanser gelisme riski 40 yasindan sonra belirgin
olarak artmaktadir ve olgularin % 90’dan fazlasi 50 yasin tzerindedir. BOylece ileri
yasin, kolon kanseri gelisimi yoninden orta dereceli bir risk faktori oldugu
vurgulanmaktadir. Asemptomatik olanlarin 50 yastan sonra yilda bir diskida gizli
kan, 5 yilda bir sigmoidoskopi, 5-10 yilda bir kolon grafisi, 10 yilda bir kolonoskopi
yaptirmalari dnerilmektedir (Sonnenberg ve ark. 2000).

Yuksek risk gruplar; tek birinci derece akrabada kolorektal kanser bulunmasi
ile risk 1.7 kat artmakta ya da iki etkilenmis birinci derece akrabalardaki 55 yasindan
onceki indeks olgu teshisinde ise daha yiiksek risk olusmaktadir. inflamatuar barsak
hastaligi olanlarda kanser riskinin hastalik suresiyle orantili olarak arttigi
bildirilmekte ve yiksek risk gruplarinda kolonoskopinin 2 yilda bir yapilmasi
Onerilmektedir (Telatar ve Simsek 1993; Akin 2009; Knechtel ve ark. 2010).

Kolorektal kanserler, nispeten yavas biylyen neoplazmalar oldugundan
tarama yontemleri ve erken tani ile prekanserdz lezyonlarin gikarilmasi sonucu
kanser oran1 6nemli oranda azaltilabilmektedir. Kolerektal kanserlerin temel tedavisi
cerrahi rezeksiyondur. Kanserli kolon segmenti mezosu ve tutulmus lenf nodlari,
varsa invaze etmis komsu organlarla birlikte operasyon ile ¢ikarilir. Hastaya gereken
yardimci tedavi verildikten sonra 6nerilen siklikta kolonoskopi, gaitada gizli kan ve
CEA dizeylerinin bakilmasi ile dikkatli izlem uygulanmasi gerekmektedir (Telatar
ve Simsek 1993; Kalayci 2002; Akin 2009).
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2.3. Bir Tumor Baskilayzct Gen Olan von Hippel-Lindau (VHL)

2.3.1. Insan VHL Geni ve Proteinleri

Insanlarda timér baskilayic1 bir gen olan VHL kromozom 3’iin kisa kolunda
lokalize (3p25-26) 3 ekzonlu bir gendir (Sekil 2.3.1). VHL gen promotdrindn
transkripsiyon faktorleri icin pek cok baglanma yerlerine sahip oldugu 6ngoériilmekte,
VHL ekspresyonunun nasil kontrol edildigi aciklanmaya calisiimaktadir. Bu genin
kodladig1 4-7 kb uzunlugundaki mRNA’dan, translasyon kodon baslangi¢ tarafina
bagli olarak, bilinen herhangi bir proteine benzemeyen farkl buyiklikte iki protein
sentezlenir. Bunlardan biri 30 kDa molekiler agirlikli bir protein olup VHL3, diye
adlandirilir. Digeri alternatif translasyonla sentezlenen yaklasik 18-19 kDa’luk daha
kisa bir VHL g proteinidir. Her iki molekul de timor baskilayici aktiviteyi saglar ve
VHL terimi jenerik olarak benzer fonksiyona sahip olmalarindan dolay: her iki
izoform igin de kullanilir (Duan ve ark. 1995; Kim ve Kaelin 2004).
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Sekil 2.3.1. VHL gen yapis1 ve protein domeynleri. VHL protein drind 3p25-26 kromozomunda
konumlanmig 3 ekson tarafindan kodlanir. Translasyon, kodon baslangi¢ tarafina bagl olarak biri 213,
digeri 160 aminoasitlik iki protein olusur. VHL proteini yapisal olarak bir o ve bir p domeyni olarak
ayrilabilir (Arjumand ve Sultana 2012).

5AV151.

2.3.2. VHL Proteininin Zslevleri

VHL gen Grinud olan VHL proteini birgcok hicre proteini ile etkilesir;
anjiyogenezin  kontroliinde, ekstraselliler matriksin  formasyonunda, hiicre
metabolizmasinda ve mitogenezde rol ahr (Iliopoulos ve ark. 1996; Zatyka ve ark.
2002; Kaelin 2005; Chen ve ark. 2012). Bunun yan: sira, VHL proteininin en iyi
tamimlanmis fonksiyonu substrat taniyici olarak bir E3 ubikitin ligaz kompleksinde
yer almasidir. HIF aktivitesinin baslica regulatori olan bu kompleks normoksik
kosullarda, HIF’in HIF-1a alt birimini hedefleyerek, ubikitinasyon yoluyla HIF-
lo’nin hizl: protozomal degradasyonunu saglar (Kim ve Kaelin 2004; Kaelin 2007b;
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Haase 2009; Altintas ve ark. 2011). Sekil 2.3.2’de goruldigu gibi bu olgu asagidaki
yolla gergeklesir; oksijen varhiginda HIF-1a’nin hidroksilasyonu ile etkinlesen VHL
proteini fonksiyonel hedefi olan iki regulator altyapiya, Elongin C ve Elongin B’ye
baglanir ve baglant: sonras: Cul2 diye adlandirilan dordiincu bir proteinle etkilesir
(Zimmer ve ark. 2004; Aso ve ark. 1995; Kibel ve ark. 1995; Kinshasa ve ark. 1995).
Bu VHL/elonginCB/Cul2 kompleksi Rbx1 denilen bir proteinle daha etkileserek
poliubikitinasyon icin uygun bir hedef olusur (Sekil 2.3.2). Yapiya eklenen bu
enzimler genellikle ubikitin ligazlar (E2, E3 kompleksleri) olarak bilinir ve boylece
olusan poliubikitin kuyrugu yikima ugrayacak substrata bir sinyal ya da flama
hizmeti yaparak intraselliiler yikim igin hedef proteinle baglanirlar (Maina ve ark.
2005; Maynard ve Ohh 2005). Bu suregte tahrip etme olgusu protein parcalayici
kompleks (proteazom) icerisinde proteazlarla gerceklesir (Ohh ve ark. 1998).
Hipoksik kosullarda HIF-1a hidroksillenemez, hidroksillenemeyen HIF-1a yikim
icin VHL proteinine baglanamaz ve birikir. Bu durumlarda yikilamayarak stabil hale
gelen HIF-1a alt Unitesinin nukleusa gectigi, HIF’in diger alt Unitesi HIF-B ile
birleserek 6zel DNA sekanslarina baglandigi, VEGF ve Epo gibi bir takim hedef
genlerin aktivasyonlar1 araciligi ile VHL/HIF-1a yolagmin timor ilerlemesi ve
metastazinda 6zel bir role sahip oldugu gosterilmistir (Semenza 2003; Hes ve ark.
2005; Vaupel ve ark. 2007).

Hicrelerde VHL’nin yetersiz olmasi durumlarinda, oksijen varliginda da,
HIF-1a alt Unitelerinin yikiminin olmadigi yolunda yayinlar vardir. Bu veriler VHL
defektli hucrelerde HIF’in hedef gen ifadelerinin bir izahin1 olusturmaktadir (Duan
ve ark. 1995; Maxwell ve ark. 1999; Cockman ve ark. 2000; Zatyka ve ark. 2002;
Kim ve Kaelin 2004; Hes ve ark. 2005; Kaelin 2007a; Kaelin 2007b; Bahig ve ark.
2008; Altintas ve ark. 2011; Arjumand ve Sultana 2012). VHL hastaliklarinda
VHL’nin elongin B ve C’ye baglandig: yerlerinin sikhikla mutasyona ugradiklari
gosterilmistir (Duan ve ark. 1995; Kibel ve ark 1995; Maxwell 2005). VHL’de
olusan bu degisimler nedeniyle hipoksiyle-induklenebilir proteinler uygun sekilde
yikilamaz, birikir ve stabil hale gelerek HIF tarafindan regile edilen hedef genleri
indlkleyebilir ve yeni kan damarlar1 olusabilirler (Maxwell ve ark. 1999). Boylece
VHL vyetersizliginde, HIF degradasyonu bozulur ve hiicreler oksijensizmis gibi
davranabilirler. Bu durumun, solid tiimorlerin damarlanmasmi ve gelisimini

kolaylastirarak timor biylmesine ciddi olanaklar sagladigi gosterilmistir (Hes ve
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ark. 2005; Maxwell 2005; Michelle ve ark. 2008; Arjumand ve Sultana 2012;
Domene ve Illingworth 2012).
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Sekil 2.3.2. HIF-1a nin VHL ve oksijen bagiml: ubikitinasyonu. VHL proteini alfa (o) ve beta ()
olmak uzere fonksiyonel iki domeyn icerir. VHL proteininin a domeyni Elongin C ye baglanir, o da
Cul2, Rbx1 ve E2 multi- protein kompleksi iginde yer alan Elongin B ye baglanir. VHL- domeyni
ise direkt olarak HIF-1a ya baglanir ve boylece VHL proteini, oksijen miktarina bagli olarak,
hidroksillenmis HIF-1o’nmn proteazomlarda yikimimi saglar (sol taraf). Hipoksik kosullarda HIF-1a
hidroksillenmez. Hidroksillenmemis HIF-1a. VHL proteinine baglanamaz ve birikir. VHL proteininin
yoklugunda ya da defektli oldugu durumlarda da HIF-1a birikir. Yikilamayan ve stabillesen HIF-1a
tarafindan regiile edilen VEGF ve Epo benzeri genlerin ekpresyonu artarak anjiogenezis ve timor
blyumesine yol agilmis olur (Hes ve ark 2005).

2.3.3. VHL Hastaliklarinin Genetik Mekanizmalar:

Azalmis oksijene adaptasyon, yasayan bitin organizmalar icin temel bir
gereksinimdir. Molekiler seviyede, hipoksiye karsi bu adaptasyonda Epo ve VEGF
gibi hipoksi cevap genleri gorev alirlar. Burada Epo kanda tasinan oksijen
kapasitesini artirirken, VEGF kan akimini artirir. Vaskiiler permabilite faktori olarak
da bilinen VEGEF in vitro ve in vivo olarak hipoksi tarafindan regule edilen etkili bir
anjiojenik faktor olarak denenmis, bircok tumor hiicre yolaklarmin gereginden ¢ok
VEGF durettikleri gosterilmistir (Leung ve ark. 1989; Levy ve ark. 1997). Yeni kan

damarlarinin olusumu veya anjiyogenezis de hiicre ve doku hipoksisi igin diger bir
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adaptasyon cevabidir (Shweiki ve ark 1992; Kaelin 2005). Diger bir sdylemle timor
blytumesi igin gerekli timor anjiyogenezisi hipoksiye bir cevap olarak tanimlanir.
Solid tumdr blylmesi, tumor icinde anjiyogenezis olusumuna baghdir ki bu da
VEGF gibi buyime faktorleriyle saglanir. Damarlanma, tlimore oksijen ve gida
saglarken metastaz olusmasini da dolasim sistemi yoluyla kolaylastirmaktadir (White
ve ark. 1995; Levy ve ark. 1997).

2.3.4. Epigenetik Mekanizmalar ve Promotdr Hipermetilasyonu

Dominant etkili timor baskilayici gen inaktivasyonunda, bazi durumlarda
genetik ve epigenetik mekanizmalar paralel etki yapabilirler; deneysel olarak
mutasyonal ve epigenetik bir kombinasyonla her iki allelde de inaktivasyon meydana
gelebilecegi dogrulanmistir (Jones ve Laird 1999; Jones ve Baylin 2002; Arima ve
ark. 2005; Moore ve ark. 2011). Kanserin temelde genetik bir hastalik olduguna
dayali halen yapilmakta olan calismalara ek olarak, elde edilen veriler epigenetik
olaylarin da 6nemli katkilari oldugunu ortaya koymaktadir (Baylin ve ark. 2000;
Robertson 2005). Kalitsal modifikasyonlarin DNA yapisindaki degisimlerden ziyade
gen ekpresyon desenindeki degisimlere dayal olarak ortaya ¢ikmasina epigenetik
degisimler denir. Genlerin promotor bdlgesindeki metilasyonunu da kapsayan bu
epigenetik degisimler, genlerin transkripsiyonel aktivitesini veya onlarin ifadelerini
etkileyebilir. DNA metilasyonu genomik damgalama (genomik imprinting),
kromozom stabilitesi ve gelisim slrecinde gen inaktivasyonunun surekliligi ile
korunmasinit da iceren bir¢cok olayin regiilasyonunda yer alan kritik bir genom
modifikasyonudur (Cooper ve Hausman 2004; Robertson 2005). Metilasyon hizinin
genetik mutasyon hizindan biylk oldugu g6z 6niine alinirsa, epigenetik degisimlerin
genetik mutasyonlardan ziyade neoplazmalar1 baslatabilecegi go6risi 6nem
kazanabilir (Baylin ve ark. 2000). Anormal promot6ér metilasyonu ve imprinting
kayb1 gibi epigenetik degisimler, insan kanserlerinde yaygin degisimler olarak
tanimlanmistir. Ayni zamanda gen fonksiyon bozukluklar: igin timdr baskilayici
genlerin promotor hipermetilasyonu genetik degisimlere alternatif olarak bilinir ve
bunlar dokuya 6zel ya da timdre 6zel tipte olabilirler (Baylin ve ark. 2000; Jones ve
Baylin 2002; Belinsky 2004; Feinberg ve ark. 2006).

DNA molekulleri sitozin bazlarina kovalent olarak baglanan metil gruplariyla
degisiklige ugrayabilirler, genomik DNA’nin bu modifikasyonu timor baskilayici
genleri devre dig1 birakan bir mutasyon kadar énemli olabilir. DNA metilasyonu,
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sitozin-fosfoguanin dindkletidlerince (CpG) zengin olan ve CpG adalar1 diye bilinen
bolgelerdeki sitozinlerde yer almakla sinirlidir. Bu adalar genellikle genin 5° ucunda,
yani promotOr c¢evresinde bulunurlar ki bu bodlge DNA’nin  RNA’ya
transkripsiyonunun yapildigir bolgelerle ilgili olup genellikle metillenmemislerdir
(Laird ve Jaenisch 1994; Bird 2002; Laird 2005). Bu metillenmemis bdélgelerdeki
hipermetilasyon RNA transkripsiyonunu etkileyebilir ve gen fonksiyon kaybin
nedeni olabilir (Bird 2002; James ve Stephen 2003). Birgok tlimérde promotor
bolgedeki hipermetilasyonun, tlimor baskilayici genlerin transkripsiyonunu hem
transkripsiyonel aktivatorlerin baglanmasini engelleyerek hem de metillenmis
DNA’ya 0Ozgul olarak baglanan represorlerin katilimini saglayarak engelledigi
kesfedilmistir. Ornegin, bu calismada 5’UTR bolgesinde rs779805 polimorfizmini
inceledigimiz VHL geninde promotor bolge hipermetilasyonunun fonksiyon kaybina
neden olabilecegi renal hiicre karsinomu, kapiller hemangioblastoma, meme, over
kanserleri ve lenfomalarin ¢ogunda gosterilmistir (Baylin ve ark. 2000; Jones ve
Baylin 2002; Kaelin 2007b; Arjumand ve Sultana 2012).

Iyi diizenlenmis ve muhafaza edilmis DNA metilasyon 6rnekleri memelilerin
gelismesi ve yetiskin organizmalarin normal fonksiyonlar: igin esastir (Panning
1996, Mayer ve ark 2000, Robertson 2005, Merlo ve ark 2006). Aslinda imprint
edilmis genler Ozellikle epigenetik modifikasyonlarin ilgi c¢ekici 6rnekleridir.
Imprinting mekanizmasmin kusurlu olmas: ya da ebeveyn orijinin umulandan farkl
olmas:1 durumunda, islenmemis genlerde patojenik bir fonksiyon kaybi ya da
uygunsuz bir ekspresyon dlzeyi ortaya cikabilecegi vurgulanmistir (Cooper ve
Hausman 2004; Arima ve ark. 2005).
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2.4. Hipoksiyle Indiiklenen Faktor-1 alfa (HIF-1a)
2.4.1. HIF-1 Genleri ve Proteinleri

Insanda hipoksiyle indiiklenen genleri aktive eden HIF-1a gen proteini, HIF-
1 gen ailesinin en iyi bilinen temel elemanlarindan biridir (Yamada ve ark 2005).
HIF-1a geni; 14923.2 kromozom bdlgesinde bulunan 15 ekzon ve 14 introndan
olusan bir gendir (Sekil 2.4.1).
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Sekil 2.4.1. HIF-1a geninin ve proteininin yapisi. HIF-1a geni 15 exon ve 14 intron icerir. HIF-1a
proteini bHLH ve PERN-ARNT-SIM (PAS) domeynlerinden olusur ki bunlar HIF-1p ile
dimerizasyonda yer alirlar. C-terminal kismi iki transaktivator domeyni (TAD), bir inhibitér domeyni
(ID) ve bir nikleer lokalizasyon sinyal bélgesi (NLS) bulundurur. ODD domeyni VHL proteini
tarafindan hedeflenen N-terminal ve C-terminal alt domeynlerini icerir (Chun ve ark. 2002).

Daha sonra yapilan homoloji ve klonlama calismalar1 ile HIF-1a ile homolog
olan HIF-2a ve HIF-3a genleri; HIF-1o ve HIF-2a gen proteinleri ile heterodimer
olusturan aril hidrokarbon nuklear translokatér (ARNT) proteininin sentezinden
sorumlu HIF-1 geni tanimlanmistir. Bunlar PAS (Per-Arnt-Sim) ailesinin temel
heliks-loop-heliks (bHLH) proteinlerini sentezlerler (Sekil 2.4.2) (Kelsey 1993; Park
ve ark. 2003; Yamada 2005; Ke ve Costa 2006). HIF-1a, hipoksiyle indiklenen
genleri aktive ettigi saptanan ilk proteindir. HIF-2a protein yapisi1 bakimindan biyuk
Olglide HIF-1a’ya benzerlik gosterir; ancak dokuya 0zgu ifadelendikleri ve farkl
fonksiyonlara sahip olduklar1 bildirilmektedir. Mesela HIF-1a her hiicrede
bulunabilirken, HIF-2a fare karacigerinde, ttbller sistemin gelismesinde ve vaskuler
endotel hicrelerin yeniden yapilanmalarinda gérev alirlar ve buralarda fazlaca
gordlirler (Kelsey 1993; Tian ve ark. 1997; Jain ve ark. 1998; Brusselmans ve ark.
2001; Wiesener ve ark. 2003). ilging olarak, bobrekte HIF-1a ve HIF-2a’nin her
ikiside bulunmakta iken, miktar: fazla artan HIF-2a renal karsinoma hicrelerinin
cogalmasina neden olur ve inhibisyonu bu ¢ogalmay baskilamaya yeterlidir (Kondo
ve ark. 2002; Kondo ve ark. 2003). Bu nedenlerle, HIF-1a ve HIF-2a oldukca benzer
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olmalarina ve HIF-1p ile dimer olusturarak hedef genlerin aynt DNA sekanslarina
baglanmalarina karsilik farkli doku ve hicresel yayginliga sahip olabilirler ve
belkide farkli hedef genleri aktive edebilirler. HIF-1a ve HIF-2a. gen mutasyonlarmin
her ikisinin de farelerde embriyonik o6ldiricu etki gostermeleri yaninda farkl
fonksiyonlara sahip olduklar1 gosterilmistir (Iyer ve ark. 1998; Ryan ve ark. 1998;
Tian ve ark. 1998; Peng ve ark. 2000). HIF-1 alt Gnitelerinin en az karakterize edileni
HIF-3a’dir ve cok sayida alternatif splaysing (alternatif kesip-ekleme) secenekleri
vermesi yonunden tek olanidir (Maynard ve ark. 2003). HIF-3o’nin splaysing
seceneklerinden biri olan inhibitér PAS domeyn proteininin (IPAS) HIF-1la ya
negatif bir regilatér gibi davrandigi ve bu nedenle HIF-3a’nin genellikle HIF
sisteminin bir antagonisti olabilecegi belirtilmistir (Makino ve ark. 2002).

paoz KSR pase N3
|

|
| oppD [M-TAD||  |C-TAD|ggg

HIF1a | | bHLH | |  PAS |

P P N

RN s s s S s

T S

Sekil 2.4.2. insan HIF-a ve HIF-1p domeyn yapilari. HIF-a (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a ve HIF-30’nin
splaysing 0rind-1PAS) ile HIF-1p bHLH ve PAS protein ailesine aittirler. HIF-1a iki prolinin
hidroksilasyonu ve bir lizinin asetilasyonu ile oksijen regilasyonunu stabillestirmeye aracilik eden bir
ODDD vye sahiptir. Prolin reziddleri HIF-2a. ve HIF-3a icersinde de korunurlar. HIF-1a ve HIF-2a C-
TAD ve N-TAD transaktivasyon bolgelerine sahipken HIF-1p sadece bir TAD icerir. Her alt birimin
toplam amino asit sayilar: domeyn yapisinin sonunda yer almaktadir (Ke ve Costa 2006).

Arastrmalar HIF-1o.  geninde bulunan polimorfizmlerin ifadelenen
proteinlerin aktivitesinde etkili olabilecegini goéstermistir (Prior ve ark. 2003). HIF-
lo’nin 12. ekzonundaki C1772T C>T polimorfizmi protein yapisinda prolins582serin;
G1790A G>A polimorfizmi ise alanin588treonin aminoasit degisimleriyle
sonuclanmaktadir (Sekil 2.4.3). Bizim de kolorektal kanserde etkisini arastirmak
istedigimiz bu polimorfizmler HIF-1o’nin oksijen bagimli degradasyon bdlgesinde
bulunmaktadirlar. Proteinin transaktivasyonel aktivitesinde ve kanser patogenezinde
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etkili olabilirler, HIF-1a’nin hidroksilazlar yoluyla hidroksilasyonunda ve oksijen
bagimli dizenlenmesinde rol oynayabilirler goOrusini test eden calismalar
yapilmaktadir (Masson ve ark. 2001; Safran ve ark. 2003; Manalo ve ark. 2004; Kim
ve ark. 2005; Veronica ve ark. 2005; Mabjeesh ve Amir 2007; Konac ve ark. 2009;
Shieh ve ark. 2010; Havelund ve ark. 2012).
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Sekil 2.4.3. HIF-1o. nin yapist. (Ustteki panel) bHLH, temel heliks-loop-heliks domeyni; PAS, Per-
Arnt-Sim domeyni; ODD, oksijen-bagimh degradasyon domeyni; N-TAD ve C-TAD, N- ve C-
terminal transaktivasyon domeynleri. (Alt panel) Ekzon 12’de kodlanan aminoasit sekanslari. N-TAD
ve tek nlkleotid polimorfizmlerinin sebep oldugu aminoasit degisimlerinin pozisyonlari. Numaralar
sirasiyla amino asitlerin veya niikleotidlerin yerlerini gostermektedir (Tanimoto ve ark. 2003).

2.4.2. HIF-1 Proteinlerinin Islevleri

HIF-1 proteinleri hiicre ve dokularda dustik oksijen basincina adaptasyon,
hiicre sag kalmi ve ¢ogalmasi, anjiyogenez, eritropoez, glukoz almimi ve demir
metabolizmas: gibi olaylara bagli birgok genin hipoksiye transkripsiyonel aktivasyon
cevaplarmin anahtar regulatoridir. HIF-1’in nikleer B-alt Unitesi yapisal, a-alt
unitesi regulator bilesen olarak islev gorir. HIF-1a alt tnitesi normoksik kosullarda
kararsizdir ve sonraki degradasyonlar i¢in E3 ubikutin ligaz kompleksinin bir parcasi
olan VHL proteininin hedefidir. Hipoksik kosullarda HIF-1o proteazomal yikimdan
kacar, sitozolde birikir, stabil hale gelir, fosforillenir ve nlkleusa gecerek HIF-1p ile
heterodimerik bir kompleks olusturur (Sekil 2.4.4). Bu kompleks hipoksiyle
indlklenebilen genlerin giclendirici ya da promotoériine bir DNA baglanma motifi
olan hipoksi cevap elementleri (HRE) ile baglanir ve hedef genlerin
transkripsiyonlarmi baslatir (Semenza ve Wang 1992; Lee ve ark. 2004; Maynard ve
Ohh 2004).
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Sekil 2.4.4. HIF-1a, HIF-1p heterodimerinin hipoksi cevap elementlerine (HRE) baglanmas: ve hedef
genleri. Kisaltmalar: o, HIF-1a; B, HIF-1B (Chun ve ark. 2002).

2.4.3. HIF-1a ve VHL Protein Etkilesimi

Normoksik kosullarda, HIF-1o proteinleri korunumlu iki prolin (P*% ve P
rezidisinden hidroksilize olarak VHL proteinleri ile etkilesirler (Masson ve ark.
2001). Bu prolinlerin hidroksilasyonu prolil hidroksilazlar (PHD) tarafindan O, ve
Fe?* gibi faktorlere bagimh sekilde saglanmaktadir. HIF-1lo’nin iki prolini
hidroksiproline donusturildikten sonra VHL proteini HIF-1a’y1 yakalar. VHL/HIF-
lo. kompleksinin X-1sinlar1 kristallografisi ile incelenmesi, VHL proteini yizeyinde
hidroksiprolinin tam olarak uyacag: bir cep oldugunu gdstermis ve tim baglanma
konfiglrasyonunun oldukga spesifik oldugu bildirilmistir (Hon ve ark. 2002; Min ve
ark. 2002). Boylece HIF-1a’nin E3 ubikitin ligaz kompleksinin bir bileseni olan
VHL proteinine baglanmasi, HIF-1o’nin ubikitinasyonuna sebep olmakta ve sonucta
proteozomlar tarafindan degradasyonu saglanmaktadir (Kamura ve ark. 2000).

HIF-1o’nin stabil olmas: ise hicrede oksijen konsantrasyonunun normoksik
kosuldan (yaklasik %21 O;) hipoksiye (yaklasik %1 O;) dogru adaptasyonunu
gerektirmektedir. Prolin hidroksilasyonu subsrat olarak oksijene ihtiya¢ duydugu igin
hipoksi kosullar1 P*? ve P>®* hidroksilasyonlarm: kisitlamakta ve VHL’nin
baglanmasin1 6nleyerek HIF-1o’nin dengelenmesine oncilik etmektedir (Ohh ve
ark. 2000; Bruick ve McKnight 2001; Epstein ve ark. 2001; lvan ve ark. 2001;
Jaakola ve ark. 2001; Hon ve ark. 2002). Insanda bulunan ti¢ prolil hidroksilaz
izoformu vardir (PHD1-3); normoksik kosullarda HIF-1a hidroksilasyonu igin
oncelikli sorumlunun PHD2 oldugu ileri surulmustir (Berra ve ark. 2003). HIF-

29



lo’nin VHL proteinine baglanan tarafi oksijen-bagimli degradasyon (ODD)
bolgesinde bulunur. ODD bolgesi HIF-1a’nin amino-terminal transaktivasyon
domeyni N-TAD olarak bilinir. HIF-1a’nin ikinci transaktivasyon bolgesi karboksi-
terminal C-TAD icersinde bulunan ve 6zel bir asparajin hidroksilazla hidroksillenen
asparajin N®®  konumlu bélgesidir. Normokside hidroksillenen  N®®*{in
transkripsiyonel koaktivator CBP/p300’e yonelimi faktor engelleyici HIF (FIH)
tarafindan bloke edilir (Mahon ve ark. 2001; Lando ve ark. 2002). Hipoksi dumunda,
PHD’ler ve FIH aktiviteleri baskilanarak prolin ve asparajinlerin hidroksilasyonu
ortadan kalkar, VHL baglanmasi olmaz ve HIF-1a stabilizasyonu meydana gelir.
Stabillenen ve MAPK ile indiiklenerek fosforlanan HIF-1a proteinleri nikleusa
transloke olarak HIF-1f ya baglanir. HIF-1a’nin hidroksillenmemis N®®® bolgesi
CBP/p300°un hedef gene yonlendirilmesine ve transkripsiyonel aktivasyonuna yol
acar (Sodhi ve ark. 2000; Minet ve ark. 2001; Ke ve Costa 2006). Kisaca HIF-1a’nin,
normokside prolil hidroksilasyonu ile VHL baglanmas: icin sinyal olusturarak
yikimi; hipokside ise hidroksillenmemis asparaginin koaktivator CBP/p300’e
baglanmas: ile uyum seviyesine gore hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonu
regule edilmis olur (Sekil. 2.4.5). Diger bir durumda, VHL gen mutasyonlari olan
hicrelerde HIF-1o ve HIF-2a normoksi durumunda da stabildirler ve hipoksiyle
indlklenebilir genlerin fazlaca ekspresyonuna sebep olurlar. Boylece VHL proteini
eksik olan hiicrelerde normal oksijen basinci altinda HIF-1o’nin stabilitesine ve
aktivitesine izin vererek tumdr olusumuna ve hicreler hipoksik kosullara maruz
kalmadan da anjiyogenik faktorleri kodlayan genlerin ekspresyonuna sebep
olabilecekleri bildirilmistir (1liopoulos ve ark. 1996; Kuwai ve ark. 2004; Hes ve ark.
2005; Domene ve Illingworth 2012).
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Sekil 2.4.5. HIF-1 stabilizasyonu ve transaktivasyonunun oksijen-bagimli regiilasyonu. Normokside
(sol taraf), HIF-1a nin iki prolin residiisii (P* ve P***) ve asparajin (N®®) sirastyla PHD’ler ve FIH-1
le O,, 2-OG ve Fe** ye bagimh sekilde hidroksilize edilir. Hidroksilize olan HIF-1a proteinlerinin E3
ubikutin ligaz VHL kompleksine baglanarak proteazom ile yikilmalar: saglanir. Lizin (K**%) nin ARDI
tarafindan asetilasyonu HIF-1a nin tercihan VHL ile reaksiyonunu kolaylastirir. Hidroksillenen N®
transkripsiyonel koaktivator CBP/p300°in yonelimini bloke eder. Hipoksi durumunda (sag taraf)
PHD’lerin ve FIH’1n aktiviteleri baskilanarak prolin ve asparajinlerin hidroksilasyonu ortadan kalkar
ve VHL baglanmas: olmaz. Hidroksillenmemis N®iin koaktivatér CBP/p300’e baglanmas: ve hedef
gene yonlendirilmesi saglanir. Boylece, Stabillesen HIF-1a proteinleri cekirdege transloke olur ve
HIF-1B, MAPK ile indiiklenerek fosforlanmis olan HIF-1a’ya tercihen baglanir. Olusan HIF-1a, HIF-
1B heterodimeri DNA’nin hipoksi cevap elementi (HRE) sekansina baglanir ve hedef genlerin
transkripsiyonunu saglar (Ke ve Costa 2006).

2.4.4. Lizin Asetilasyonunun HIF-1 Degradasyonu Uzerine EtKkisi

Normoksi kosullarda VHL proteininin HIF-1a’ya baglanmasini stimile eden
diger bir yol, HIF-1o’nin ODD domeyninde lokalize lizin 532 (Lys>*?) nin bir
asetiltransferaz  (ARD1) tarafindan asetillenmesidir. ARD1 adi ilk kez

Saccharomyces cerevisiae mayalarinda saptanmis ve adlandirilmas: mitotik hiicre
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siklusunda mutasyon olusturulan defektif mayalardan gelmistir (Whiteway ve
Szostak 1985). Bu asetilasyonun VHL ile HIF-1’in etkilesimini artirarak
proteozomal degradasyonunu destekledigi goOsterilmis; ancak bu c¢alismalarda
mekanizmas: ac¢iklanamamistir (Ravi ve ark. 2000). Daha sonra vyapilan
arastirmalarda normokside ARD1 aktivitesi oksijenden etkilenmedigi igin aktiftir ve
HIF-1a’y1 oksijen seviyesinden etkilenmeksizin asetilleyebilir; fakat hipoksik
durumda ARD1’in mRNA ve protein seviyesi azalir ve bdylece HIF-1la’y1
normoksidekinden daha az asetilleyebilir agiklamas: yapilmistir (Ravi ve ark. 2000;
Kim ve ark. 2001; Jeong ve ark. 2002).

2.4.5. HIF-1’in Fosforilasyonu

Oksijen konsantrasyonuna duyarli HIF-1 aktivitesini regiile etmede esas
oneme hidroksilazlar sahip olmakla birlikte, HIF-1 aktivitesinin kontroliinde
yardimci diger mekanizmalar da vardir. Bunlardan biri evrimsel olarak korunmus ve
mayadan insana kadar tim Okaryot hiicrelerde sinyal iletiminde merkezi rol oynayan
mitojen tarafindan aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolagidir. Bu regulasyonda
MAPK ailesinin proteinleri olan serin/treonin kinazlarin rol aldigi gosterilmistir.
HIF-1’in fosforilasyonu HIF-1p ile dimerlesmesine ve hedef genlerin promotor ya da
guclendirici DNA sekanslarina baglanmasina olanak saglamaktadir (Salnikow ve ark.
2000; Sodhi ve ark. 2000; Gorlach ve ark. 2001; Minet ve ark. 2001; Stiehl ve ark.
2002; Li ve ark. 2004; Salnikow ve ark. 2004).

2.4.6. HIF-1"in Hedef Genleri

Hiicre ve organlar oksijen basincindaki degisikliklere uyum saglama
ihtiyacindadirlar. HIF-1’in  hedef genlerinin  bulunduklar1 dokuya oksijen
saglanmasindaki degisimlere 0Ozel bir sekilde adaptasyon gdstermesi stpriz
olmamalidir. Halen HIF-1’in adaptasyonu ile regile edilen farkli fonksiyonlu 100
den fazla gen tanimlanmistir. HIF-1, hedef genlerin guclendirici ve promotor
bolgelerinde lokalize olmus 50 baz ciftli HRE bdlgesine baglanarak, bu genlerin
ekpresyonlarmi aktive etmektedir (Semenza ve ark. 1991). Dahas: arteriyel endotel
hiicrelerinde, insan genlerinin %2’den fazlasinin, direkt veya indirekt olarak HIF-1
tarafindan regile edildigi bildirilmistir (Manola ve ark. 2005; Koukourakis ve ark.
2006; Semenza 2009).
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2.4.6.1. Anjiyogenezis

Anjiyogenezis farkli hiicre tiplerinde, ¢ok sayida gen Grininln ekspresyonu
ile gerceklesen karmasik bir prosestir (Conway ve ark. 2001). Anjiyogenezisin farkl
basamaklarinda, hipoksi ile bas etmek igin pek c¢ok genin olaylara karistigi
gosterilmistir (Levy ve ark. 1995; Bunn ve Poyton 1996; Forsythe ve ark. 1996;
Berra ve ark. 2000; Giordano ve Johnson 2001; Semenza 2002). Bunlardan endotele
0zgu biyltme faktorleri icinde en fazla ¢alisiimis ve en etkin olan1 VEGF’dir. VEGF,
hipoksik kosullarda endotelyal hticrelerin proliferasyonunu stimile ederek dogrudan
anjiyogenezisin icinde yer alir. Bdylece VEGF ve birtakim diger proanjiyogenetik
faktorlerin indlksiyonu, vaskiler yogunlugu artirir ve oksijen difizyon mesafesini
disurdr (Neufeld ve ark. 1999; Josko ve ark. 2000; Conway ve ark. 2001).

2.4.6.2. Glukoz metabolizmas:

Oksijenin azalmas: durumunda hucreler glukoz metabolizma yollarini
oksijene bagimli trikarboksilik asit (TCA) siklusu yolagindan, oksijen bagimsiz
anaerobik glikoliz yolagina degistirirler (Dang ve Semenza 1999; Seagroves ve ark.
2001). TCA siklusunda bir glukoz molektlinden 30 ATP molekuli dretilirken,
anaerobik glikoliz ile sadece 2 ATP molekull dretilir, hipoksik hicreler ATP
uretimlerini daha fazla glukoz almimi ile yukseltirler. Hipoksi ve HIF-1’in bu
regulasyonu glikolitik yolagin tim enzimleri ve glukoz tasiyicilarinin da
artirilmasiyla saglanir (Chen ve ark. 2001; Wenger 2002). Laktat ve piruvat gibi
glikoliz metabolitlerinin, normokside HIF-1a birikimini artirdigi ve hipoksiyle
indiklenebilir gen ifadelerini regule ettigi ve boylece potansiyel bir pozitif geri
besleme olusturdugu belirtilmistir (Seagroves ve ark. 2001; Lu ve ark. 2002).

2.4.6.3. Hucre proliferasyonu ve sagkalim

Hipokside, HIF-1 insilin-benzeri buyume faktori 2 (IGF2) ve transforme
edici blytme faktori-o (TGF-a) gibi blylime faktorlerini indukler (Feldser ve ark.
1999; Krishnamachary ve ark. 2003). Bu tir buytme faktorlerinin kendi akraba
reseptorlerine baglanmas: sinyal transdilksiyonu yolaklarini aktive ederek hicre
proliferasyonunu/sagkalimin1 destekler ve HIF-1a’nin kendisinin de ekpresyonunu
stimule eder (Semenza 2003). Buylime faktorleri hipoksiyle beraber bazi hicrelerde
MAPK ve fosfatidilinositol 3 kinaz (P13K) sinyal yolaklarmni aktive edebilir, hiicre
proliferasyonunu kolaylastirabilirler. Bu ise IGF2 ve TGF-a kodlayicilar1 da dahil

olmak (zere bazi blyume faktorleri, HIF-1o hedef genlerinin transkripsiyonel
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aktivitelerinin artmasina gotirir ve bdylece kanser olusumunda kritik bir 6neme
sahip olan otokrin-sinyalleme yolaklarina yardimci olur (Krishnamachary ve ark.
2003; Semenza 2003).

2.4.6.4. Apoptozis

HIF-1 genlerinin fonksiyonlarina aykir1 gorinmekle beraber hicrenin
hipoksiye adaptasyonu sadece hicre proliferasyonu ve sag kalimina sebep olmakla
kalmayip aynm zamanda bazi durumlarda hiicre élimine de sebep olabilir. Yapilan
bir cahsmada HIF-1’in kompleks bir rol oynayarak, hipoksik kosullarda apoptozisi
indlkledigi bildirilmistir (Carmeliet ve ark. 1998). Ayni arastirma grubu tarafindan
distik oksijen basincinda HIF-1o delesyonlu kok hiicre genetik caligmalarinda,
delesyonlu olanlardaki apoptozisin normallerden daha az oldugu gosterilmistir. Bazi
hiicre tiplerinde, hipoksik kosullarda, kaspaz-3 ve Apaf-1 araciligiyla kaspaz-9’un
aktive oldugu ve sitokrom c’nin mitokondriden sitozole salindig: rapor edilmistir
(Brunelle ve Chandel 2002; McClintock ve ark. 2002). HIF-1a ve HIF-1p
ekspresyonlarinin, apoptozis ile ve kaspaz-3, Fas-hiicre ylzey reseptorleri, Fas
ligand: gibi apoptoz uyarici faktorlerle anlamli derecede korele oldugu gosterilmistir
(Volm ve Koomagi 2000).

2.4.6.5. Embriyonik gelisim

Embriyonik gelismede HIF-1a, HIF-2a. ve HIF-1pB bilesenlerinin temel rol
oynadig gosterilmistir (Maltepe ve ark. 1997; lyer ve ark. 1998; Ryan ve ark. 1998;
Tian ve ark. 1998; Kotch ve ark. 1999; Peng ve ark. 2000). Bunlardan herhangi
birisinin baskilanmasi durumunda farelerde 6limle sonuglanan anormal vaskuler
gelisim saptanmistir. Normal fare embriyolarinda 8.5 ve 9.5 embriyonik glnleri
arasinda HIF-1a ekspresyonunun artmis oldugu saptanmistir (lyer ve ark 1998). HIF-
lo yetersizligi olan embriyolar yetersiz kan damar1 yapilanmasi, defektli noral ag
gelisimi ve kardiyovaskiler malformasyona bagli olarak 11. embriyonik gunde

Olmaslerdir (lyer ve ark. 1998; Ryan ve ark. 1998).

2.4.6.6. Kanser geligimi

Baz: insan kanserlerinde, muhtemelen intratiméral hipoksi veya genetik
alterasyonlar sonucu HIF-1a ve HIF-2a’nin asir1 ekspresyonu bulunmustur (Zhong
ve ark 1999; Talks ve ark 2000). Tumor blyuklugu artarken, timdr kitlesinin igerisi
yeterli kan damar1 olusturuluncaya kadar giderek hipoksiklesir. Tumor icersindeki
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hipoksik kosullar HIF-1 stabilitesini ve aktivitesini artirabilir (Zhong ve ark. 1999;
Talks ve ark. 2000; Apaydin ve ark. 2008; Knechtel ve ark. 2010).
Immunhistokimyasal analizler normal dokularda olmamasina Kkarsilik; benign
tumorlerde saptanabilir miktarlarda; malign timorlerde artmis miktarlarda;
metastazlarda asir1 miktarlarda HIF-1a proteini bulundugunu gostermistir (Maxwell
ve ark. 1997; Zhong ve ark. 1999; Ryan ve ark. 2000; Harris 2002).

Kanser hiicrelerinde artmis HIF-1a ekspresyonuna baglh olarak kayda deger
sikhikta genetik alterasyonlar vardir. Ornegin, VHL hastaliklarinda belirtildigi gibi
VHL fonksiyon kaybi, temelde HIF-1a protein miktarinin artigina sebep olur
(Illiopoulos ve ark. 1996; Kanno ve ark. 2000). insan kanserlerinin pek cogunda
fonksiyon kaybi tespit edilen p53’Gn, HIF-1o’mn ve HIF-2a’nin hedef gen
transkripsiyonlarinin artmasina sebep oldugu belirtilmektedir (Ravi ve ark. 2000;
Zundel ve ark. 2000). Diger yandan, Rous sarkom (v-Src) retroviral onkogeninin
transformasyon potansiyelinin kismen HIF-1 indiklemesine bagli oldugu ve v-
Src’nin fonksiyon kazanmasinin da HIF-1o ekspresyonunu artirdigina dair deliller
bulunmaktadir (Jiang ve ark. 1997). Diger bir calismada, reseptdr tirozin kinazin
(HER?2) sinyalleme artisinin HIF-1o sentezini artirdig: belirtilmektedir (Laughner ve
ark. 2001). HER2 aktivitesindeki artisin meme kanserlerinde yaygin ve 6nemli bir
genetik alterasyon oldugu bunun da tumor agresifligi, tedavi direnci ve hasta
omrayle korelasyon gosterdigi bildirilmistir. (Talks ve ark. 2000; Semenza 2003;
Vleugel ve ark. 2005).

HIF’in kesfinden sonra hakkinda bildiklerimiz eksponansiyel olarak artmustir.
Hipoksinin gen ekpresyonu yoluyla hiicre biyolojisi ve memeli fizyolojisindeki
O6nemi ve oksijen homeostazinda oynadigi kritik rol iyi bilindiginden, bunlarin
Otesinde HIF-1’in kanser gibi insan hastaliklarindaki rolu hakkinda inanilmaz bir ilgi
artisi olmustur. Mevcut bilgi birikimine katki saglayan HIF-1 stabilizasyonu ile
hipoksiyle indiklenebilir genlerin ekspresyonunu etkileyen ya da HIF-1
degradasyonunu kontrol eden VHL gen mutasyonlar: ve polimorfizmleri konusunda
cok sayida calisma yapilmistir (Kamura ve ark. 2000; Rannala 2001; Kaelin 2005;
Ke ve Costa 2006; Haase 2009; Lu ve Kang 2010).

Evrimsel surecte secici baski altinda olan mutasyonlarin toplumda nadir
gozlenen degisiklikler olmasina karsin polimorfizmler toplumda yaygin olarak
bulunurlar. Olus mekanizmalarina ve bulunduklart yere go6re farkli tipte

polimorfizmler mevcuttur. Bunlar; DNA’nin tek bir bazindaki degisiklikler (SNP),
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kisa DNA baz tekrarlar1 (STRP), uzun DNA baz tekrarlari (VNTR) ve DNA’y1 kesen
enzimlerin olusturdugu uzunluk polimorfizmleri (RFLP) gibi varyasyonlardir.
Genelde altta yatan molekuler degisiklikler ne olursa olsun polimorfizm denildigi
zaman genetik materyalde bireyleri, hatta ayni1 bireyin farkl: allellerini birbirinden
farklilastiran ve toplumda yaygin olarak bulunan degisikliklerden s6z edilmektedir
(Akarsu ve Cakir 2004). Polimorfizmler son zamanlarda genel ve kompleks
hastaliklarin olusmasinda yer alan temel genetik elemanlar olarak kabul
edilmektedirler (Knechtel ve ark. 2010).

Kolorektal kanser gibi multifaktoriyel hastaliklarda genetik ve cevresel
etkenlerin belirlenebilmesi i¢in genetik polimorfizm galismalarinin g¢ogaltilmasi
gerekmektedir. Aslinda genomun farkli bdlgelerini veya genlerin birbirleriyle ve
cevre ile olan etkilesimlerini ayirt edebilmek igin genetik polimorfizm calismalar:
anahtar niteliginde pratiklik sunmakta ve benzer calismalarla olusacak bilgi

birikimine gereksinim duyulmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmas:

Calisma grubu, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiltesi
Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dalina basvuran, klinik ve histopatolojik olarak
kolorektal kanser tanisi almig 92 hasta ile Genel Cerrahi Polikliniginde kolorektal
kanser tanis1 almamis 101 bireyden olusturuldu. Cahsma gruplari, bu arastirma
stirecinde Tip Fakiltesi Genel Cerrahi Klinigi tarafindan kolorektal kanser tanisi
alarak takip edilen hastalar ile yine Genel Cerrahi Poliklinigine farkli sikayetlerle
basvuran kanser tanis1 almamis bireylerden gonulliluk esasina uygun olarak segildi.
Galisma icin alinan etik kurul onay1r EK-1’de verildi. Hasta ve kontrol grubuna
bilgilendirilmis hasta tarama onam formu dolduruldu (EK-2 Hasta Onam Formu).
Calismaya dahil edilen her bireyin yasi, cinsiyeti, egitim diizeyi, meslegi, hastaligin
saptanma yasi, ailede kanser 0ykist olup olmadigi, eslik eden sistemik hastaliklar,
beslenme aliskanliklari, beyaz toprak maruziyeti, sigara ve alkol kullanimi gibi
muhtemel risk faktorleri sorgulanarak kaydedildi. Gen polimorfizmlerini saptamak
icin gereken molekiiler calismalar N.E.U. Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 Arastirma

Laboratuvarinda yapild.

3.2. Hastadan Kan Al:nmas:
Belirlenen kriterlere uyan kolorektal kanser tanis1 almis 44 kadin ve 48 erkek

toplam 92 hasta ile 7°si kadin 94°U erkek toplam 101 kontrol grubundan genomik
DNA izolasyonunda kullanilmak uzere antikoagulan (EDTA-
Etilendiamintetraasetikasit) iceren vakumlu ttplere 5 ml periferik kan alindi. Alinan
ornekler DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.3. Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 ve Derin Dondurucu (+4 ve -20°C Arcelik)
UV Gorintlleme cihazi (Vilber-Lourmat)
Calkalamali su banyosu (Memmert)

Ceker ocak

Distile su cihazi (Niive)

Elektroforez aleti (Cleaver)

Gug Kaynagi (Cleaver)

Hassas terazi (Kern)

Masaistt mini santrifij (VWR)
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Masalstu santrifiij +4° C (Hettich-Eppendorf)
Etiv (Nlve)

Otomatik Pipetler (VWR-Eppendorf)

PZR cihazi (Bioneer-Peqlab)

pH metre (VWR)

Nanodrop (Maestro nano)

Mikrodalga (Arcelik)

Manyetik karistirict (VWR)

Vortex (VWR)

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Prona)

Amonyum asetat (AppliChem)

Amonyum klorir (Sigma)

Asetik asit-glasiyal (Sigma)

Bromfenol Mavisi (Sigma)

Etil Alkol

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
Etidyum Bromid (Sigma)

Phenol (Applichem)

Phenol chloroform isoamyl alcohol (Applichem)
Hidroklorik asit (Merck)

Potasyum hidrojen karbonat (Merk)

Sodyum asetat trihidrat (Merck)

Sodyum dodesil silfat (Sigma)

Sodyum Klorid (Sigma)

Tris base (Sigma)

Proteinaz K (Sigma)

3.5. Kullanilan Cozeltiler
10X Lysis Buffer

770 mM NH,CI

46 mM KHCO;

10 mM EDTA



10X Lysis Buffer hazirlansi:
Meziir icerisine yukaridaki konsantrasyonlarda miktarlar tartilarak konuldu. Once
200-300 ml dH20 igerisinde ¢ozuldu. EDTA’nin ¢ozulmesi igin pH 8,0 yapildi. Daha

sonra 1 litreye tamamlandi.

Salt EDTA:

75 mM NaCl

25 mM EDTA

Salt EDTA hazirlamsi: Mezir igerisine yukaridaki konsantrasyonlarda miktarlar
tartilarak konuldu. 200-300 ml dHO igerisinde ¢6zlldi. EDTA’nin ¢ozilmesi igin
pH 8,0 yapildi. Daha sonra 1 litreye tamamlandh.

%10 SDS soliisyonu:

SDS 10g¢r

dH,O 100ml

Hazirlanmsi: 10 gr SDS tartildi, 100 mI’ye tamamlandi. Coziilmesi icin 68°C de sicak
su banyosunda bekletildi.

10 mM Tris : (Tris MA: 121,4)

50 ml Tris icin 0.060 gr tartild1 ve 50 mI’ye tamamlandh.

Sodyum Asetat Cozeltisi: (NaAc MA: 136)

500 ml 3M NaAc c¢ozeltisi icin 204 gr tartildi ve dH,O ile 500 ml’ye tamamland:.
HCl ile pH 5.2°ye ayarlandi. +4°C’de muhafaza edildi.

5X TBE Cozeltisi: 54 gr trizma baz, 27.5 gr borik asit, 20 ml 0.5M EDTA (pH 8,0)
distile su ile 1 litreye tamamlandi.

1X TBE Cozeltisi: 200 ml 5X TBE ahlinarak 1000 mI’ye tamamland:

Orange G Jel Yukleme Boyasi: 55 ml gliserol, 100 mg orange G, 45 ml 1X TBE
¢ozeltisi son hacim 100 ml’ye tamamland:.

Stok Etidyum Bromir Cozeltisi: 10 mg etidyum bromir 1 ml distile suda
cozilerek hazirland.

50X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA): 1 litre hazirlamak icin 242 gr Tris, 100 ml
0.5M EDTA, 57.1 ml Glasiyel asetik asit ve yeteri kadar dH,O eklendi. Hacim 1000
ml’ye tamamlanmaya yakin HCl ile pH 7,6-7,8’e ayarlandi.
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3.6. Genomik DNA Izolasyonu

(2.5 ml kan i¢in uygulanan klasik yontem)

. 2.5 ml kan 15 mlI’lik falkon tlplere konuldu.

. Uzerlerine 0.125 m1 0.5 M EDTA (pH 8.0) eklendi.

. Bunlarin tizerine konulan 2X LY SIS BUFFER ile 15 ml’ye tamamlandh.

. 10 dk boyunca tupler alt Ust edilerek iyice karistirildi.

. Daha sonra 30 dakika buzun icinde bekletildi.

. Buzdan alindiktan sonra 3000 rpm’de +4° C’de 10 dk santrifiij edildi.

. Santriftlj sonrasi tiplerin stipernatant fazi atild:.

. Tupteki pellet Uzerine 0.75 ml SALT/EDTA eklenerek iyice vortekslendi.
. Daha sonra uizerine 0.075 ml %10’luk SDS soliisyonu, 37.5 pl PROTEINAZ K
(10 mg/ml) eklenerek 6rnekler 55° C’de 3 saat etiivde bekletildi.

© 00 N o O B~ W N -

10. Bekleme suresi sonunda tuplerin tizerine 0.75 ml FENOL (pH 8.0) eklendi.

11. Tupler 20 saniye oldukca sert bir sekilde ¢alkaland: ve sonra 5 dakikada yumusak
sekilde ters yiz edildi.

12. Daha sonra tiipler 3000 rpm’de +4° C’de 10 dk santrifiij edildi.

13. Santrifilj sonunda tlplerdeki siipernatant kismi yeni steril tiplere alind:.

14. Tuplerin tizerine 0.75 ml FENOL: KLOROFORM: iZOAMIL ALKOL (25:24:1)
eklendi.

15. Tupler 20 saniye oldukga sert bir sekilde ¢alkaland1 ve sonra 5 dakikada yumusak
sekilde ters yiiz edildi.

16. Daha sonra tipler 3000 rpm’de +4° C’de 10 dk santrifiij edildi.

17. Santrifij sonunda tlplerdeki suipernatant kismi yeni steril tiplere alindi.

18. Sipernatantin 1/10°u oraninda Sodyum Asetat (NaAc) eklendi.

19. Uzerlerine, alinan sipernatant kismmnin 2 kat: kadar -20° C de sogutulmus
%95’lik ETANOL eklendi. Pellet 0.5 ml 10 mM Tris (ph 8.0) ile sulandirild1.

20. Tupler sert bir sekilde asag1 yukar: salland: ve yogunlasarak ¢oken DNA cam
cubuk yardimu ile yeni ependorf tiplere alindi.

21. Pellet kurutuldu ve alkol uzaklastirildi. Daha sonra pellet, 0.5 ml 10 mM Tris (pH
8.0) ile sulandirild: ve sulandirilan stok DNA’lar -20° C’de sakland:.

DNA’larin kalitesi ve miktarin1 6lgmek igin spektrofotometrik Ol¢lim
yapabilen nanodrop cihazi kullanildi. Kontaminasyonu o6nlemek i¢in 0.5 ml stok
DNA’dan 0.1 ml’lik 50-100 ng/ml konsantrasyonda olacak sekilde ¢alisma stogu
hazirland: ve tekrar nanodrop cihazinda 6l¢gum yapilds.
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3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, genomik DNA’dan istenilen spesifik bir bdlgenin amplifikasyonunu
otomatik olarak saglayan bir yontemdir. Primer ad1 verilen sentetik oligonukleotidler
yardimu ile DNA {izerindeki secilmis bélgenin in vitro olarak 10° kez cogaltilmas:
saglanir. Reaksiyonun gerceklesmesi icin ortamda hedef DNA, bu bdlgeye 6zgu bir
cift primer, deoksiribonukleotidler (dAATP, dGTP, dCTP, dTTP) ve 1siya dayanikh
Tagq DNA polimeraz bulunmalidir. PZR isleminde, her déngl biri digerine bagl ve
kesin zamanlamal farkl: sicakliklar gerektiren 3 ardisik basamaktan olusur.

DNA denaturasyonu: Cogaltilacak DNA ¢ift zinciri 1s1 ile denatiire edilerek
tek ipliklere ayrilir.

Primer baglanmasi: Sogutma ile diziye 0zgu primerler DNA zincirine
baglanirlar.

Primer uzamas: Hedef bolgeye karsiik gelen zincir 5°—3’ ylninde
primerden baslanarak, yeni zincir sentezlenir ve sarmal DNA olusur.

Bu ¢ basamak bir dongu olarak kabul edilir. Her ddngude, bir onceki
dongude olusmus tim DNA’lar kalip olarak kullanilir ve her déngli sonunda mevcut
DNA iki katina ¢ikmis olur. Boylece 25-30 dongi sonunda ¢ogaltilmis olan hedef

bdlge tek bant olarak elektroforezde kendine ait yerde gozlenir.

3.8. Amplifikasyon Refraktor Mutasyon Sistemi (ARMS)

ARMS-PZR tekniginde mutant olan ve olmayan nikleotidler, 3' uclar1 bu
nukleotidlerle gakisacak sekilde tasarlanmig primer giftlerinin kullanildigi PZR
islemi ile ayirt edilir. Bu primerlerden birinin terminal 3' nikleotidi mutant
nikleotide, digerininki ise mutant olmayan niikleotide spesifiktir. Toplamda 4 primer
kullanilir, bunlardan 2 tanesi fasta dizisine uygun ileri ve geri primer olarak en distan
(outer) tasarlanan ortak primerlerdir. Diger 2 tanesi fasta dizisine uygun ileri ve geri
primer olarak SNP’in degisim bdlgesine uygun olarak en icten (inner) tasarlanan
primerlerdir. Bunlardan bir tanesi normal diziye spesifikken digeri mutant diziye
spesifiktir.

Bu metod enzim kullaniimasini gerektirmedigi icin RFLP’ye gore hem daha
ucuzdur hem de tek bir PZR yaparak ¢ok daha kisa bir stirede genotipleri elde etmek

mUmkindur.
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3.9. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

DNA’y1 belli baz dizilerinden taniyip kesen enzimler DNA kesim enzimleri
(Restriction Endonucleases) olarak isimlendirilir. Bazi kesim enzimlerinin 6zgul
tamima bolgeleri genellikle 4-6 DNA bazindan olusur. Normalde enzimin tanima
bdlgesi olan bu bazlarda bir degisiklik oldugunu var saydigimizda enzimin DNA’y1
kesme kalib1 degisecektir. Yani genomik DNA’da olusan dizi degisiklikleri, belirli
kesim bdlgeleri yaratir veya olanlar1 yok eder. Bu nedenden dolay: boyutlar: degisen
bir veya birden fazla DNA fragmenti, Southern blot ve klonlanmis DNA probu ile
hibridizasyondan sonra gorinur hale getirilebilir.

3.10. Polimorfizm Secimi

VHL ve HIF-1a genlerindeki SNP’ler, HapMap verileri kullanilarak secildi
(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/). Potansiyel olarak fonksiyonel polimorfizmlerin
seciminde baz alinan kriterler; 5 kodlanmayan bélgede ve aminoasit degisikligini
kodlayan bolgede yerlesik olmasi, arastirilmis populasyonlardaki minér allel
frekansinin (MAF) >5% olmasi, kanser riski veya sagkalim ile iliskilendirilmis
olmasidir. Cahsmamizda bu kriterlere gére VHL (rs779805) geninde bir SNP ve
HIF-1a (rs11549465, rs11549467) geninde iki SNP secilmistir.

3.11. Agaroz Jel Hazirlama ve Goruntuleme

%2’lik agaroz jel hazirlamak igin 2gr, %4’liik agaroz jel hazirlamak icin 4 gr
agaroz hassas terazide tartilir. 1X TAE c¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlanir. Yiiksek
ayarda mikrodalga firin kullanilarak eritilir. PZR Grunlerini gorinir hale getirmek
icin 10 ul etidyum bromir eklenerek hafifce karistirilir. Hazirlanan karigim
elekroforez kahbina dokdlur. Jel donduktan sonra 5 pl PZR urund ve 2.5 pl jel
yiikleme boyasi ile karstirilarak kuyucuklara yiiklenir. Ornekler 20-30 dakika 120
volt sabit akimda molekiler agirlik belirteci esliginde ydratilir. Daha sonra jel
ultraviyole transiluminatorde goéruntulenir, degerlendirilir ve kaydedilir.

Bu calismada HIF-1a C1772T ve G1790A gen bdlgelerinin genotiplerini
belirlemek icin ARMS - PZR yontemi kullanildi. Cogaltilan PZR Grlnlerini
degerlendirmek igin %2’lik agaroz jel hazirlandi. Her bir 6rnek igin 5 pl PZR riind
ve 2.5 ul yikleme boyas: karstirilarak kuyucuklara yiiklendi. 120 volt akimla 20-30
dakika yatay elektroforezde yurutuldl ve ultraviyole transiliminatérde gorintulenip
fotografi gekildi.
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VHL geninde bulunan rs779805 kodlu polimorfizm bdlgesini belirlemek igin
PZR-RFLP metodu kullanildi. Cogaltilan PZR urunleri, ¢ift zincirli DNA*y1 GG |CC
tanima boélgesine sahip Haelll restriksiyon enzimi ile kesildi. Bu islemde her bir
reaksiyon igin tlplere toplam 20 ul’lik hacimde olacak sekilde 10 pl PCR drtnd, 1 pl
restriksiyon enzimi (10 U/ul), 1 pl 10x enzim buffer ve 8 pul dH,O konuldu. Enzim
aktivitesi icin 37°C’de 1 gece boyunca etiivde bekletildi. Jel gériintiisii icin %4’ Ik
agaroz jel hazirlandi. Enzim aktivitesini sonlandirmak ve yiikleme yapabilmek icin 3
ul yukleme tamponu ve 10 ul RFLP drinu karistirilarak jeldeki kuyucuklara
yuklendi. 45W akimla 40 dakika yirituldi ve jel UV transiliminatorde goruntilenip
fotograflandi. Olusan bant sayilarina gore alleller tespit edildi, hasta ve kontrollerin
genotiplemesi yapilarak gruplar arasindaki degiskenlik degerlendirildi.

3.12. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler ticari bir istatistik program: ile yapilds.
Analizlerde parametrik verilerin karsilastirilmasinda ikili gruplar icin student t testi,
niteliksel veriler igin non-parametrik testlerden Ki-kare testi (32 ve Fisher’s exact
testi  uygulandi.  Odss oranlarmi1  belirlemek icin  online  SNPStats
(http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.ntm)  program:  kullanildi.  Sonugclar

istatistiksel olarak P<0.05 duizeyinde anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarmin Kaydedilen Klinik Bilgileri

Calismaya, kolorektal kanser tanisi almis 92 hasta ile Genel Cerrahi
Poliklinigine siradan basvuran, kolorektal kanser tanist almamais, aralarinda akrabalik
iliskisi bulunmayan ve denek olmay: kabul eden 101 birey kontrol grubu olarak
ahindi. 100 olarak tasarlanan hasta grubunda dokiimantasyon yetersizligi nedeniyle
tum hastalarin klinik izlemlerine ve patolojik evreleme bilgilerine ulasilamadi; bu
nedenle klinik ve histopatolojik olarak kolorektal kanser tanisi olan 92 hasta ile
calismaya devam edildi. Tablo 4.1°de hasta ve kontrollere ait demografik bilgiler
verildi. Hasta grubunun ortalama yas1 59.68+15.06; kontrol grubunun ortalama yasi
36.95+9.05 idi. Kayitlarimizda hasta grubunda erkek sayis1 48 (%52.2), kadin sayisi
44 (%47.8); kontrol gurubunda erkek sayis1 94 (%93.1), kadin sayis1 7 (%6.9) olarak
yer aldi.

Hasta ve kontrol grubunda ailede kanser 0ykist olup olmadigi sorgulandi.
Kolorektal kanser hastalarindan 58’i ailesinde bildigi bir kanser vakasi olmadigini,
geri kalan 34 hastanin 17’si akrabalarinda kolon ve rektum kanseri, 7’si akciger CA
ve 10°u prostat, meme, bébrek, deri gibi cesitli tipte kanser varhgini bildirdi. Kontrol
grubunda bulunan bireylerin ailelerinde kanser dykust yoktu. Hasta ve kontrollere
eslik eden sistemik hastahiklarmin olup olmadig: soruldugunda, hastalarin 40’1
(%33.7); kontrollerin 14’0 (%11.9) diabetes mellitus ve/veya hipertansiyon, kalp,
prostat hiperplazisi, astim, KOAH gibi sikayetler bildirdiler.

Sigara ve alkol kullanimi; hastalar arasinda sigara kullanan sayis1 27 (%29.3),
alkol kullanan sayis1 7 (%7.6); kontrollerde sigara kullanan sayis1 74 (%73.3), alkol
kullanan sayis1 36 (%35.6) olarak tespit edildi. Sigara ve alkol kullaniminin kontrol
grubunda fazla oldugu gorildu. Beyaz toprak maruziyetine evet diyen hasta sayisi 53
(%57.6); kontrollerde 36 (%46.6) idi. Bu bilgilere gore ileri yas, erkek cinsiyet,
ailede kanser 6ykus, eslik eden hastaliklar ve beyaz toprak maruziyetinin kolorektal
kanser icin birer risk faktoru oldugu istatistiksel analizlerle belirlendi (P<0.05). Hasta
ve kontrollerin student t testi ile incelenen vicut kitle indeksi dagilimi arasinda
anlamli bir fark yoktu. Hastalarin ulasilabilen Astler Coller evreleri ve hastalik

dereceleri Tablo 4.1.’de verildi.
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Tablo 4.1. Hasta ve Kontrollerin Demografik Bilgileri.

Degiskenler

Hasta (n=92)

Kontrol (n=101)

OrtalamazS.Sapma | Ortalama+S.Sapma P
Yas 59.68+15.06 36.95+9.05 <0.001%
VKI 26.28+4.59 25.36+2.16 0.072%
n | % n | %
Cinsiyet
Erkek 48 52.2 94 93.1
Kadin 44 478 7 69| <0001
Aile Kanser Oykiisii
Yok 58 63.0 101 100
Var 34 37.0 0 o| <0001
Eslik Eden Hastalik
Yok 52 56.5 87 86.1
Var 40 33.7 14 119| <0001
Sigara Kullanimi
Hayr 65 70.7 27 26.7
Evet 27 29.3 74 733| <0001
Alkol Kullanim
Hayr 85 92.4 65 64.4
Evet 7 7.6 36 356 0001
Beyaz Toprak Maruziyeti
Hayir 39 42.4 65 64.4
Evet 53 57.6 36| 66| 200
Astler Coller Evresi
Bl 6 6.5
B2 17 18.5
C1 2 2.2
C2 19 20.7
D 2 2.2
Bilinmiyor 46 50.0
Grade
Gradel 8 8.7
Grade2 40 43.5
Grade3 2 2.2
Bilinmiyor 42 45.7

#Hasta ve kontroller arasinda yas ve VKI (viicut Kitle indeksi) dagilinu student t-testi ile, diger secilen
degiskenler Ki-kare (x%) ve Fisher exact testi ile degerlendirilmistir.
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4.2.1. HIF-1a C1772T Bolgesi ARMS - PZR Sonuglar:

HIF-1o genine ait C1772T (Prolin 582 Serin) (rs11549465) polimorfizmini
belirlemek icin  ARMS-PZR metodu tercih edildi ve online Primerl
(http://primerl.soton.ac.uk/primerl.ntml) veritaban1 kullanilarak 2 primer cifti

tasarlandi.

Icerden ileri primer (T allel):

5-TCC AGT TAC GTT CCT TCG ATC AGT TGT AAT -3’ Tm: 68°C

Icerden geri primer (C allel):
5’- AGG GCT TGC GGA ACT GCT TTC TAA GGG-3’ Tm: 71°C

Disardan ileri primer (5' - 3"):
5’- GCT GAA GAC ACA GAA GCA AAG AACCCAT-3 Tm: 75°C

Disardan geri primer (5' - 3):
5-TGT ATG TGG GTA GGA GAT GGA GAT GCA A-3’ Tm: 76°C

Disardan ileri primer ile igerden geri primer ifti atasal alleli (270 bg) gosteren
PZR Urunand, icerden ileri primer ile disaridan geri primer cifti mutant alleli (230
bc) gosteren PZR drinuni olusturdu. En distaki ileri ve geri primerler total PZR
urinund (450 bg) verdi. ARMS — PZR sonucu olusan genotipler Sekil 4.1°de;
C1772T polimorfizmi icin PZR reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon kosullar1 Tablo
4.2°de verildi.

0 11 12 13 14 15 16 17

Sekil 4.1. C1772T gen bodlgesi ARMS — PZR sonucu olusan genotipler: (M:50 b¢’lik molekuiler
agirlik belirteci, 1. ve 2. kuyular degisim gézlenmeyen homozigot (CC) genotipleri, 3. kuyu degisim
g6zlenen homozigot mutant (TT) genotipi, 5. kuyu heterozigot (CT) genotipi gostermektedir).
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Tablo 4.2. C1772T bolgesi i¢in PZR reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon kosullari.

Bilesen Miktar  Konsantrasyon | |1. basamak|2. basamak|3. basamak
ddH20 13,22 ul Ayrilma

94°C 1dk
Buffer 2,5 ul 50 mM
dNTP 1,6 ul 10mM
Fw(disaridan) | 0,14 ul 0.05mM Primer

Baglanmasi
0
Rw(disaridan) | 0,14 ul 0.05mM 60°C 1dk Son Uzama
Ayrilma 299C 8k
: 94°C 8 dk.

Fw(icerden) | 0,14ul 0.05mM
Rw(igerden) | 0,14ul 0.05mM
Taq Poly. 0,4 ul 2,5 Ulul
DNA 2 ul 50-100 ng/ml Uzama

72°C 1dk
Total 20 ul

U: Unite (firmanin onerdigi protokollere gore kullanildi)

4.2.2. HIF-1a G1790A bolgesi ARMS - PZR sonuglar:
HIF-1a genine ait G1790A (Alanin 588 Treonin) (rs11549467)
polimorfizmini belirlemek igcin ARMS-PZR metodu tercih edildi ve online Primerl

(http://primerl.soton.ac.uk/primerl.html) veritaban: ile 2 primer ¢ifti tasarlandi.

Icerden ileri primer (G allel):
5-TCAGTT GTC ACC ATT AGA AAG CAG TTACG -3’ Tm: 65°C

Icerden geri primer (A allel):
5-TGAGGACTT GCG CTT TCA GGG CTG GT -3’ Tm: 73°C
Disardan ileri primer (5' - 3":
5’- GCT GAA GAC ACA GAA GCA AAG AACCCATTT -3 Tm: 69°C
Disardan geri primer (5' - 3):
5- ATG TGG GTA GGA GAT GGA GAT GCAATC A -3’ Tm: 69°C

Disardan ileri primer ile igerden geri primer cifti normal alleli (294 bg)
gOsteren PZR drindnd, igerden ileri primer ile disaridan geri primer ¢ifti mutant
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alleli (207 bg) gosteren PZR Urlnind olusturdu. En distaki ileri ve geri primerler
total PZR Urlinini (447 bg) verdi. G1790A gen bélgesi 60-70°C sicakhik gradient
PZR goruntisu Sekil 4.2’de; ARMS-PZR sonucu olusan genotipler Sekil 4.3’de;
G1790A polimorfizmi igin PZR reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon kosullar1 Tablo
4.3’de verildi.

7 8 9 10 11 12

Sekil 4.2. G1790A gen bolgesi 60-70 °C sicaklik gradient PZR gorintisu. (M: 50 bg’lik molekdler
agirlik belirteci, 5. kuyu baglanma sicaklig: olarak segildi).

400 bp
300bp
200 bp

100 bp

Sekil 4.3. G1790A gen hdlgesi ARMS-PZR sonucu olusan genotipler. ( M: 100b¢’lik molekiler
agirhik belirteci, 4. Kuyu heterezigot GA genotipi, diger kuyular ise degisim gozlenmeyen homozigot
GG genotiplerini gostermektedir).
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Tablo 4.3. G1790A bdlgesi icin PZR reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon kosullar:.

Bilesen Miktar  Konsantrasyon | 1. basamak|2. basamak 3.basamak
ddH20 16,8 ul Ayrilma

95°C 30sn
Buffer 2,5 ul 50mM
dNTP 0,5ul 10mM
Fw(disaridan) | 0,625 ul 0.05mM Primer

Baglanmasi

(0]
Rw(disaridan) | 0,625 ul 0.05mM Ayrima 64,9°C 30sn Son Uzama
0
95°C 4 dk. 72°C 7dk

Fw(icerden) | 0,625 ul 0.05mM
Rw(igerden) | 0,625 ul 0.05mM

Taq Poly. 0,2 ul 2,5 Ulul

DNA 2,5 ul 50-100 ng/ml Uzama
72°C 1dk

Total 25 ul

4.2.3. VHL rs779805 gen bolgesi PZR-RFLP sonuclar:

VHL geninde bulunan rs779805 kodlu polimorfizm bdlgesini belirlemek igin
PZR-RFLP metodu tercih edildi ve online Primer3web
(http://primer3plus.com/web_3.0.0/primer3web_input.ntm) veritaban1 kullanilarak

bir primer cifti tasarlandi.

Kullanilan primer dizileri;
Ileri primer 5’-CAGGGAGGTCAAGGCTGCAGTGAGCCAA-3° Tm:75°C
Geriprimer 5’-CATTCCCTCCGCGATCCAGACCACCC-3’ Tm:74°C

Haelll, Haemophilus aegypticus’den elde edilen bir restriksiyon enzimidir.
Cift zincirli DNA‘y1 GG|CC dizisinden tanmyarak kesim yapar. PZR tepkimesi
sonras1 372 b¢’lik PCR UrlinG Hae 11 restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bdlgede
guanin iceren allel Haelll kesim noktasi tasimaktadir. Guaninden— Adenine (G—A)
bir nikleotit degisimi olmas: halinde Haelll enziminin tanidig: bdlge ortadan
kalkmaktadir. Homozigot (AA) bireylerde 150b¢, 122bg, 70bg, 29b¢ dort bant,
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heterozigot (GA) bireylerde 150bg, 122b¢, 70bg, 45b¢, 29b¢ ve 25 be’lik alt1 bant,
homozigot (GG) bireylerde 150bg, 122bg, 45bg, 29b¢ ve 25 bg’lik bes bant
gortlecektir. VHL rs779805 gen bdlgesi 71-75 °C sicaklik gradient PZR goriintist
Sekil 4.4‘de; VHL rs779805 genotip gorintuleri Sekil 4.5’de; PZR reaksiyon

bilesenleri ve reaksiyon kosullar1 Tablo 4.4 de verildi.

EH

Sekil 4.4. VHL geni rs779805 gen bolgesi 71-75 °C sicaklik gradient PZR gérintiist (M: 50 bg’lik
molekdiler agirhk belirteci, 1. kuyu baglanma sicakhg: olarak secildi).

Sekil 4.5. VHL geni rs779805 polimorfizminin PZR-RFLP sonuglari (M: 50 b¢’lik molekiiler agirlik
belirteci, 2. ve 3. kuyular homozigot AA genotipleri, 1. 4. ve 5. kuyular homozigot GG genotipleri, 6.
ve 7. kuyular heterozigot AG genotipleri gostermektedir).
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Tablo 4.4. VHL (rs779805) gen holgesi PZR reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon kosullar:

Bilesen | Miktar | Konsantrasyon 1. basamak | 2. basamak | 3. basamak

15,54 ul

Ayrilma
ddH20 94%/01 1dk
Buffer | 2,5 ul 50mM
Mg 2 ul 2,5 mM
dNTP |[1,6 ul 10mM
Fw 0,28 ul 0.05mM Primer Son Uzama
Ayrilma Baglanmast | 750c 74k

Rw 0,28 ul 0.05mM 95°C 10 dk. | 71.6°C 1dk
Taq 0,8 ul 2,5 Ulul
Poly.
DMSO | 1,875 ul % 7,5
DNA | 2ul 50-100 ng/ml Uzama

72°C 90sn
Total 25 ul

4.3. HIF-1a C1772T polimorfizminin genetik modellere gore frekanslar:

Kolorektal kanser ve kontrollerde HIF-1oo C1772T polimorfizminin
kodominant, dominant ve resesif genetik modellere goére frekanslari Tablo 4.5°de
verildi. Kodominant modele gore degerlendirildiginde; kontrol grubunda CC genotipi
81 (%80.2), CT genotipi 16 (%15.8), TT genotipi 4 (%4) bireyde vardi. Hasta
grubunda CC genotipi 62 (%67.4), CT genotipi 27 (%29.4), TT genotipi 3 (%3.3)
bireyde bulundu. Genotipler arasinda %95 given arahginda (CI) hesaplanan Odds
oran1 (OR), CT genotipine sahip bireylerde hastalanma riskinin 2.20 (1.09-4.45) kat
artmis oldugunu gosterdi. Genotiplerin frekanslarit homozigot modelle hesaplanirken,
az olan homozigot mutant genotipler heterozigot genotiplerle birlikte degerlendirildi.
CT/TT genotipleri kontrollerde 20 (%19.8), hasta grubunda 30 (%30.6) olarak tespit
edildi (P<0.05). Odds oran1 %95 gliven arahiginda hesaplandi ve 1.96 (1.02-3.77)

olarak bulundu; ancak yas, cinsiyet, ailede kanser dykust, beyaz toprak maruziyetine
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gOre ayarlanmis olan odds oranlari (AOR) %95 glven araliginda 4.79 (1.07-21.48)

olarak saptand:.

4.4. HIF-1a G1790A polimorfizminin genotip frekanslar:

Hasta ve kontroller arasinda HIF-1a G1790A polimorfizminin genotip
dagilim frekanslar1 Tablo 4.6°de verildi. Bu polimorfizm incelendigi dominant
modele gore kontrol grubunda 98 (%97) bireyde GG genotipi, 3 (%3) bireyde GA
genotipi; hasta grubunda 91 (%98.9) bireyde GG genotipi, 1 (%1.1) bireyde GA
genotipi tespit edildi. Heterozigotlarin da ¢ok az oldugu hasta ve kontrol grubunun
her ikisinde de homozigot mutant (AA) genotipine rastlanmadi. Hasta ve kontroller
arasinda genotip dagilimlarin1 hesaplamak igin Ki-kare ve Fisher exact testi
kullanildi.  Hasta ve kontrol gruplarmin genotip frekanslar1 karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (P>0.05).
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Tablo 4.5. Kolorektal kanser ve kontrol bireylerinde HIF-1o. C1772T polimorfizminin genetik modellere gore frekanslart (SNPStats programi kullanildi)

Model Genotip Kontrol Hasta Pi-degeri OR (95% CI) PP-degeri AOR (95% CI) P°-degeri
CIC 81 (%80.2) | 62 (%67.4) 1.00 1.00
Kodominant CIT 16 (%15.8) | 27 (%29.4) 0,079 2.20 (1.09-4.45) 0.078 | 4.36 (0.89-21.39) 0.11
TIT | 4 (%4) 3 (%3.3) 0.98 (0.21-4.54) 7.20 (0.55-94.93)
CIC | 81(%80.2) |62 (%67.4) 1.00 1.00
Dominant
CIT-TIT | 20 (%19.8) | 30 (%32.6) 0,049 [ 1.96 (1.02-3.77) 0042 [ 4.79 (1.07-21.48) 0.036
CIC-CIT | 97 (%96) 89 (%96.7) 1.00 1.00
Resesif
TT 4 (%4) 3 (%3.3) >0,05 | 0.82(0.18-3.75) 0.79 4.47 (0.38-52.41) 0.28

OR: Odds oranlari; AOR: yas, cinsiyet, ailede kanser dykisi, beyaz toprak maruziyetine gore ayarlanmis olan odds oranlars;
Cl: gliven aralig1 (confidence intervals)

% Hasta ve kontroller arasinda allel frekanslar1 ya da genotip dagilimlari icin Ki-kare (x) ve Fisher exact testi P degeri,

® Odds oranina gore p degeri,

¢ Ayarlanmis odds oranina gore p degeri.
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Tablo 4.6. Kolorektal kanser ve kontrollerde HIF-1a G1790A polimorfizminin genotip frekanslar:
(SNPStats programi kullanildi)

© a b C
S . pe- OR pP°- AOR (%095 pP*-
§ Genotip | Kontrol | Hasta degeri | (%95Cl) | degeri Cl) degeri
98 91

G/G ©%97) | (%98.9) 1.00 1.00
-- 0.623 0.35 0.48

G/A 3 1 0.36 0.00

%3) | (%1.1) (0.04-3.51) (0.00-N.A)

OR: Odds oranlar;; AOR: yas, cinsiyet, ailede kanser dykisi, beyaz toprak maruziyetine gore
ayarlanmis olan odds oranlari;

Cl: gliven aralig1 (confidence intervals)

? Hasta ve kontroller arasinda allel frekanslar: ya da genotip dagilimlar: igin Ki-kare (x) ve Fisher
exact testi kullanild.

® Odds oranina gore p degeri,

¢ Ayarlanmis odds oranina gore p degeri.

NA: Bulunamayan deger (Null allel)

4.5. Kolorektal kanser ve kontrollerde VHL rs779805 polimorfizminin genetik

modellere gore frekanslar:

Kolorektal kanser ve kontrollerde VHL geninde tanimlanan rs779805
polimorfizminin kodominant, dominant ve resesif genetik modellere gére saptanan
frekanslar1 Tablo 4.7°de verildi. Kodominant modele gore degerlendirildiginde;
kontrol grubunda 63 (%62.4) bireyde AA genotipi, 24 (%23.8) bireyde AG genotipi,
14 (%13.9) bireyde GG genotipi; Hasta grubunda 48 (%52.2) bireyde AA genotipi,
31 (%33.7) bireyde AG genotipi, 13 (%14.1) bireyde GG genotipi saptandi. Genotip
dagilimlart dominant ve resesif modellerle de incelendi ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunmadi (P>0.05).

Calistigimiz her i¢c gen polimorfizminin tum hasta ve kontrol gruplarina ait

verilerinde Hardy-Weinberg esitliginden sapma olmadi.
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Tablo 4.7. Kolorektal kanser ve kontrollerde VHL rs779805 polimorfizminin genetik modellere gore frekanslari (SNPStats prograni kullanildr)

Model Genotip Kontrol Hasta Pe-degeri OR (%95 ClI) PP-degeri | AOR (%95 Cl) | P°-degeri
AIA 63 (%62.4) | 48 (%52.2) 1.00 1.00
Kodominant AIG 24 (%23.8) | 31 (%33.7) 0.281 1.70 (0.88-3.25) 0.28 0.56 (0.14-2.26) 0.67
GIG 14 (%13.9) | 13 (%14.1) 1.22 (0.52-2.83) 1.11 (0.18-6.74)
AIA 63 (%62.4) | 48 (%52.2) 1.00 1.00
Dominant >0.05 0.15 0.55
AIG-GIG | 38 (%37.6) | 44 (%47.8) 1.52 (0.86-2.70) 0.69 (0.20-2.35)
AJA-AIG | 87 (%86.1) | 79 (%85.9) 1.00 1.00
Resesif 0.190 0.96 0.75
GIG 14 (%13.9) | 13 (%14.1) 1.02 (0.45-2.31) 1.33(0.23-7.58)

OR: Odds oranlari; AOR: yas, cinsiyet, ailede kanser 6ykiist, beyaz toprak maruziyetine gore ayarlanmis olan odds oranlars;
Cl: gliven aralig1 (confidence intervals)

% Hasta ve kontroller arasinda allel frekanslar1 ya da genotip dagilimlar: igin Ki-kare (5?) ve Fisher exact testi,

® Odds oranina gore p degeri,

¢ Ayarlanmis odds oranina gore p degeri.
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Tablo 4.8. Kolorektal kanserin klinik ve patolojik dzelliklerinin genotiplere gére dagilimi

C1772T G1790A VHL rs779805
Risk Faktdrleri cC | CT+TT | Pdegeri | GG | GA+AA | Pdegeri | AA | AG | GG | Pdegeri
Cinsiyet
Erkek 37 11 48 0 24 17 7
Kadin 25 19 0.047 43 1 0478 24 14 6 0.908
Ailede Kanser Oykdisii
Yok 44 14 58 0 34 20 4
Var 18 16 0.037 33 1 0.370 14 11 9 0.029
Eslik eden Hastahk
Yok 35 17 51 1 26 15 11
Var 27 13 >0.05 17, 0 005 15 16 |2 0.077
Sigara Kullanim
Hayir 42 23 27 0 34 19 12
Evel 20 7 0.468 o1 1 >0.05 1 B 1 0.119
Alkol Kullanimi
Hayir 56 29 84 1 44 28 13
Evet 5 1 0.420 7 0 >0.05 7 3 0 0.523
Beyaz Toprak Maruziyeti
Hayir 24 15 39 0 22 9 8
Evet 38 15 0370 15 1 005 8 22 |5 0108
Astler Coller Evresi
Bl 4 2 6 0 4 2 0
B2 15 2 17 0 12 5 0
C1 2 0 2 0 1 0 1
o 11 3 0.328 19 0 0.962 3 z 5 0.132
D 1 1 2 0 2 0 0
Bilinmeyen 29 17 45 1 21 19 6
Grade
Grade 1 7 1 8 0 4 3 1
Grade 2 27 13 0.389 40 0 0.752 23 10 7 0.556
Grade 3 2 0 2 0 2 0 0
Bilinmeyen 26 16 41 1 19 18 5
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4.6. Kolorektal kanserin Kklinik ve patolojik 6zelliklerinin genotiplere gore

dagilimi

Kolorektal kanserin Kklinik ve patolojik 6zelliklerinin HIF-1a C1772T, G1790A
ve VHL rs779805 genotiplerine gore dagilimi Tablo 4.8°de verildi. Hastalar cinsiyet,
ailede kanser Oykusu, eslik eden hastaliklar, sigara ve alkol kullanimi, beyaz toprak
maruziyeti, ulasilabilen Astler Coller evreleri ve hastalik derceleri gibi klinik ve patolojik
ozeliklere gore ayri ayri smflandirildi. Hastalarda kaydedilen her bulgu ile her (g
polimorfizm (HIF-1a C1772T C>T degisimi icin CC, CT/TT genotipleri; HIF-1a G1790A
G>A degisimi icin GG, GA/AA genotipleri; VHL rs779805 A>G degisimi icin AA, AG
ve GG genetipleri) Ki-kare (y?) ve Fisher Exact testleri kullanilarak karsilastirild:.
Kolorektal kanserin klinik ve patolojik 6zellikleri ile her t¢ polimorfizmin genotip
dagilimlar1 degerlendirildi, C1772T polimorfizminin CT/TT genotipleri kadinlarda
ve ailede kanser O0ykisu olanlarda; VHL rs779805 polimorfizminin GG genotipleri
ailede kanser 0ykusu olanlarda olmayanlara gore yuksekti. Genotip dagilim gruplari

arasindaki her bir karsilastirma icin elde edilen P degerleri Tablo 4.8°de verildi.
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5. TARTISMA

HIF-1a, fizyolojik birtakim olaylar1 kontrol eden ve oksijen homeostazinda
kritik bir rol oynayan transkripsiyon faktorleri ailesinin bir Gyesidir (Semenza 1999;
Prior ve ark. 2003; Yamada ve ark. 2005; Naidu ve ark. 2009; Semenza 2010).
Tumorlerde cogunlukla hipoksi gelisir, hipoksiye hiicrenin uyumu ise HIF-1a’nin
artan ekspresyonu, nikleusa gecerek HIF-1p ile heterodimer olusturmas: ve hedef
genlerin transkripsiyonunu baslatmasidir (Bahadori ve ark. 2010; Knechtel ve ark.
2010; Jiang ve ark. 2011; Manohar ve ark. 2011). HIF-1lo. P582S ve A588T
polimorfizmlerinin  normal genotipe gore anlamli derecede daha yiksek
transkripsiyonel aktivite ve artmis anjiogenesiz gosterdikleri bildirilmistir (Tanimoto
ve ark. 2003; Naidu ve ark. 2009). Bu nedenle HIF-1o C1772T (P582S) ve G1790A
(A588T) gen polimorfizmlerinin bireyler arasinda HIF-1o ifadelenmesini
degistirebilecegi, hastalik patolojilerininde buna eslik edebilecegi dusuntlerek HIF-
lo. polimorfizmleri ve hedef genleri 6zellikle renal hiicre kanserlerinde olmak (izere
kolon, meme, over, akciger, deri, pankreas ve prostat kanserlerinde arastirilmistir
(Ollerenshaw ve ark. 2004; Zhong ve ark. 2004; Chau ve ark. 2005; Fransen ve ark.
2006; Thiery ve ark. 2006; Apaydin ve ark. 2008; Botteri ve ark. 2008; Kim ve ark.
2008; Munoz-Guerra ve ark. 2009; Dales ve ark. 2010, Knechtel ve ark. 2010,
Altintas ve ark. 2011, Putra ve ark. 2011, Girgis ve ark. 2012; Havelund ve ark.
2012; Qin ve ark. 2012; Schwab ve ark. 2012).

Normal oksijen konsantrasyonunda, HIF-1a’nin oksijen bagiml degradasyon
bolgesinde bulunan iki prolinin hidroksilasyonu ve bir lizin residustntn asetilasyonu
HIF-1o’nin bir timor baskilayici gen olan VHL proteininin E3 ligaz kompleksiyle
iligkisini tetikleyerek ubikitin-proteazom yoluyla yikimina sebep olmaktadir
(Bangiyeva ve ark. 2009; Semenza 2009). Hucre icerisindeki HIF-1a regulasyonunu
saglamada O6nemli rol alan VHL’nin gen varyasyonlarina, allel kayiplarina ve
promotdr bolge metilasyonuna baglh VHL hastaliklart pek ¢ok ¢alismanin konusu
olmustur (Tsutsumi ve ark. 2003; Kaelin ve ark. 2004; Kuwai ve ark. 2004; Liu ve
ark. 2004; Hes ve ark. 2005; Giménez-Bachs ve ark. 2006; Arjumand ve Sultana
2012; Chen ve ark. 2012; Domene ve lllington 2012). HIF-1a’nin oksijen-bagimli
degradasyon bdlgesinde bulunan SNP’lerin kanser riski Gzerindeki etkileri bircok
defa ¢alisilmis olmakla birlikte bunlarin kolorektal kanserdeki rolu hala belirsizdir.

Bu tez galismasi, HIF-1o’nin oksijen baglama bdlgelerinde bulunan P582S
aminoasit degisimini olusturan C1772T (rs11549465) ve Ab588T aminoasit
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degisimini olusturan G1790A (rs11549467) polimorfizmleri ile HIF-1a’nin oksijen-
bagimli degradasyonunu regile eden VHL genin 5’UTR bolgesindeki fonksiyonel
rs779805 genetik varyasyonunun kolorektal kanser riski ile iliskisini arastiran ilk
calismadir.

HIF-1lo. C1772T polimorfizmi dominant modele gdre incelendiginde;
homozigot mutant (TT) genotipler az sayida bulunmus ve heterozigot (CT)
genotipler ile birlikte degerlendirilmistir. Hasta grubunda CT/TT genotipleri
kontrollerden fazla olup hesaplanan odds oran1 1.96 (1.02-3.77) bulunmustur. Bu
riskin birinci derece akrabalarinda kolorektal kanser dykiist (1.7) olanlara yakin bir
risk oldugu gorulmustur. Ayrica bu risk faktorleri birlikte degerlendirilerek yas,
cinsiyet, ailede kanser 6ykusu, beyaz toprak maruziyetine gore ayarlanmis olan odds
orant (AOR) 4.79 (1.07-21.48) olarak hesaplanmustir. Bu sonuglar CT/TT genotipli
bireylerin yaklasik 2 kat ve yas, cinsiyet, ailede kanser Oykusu, beyaz toprak
maruziyeti gibi arti1 risk faktorlerinin bulunmas: ile 5 kata yaklasan bir risk
tasidiklarini ortaya koymaktadir. istendiginde bu risk faktorlerinden hangilerinin
bulunduguna gore hastalanma olasiliklar1 hesaplanabilir ve dnerilen tani tetkikleri ile
takipleri saglanabilir.

Foley ve ark. (2009), HIF-lo C1772T polimorfizminin prostat kanserli
hastalarda artmis bir risk faktori oldugunun ilk kanitini ortaya koymuslardir. Bu
calismada tumor Orneklerinden ekstrakte edilen DNA’lar kullanilmis, bizim
calismamizda periferik kandan elde edilen DNA Ornekleri kullanilarak benzer
sonuglar elde edilmistir.

Calismamizda diger HIF-1a G1790A polimorfizmi degerlendirildiginde,
genotiplerin %97’si GG olup, GA genotipi 3 kontrol ve 1 hastada bulunmus;
homozigot mutant AA genotipi ise iki grupta da bulunmamistir. Istatistiksel analizler
kolorektal kanser yatkinligi ile genotipler arasinda anlamli bir iliski olmadigini
gostermistir. Heterozigot genotiplerinde ¢ok az bulundugu bu polimorfizmin
hastaliklarla etkilesimini belirleyebilmek icin, belki de ¢ok fazla sayida genotip
incelemek gerekebilir. Naidu ve ark. (2009), calismalarinda bizim c¢alistigimiz iki
bélgenin (C1772T, G1790A) rolini kanser olgularinda degerlendirmisler, sadece
HIF-1o C1772T degisimlerinin kanser yatkinhg ile ilgili oldugunu gostermislerdir.
Galigmamizin sonuglar: bu ¢alismanin verileri ile uyumlu gérinmektedir.

Calistigimiz Ggtinct bolge, ilk olarak kolorektal kanserde incelenen bir timoér
baskilayict gen VHL rs779805 polimorfizmidir. Kontrollerde homozigot AA
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genotipleri %62.4, heterozigot AG genotipleri %23.8, homozigot (GG) genotipleri
%13.9; hasta grubunda, homozigot AA genotipleri %52.2, heterozigot AG
genotipleri %33.7, homozigot GG genotipleri %214.1 bulunmustur. Bulgularimiz
heterozigotlarin ve homozigot mutant genotiplerin oldukca fazla oldugunu; ancak
hicbirinin kolorektal kanser riski ile iliskili olmadigin1 ortaya koymustur. Chen ve
ark. (2012), bizim cahstigimiz VHL rs779805 polimorfizmi ile prostat kanseri
arasindaki iliskiyi Cin toplumunda arastirarak prostat kanser riski ile A>G degisimi
arasinda anlamlr iliski bulmuslar; AG/GG genotiplerinin prostat kanserinde azalan
riske sahip oldugunu, ayrica sigara icmeyen, icki kullanmayan, ailesel kanser dykus
olmayan alt gruplarda bu azalmanin daha da fazla oldugunu bildirmislerdir.
Caligmamizda saptadigimiz  genotip dagilimlarinda benzerlik vardi: ancak
genotiplerle kolorektal kanser arasinda anlaml: bir iliski bulunmadi.

Hasta ve kontrol gruplarinda, hasta onam formuna goére sorguladigimiz
bilgiler degerlendirildi. Hasta ve kontrollerin vicut kitle indeksi dagilimlar: arasinda
anlaml1 bir fark yoktu. Ileri yas, erkek cinsiyet, ailede kanser dykisi, eslik eden
hastaliklar ve beyaz toprak maruziyetinin kolorektal kanser icin birer risk faktor
oldugu istatistiksel analizlerle belirlendi. Ileri yasin, erkek cinsiyetin, ailede kanser
oykustnin kolorektal kanser icgin birer risk faktorl oldugu, daha dnceki ¢calismalarda
bildirimis olup, bulgularimiz bu sonuglar ile uyumludur (Telatar ve Simsek 1993;
Cooper ve Hausman 2004; Drake ve ark. 2007; Alberts ve ark. 2008; Akin 2009).

Calismamizda, hasta grubunda beyaz topraga (asbest) maruz kalanlarin orani
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda fazla bulunmustur. Bu bulgu, Blytkdogan
ve ark. (2009) tarafindan, kolorektal kanserli hastalarda yapilan bir arastirmanin
sonuclart ile uyumludur ve bazi cevresel faktorlerin kolorektal kanser igin risk
olusturabilecegini gésteren anlamli bir 6rnektir.

Hastalarda, sistemik hastaliklarin kontrollerden fazla oldugu goruldi; ancak
crohn hastahg: ve ulseratif kolit gibi iltihabi barsak hastaliklar: disinda, digerlerinin
kolorektal kanser riskine 6zgu olmayip, ileri yaslarda bu hastahklarin gorilme
sikhiginda artis oldugu bilinmektedir. Bu durumun hastalarla kontrollerin yas ve
cinsiyet uyumunun olmamasindan kaynaklanabilecegini dusinmekteyiz. Calismamiz
planlanirken “polimorfizmler hayat boyu sabittir yas ve cinsiyetle iligkili degildir”
gerceginden hareketle, kolorektal kanserlerde yasin ve cinsiyetin etkilerini
saptayabilmek icin kontrollerin genel cerrahi poliklinigine siradan basvuran

bireylerden secilmesi uygun bulunmustur.
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VHL rs779805 polimorfizmini ¢alisan Chen ve ark. (2012), sigara ve alkol
kullanmayanlarda prostat kanser riskinin azaldigini bildirmislerdir. Li ve ark. (2006)
bir calismada, Schutte ve ark. (2009) diger bir calismada, hepatoseliiler karsinomada
sigara ve alkol tiketiminin HIF-1a ekspresyonunu arttirdigini; Bailey ve ark. (2009)
sigara ve alkol tuketiminin her ikisinin de karaciger hastaliklari igin risk faktor
oldugunu aciklamiglardir. Hsiao ve ark. (2010), hepatoseller karsinomada sigara ve
alkol tuketiminin HIF-1a G1790A polimorfizm duyarlihigina etkisini arastirmislar,
Ozellikle hepatoseliler karsinoma olusumunu molekiler diizeyde etkiledigini
saptadiklar: sigara ve alkol kullaniminin kontrollerde hasta grubundan sayica daha
fazla olmasmi c¢ok irdelediklerini bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda da
kontrollerde sigara ve alkol kullananlarin sayisi1 hastalardan daha fazla bulunmustur;
ancak kayitlarimiz mevcut durumdaki kullanici sayisint vermekte, inceledigimiz
polimorfizmlerin kolorektal kanser olusumundaki etkilerini yansitmamaktadir. Bizim
bu konudaki gorusimuz, daha ayrintili arastirmalar yapilmasi, 6rnegin; hastalarin
mevcut durumun otesinde, daha once sigara ve alkol kullanip kullanmadiklari,
kullandilarsa hangi araliklarla hangi miktarlarla tlkettikleri ve bu konudaki
ahskanhklarinin neler oldugu gibi ayrintili sorgulanmas: ve yeni calismalar
planlanarak  hastaligi tetikleme mekanizmalarimin  aydinlatilmas:  gerektigi
yonindedir.

Inceledigimiz  HIF-1a  C1772T, G1790A ve VHL  rs779805
polimorfizmlerinin her birinde elde ettigimiz genotipler, hastalarin cinsiyet, ailede
kanser Oykusu, eslik eden hastaliklar, sigara ve alkol kullanimi, beyaz toprak
maruziyeti, ulasilabilen Astler Coller evreleri ve hastalik dereceleri gibi klinik ve
patolojik 6zelikleri ile ayr1 ayr1 Karsilastirildiginda C1772T polimorfizminde CT/TT
genotipleri kadinlarda ve ailede kanser 6ykisu olanlarda (kadinlar igin art: risk
faktorleri), VHL rs779805 polimorfizminde GG genotipleri ailede kanser Oykisu
olanlarda yiiksek bulunmus; ancak genotip dagilimlarina gore degerlendirmede hasta
sayist ¢ok az oldugundan diger genotip gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik gdzlenmemistir.

Fransén ve ark. (2006), HIF-1lo P582S veya A588T polimorfizmlerinden
herhangi birinde bir polimorfik allel tasiyan hastalarda Ulseratif kolorektal kanser
olma riskinin daha yiiksek oldugunu gdostermisler, mekanik temelinin bilinmemesine
ragmen HIF-1o A588T allelinin tumdr lokasyonuyla iliskili oldugunu saptamislardir.
Munoz-Guerra ve ark. (2009), tarafindan yapilan bir ¢calismada ise HIF-1a A588T
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SNP’nin oral skuam6z hucre karsinomasina yatkinhk kazandirdigi ve olumsuz bir
prognozun erken evre belirteci olabilecegi gosterilmistir. Knechtel ve ark. (2010),
calismalarinda A588T alleli tasiyan kolorektal kanser hastalalarinda daha buyuk
tumaor bulunma olasiliginin arttigint savunmuslardir. Koukourakis ve ark. (2006),
hipoksi tarafindan regule edilen molekiler aktivasyon yollarinda, aneminin rolini
arastirmiglar, HIF-1a ve HIF-2a regilasyonlarinin anemiyle iliskili olmadigini
bulmuslardir.

HIF-1o eksikligi olan hucrelerde timor blyumesinin azaldigi gosterilmistir
(Ryan ve ark 2000). P582S ve A588T SNP’lerinin her ikisi de in vitro kosullarda
HIF-1o’nin artmig transaktivasyon kapasitesi ile iliskilendirilmistir (Tanimoto ve ark.
2003). Prostat kanserleriyle ¢alisan gruplarin bir kismi tarafindan prostat kanser riski
ile HIF-1a polimorfizmleri arasinda bir iliskinin olmadig: rapor edilirken (Li ve ark.
2007; Orr-Urtreger ve ark. 2007; Jacobs ve ark. 2008), diger bir ¢aligmada prostat
kanserli hastalardan alinan érneklerden hazirlanan in vitro deney serilerinde C1772T
polimorfizmi tanimlanmis; P582S degisiminin normokside HIF-1a’y1 stabilize ettigi
ve aktivitesini artirdig: ifade edilmistir (Tanimoto ve ark. 2003; Fu ve ark. 2005).
Androjen-bagimsiz prostat kanserlerinde de HIF-1a P582S polimorfizmi timor
yatkinligiyla anlamli derecede iliskili bulunmustur (Ollerenshaw ve ark. 2004; Chau
ve ark. 2005).

Hizli blyuyen solid timdrlerde hipoksi, daha malign fenotiplerin olusumu
icin katki saglayan dnemli bir mikro-gevresel faktdrdur; anjiyogenezi indikler ve
anaerobik metabolizmaya gecisi saglamay: da iceren uyumsal tepkileri tetikler, zira
tumaor hicrelerinin yayilmas: damar olusumu ve hiicre sag kalimi ile orantilidir
(Manohar ve ark. 2011). Erken evreli meme kanserlerinden alinan biyopsi
orneklerinde yapilan immianohistokimyasal bir calismada meme kanseri hiicrelerinde
HIFlo’min ifadelenmesinin arttigi gorilmus; fakat bunun polimorfizmlerle iligkisi
saptanamamistir  (Vleugel ve ark. 2005). Diger bir calismada normal oksijen
basincinda HIF-1o aktivitesini artiran varyasyonlar saptanmis ve HIFla’nin hedef
genlerinden VEGF’nin yuksek oranda ifadelendigi gosterilmistir (Fu ve ark. 2005).
Kim ve ark. (2008), HIF-1a P582S alleli tasiyan meme kanserli hastalarda olumsuz
sonuglar bildirmigler; Apaydin ve ark. (2008), ise HIF-1o gen varyasyonlariyla
meme kanseri yatkinlig1 arasinda bir iliski bulmamiglardir. Dales ve ark. (2010), ilk
kez HIF-1o’min mRNA’nin alternatif kesip-ekleme sonucu farkli kombinasyonlarda

islenmesi ile olusan varyantlarmi meme kanserinin gelisimi ve kot prognozu ile
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iliskilendirmigler; Schwab ve ark. (2012), ise HIF-1a’nin, tumor hicrelerini kismen
regule ederek, primer meme timorlerinin gelisiminde anahtar bir rol oynadigini in
vivo olarak goésteren ilk verileri sunmuslardir.

Fu ve ark. (2010), tarafindan yapilan bir calismada hipoksinin, damarlarin
yeniden olusumunda ¢ok onemli bir rol aldigi ve damarsal diz kas hucrelerini
dogrudan etkiledigi gosterilmistir. Bahadori ve ark. (2010), periferal arter
hastaliklarinda, HIF-1a’nin oksijenle diizenlenmesinde énemi olan iki polimorfizmi
(P582S, A588T) calismiglar ve bu varyasyonlarin HIF-1a’nin ekspresyonunu,
stabilizasyonunu ve transaktivasyon kapasitesini etkiledigini gostermisler, diger
polimorfizmlerin de periferal arter hastaliklar: riskiyle alakali olup olmadiklarinin
arastirilmasinin geregini vurgulamiglardir.

Mikro cevresel bir etken olarak hiicresel hipoksinin, tumor metastazinda koti
prognoza etkileri bircok ¢alismada incelenmistir (Secomb ve ark. 1993; Reynolds ve
ark. 1996; Vaupel 2004; Vaupel ve ark. 2007; Avni ve ark. 2011; Jiang ve ark.
2011). Tumori besleyen mikro damarlarin yap: ve fonksiyonlarina ek olarak kanin
oksijen transport kapasitesinin azalmis olmasina bagh olarak ortaya ¢ikan oksijen
yetersizligi, timor icersinde fonksiyonel damardan uzakhiga bagli bir azalma
olusmasina yol acar ve bdylece fonksiyonel damar ¢evresindeki timor hiicreleri daha
iyi oksijenlenirken, uzak olanlar zayif oksijenlenir. Timorlerde duzensiz kan akisi
tumor hucrelerinde kronik hipoksiye sebep olurken, kesikli kan akisina sahip
bolgelerde akut hipoksi olusmaktadir (Secomb wve ark. 1993). Hipoksinin,
indlklenmis apoptozise diren¢ gosterdigi, hicreleri radyasyon ve kemoterapiden
korudugu fark edilmis, dolayist ile klinik denemelerde hipoksi kétu prognoz
habercisi olarak tanimlanmistir (Reynolds ve ark. 1996; Vaupel 2004; Vaupel ve
Mayer 2007). Hipoksiye cevap olarak yayilan timér hiicrelerinde hiicre cogalmasini,
hiicre sag kalmimi ve anjiyogenezi destekleyen molekuler programlar indiklenir.
Hucresel oksijendeki degisimleri algilama ve cevaplamadan sorumlu bu pleotropik
olaylarin ¢cogu HIF-1a tarafindan diizenlenmektedir (Lu ve Kang 2010; Avni ve ark.
2011). Yeni tedavi stratejileri planlanirken, bircok kanserde HIF-1a. protein
seviyelerinin 6n kestirim biyomarkir1 olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir (Bardos
ve Ashcroft 2004; Liao ve ark. 2007; Vaupel ve ark. 2007).

HIF-1a ile yapilan calismalarda baska bir ayrinti ortaya ¢ikmist;; HIF-1a
ekspresyonunun sadece oksijen basinci tarafindan kontrol edilmedigi; ayrica Ras,
Src, fosfoinositol 3-kinaz gibi onkogenlerin aktivasyonu ya da VHL, p53 gibi tumor
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baskilayic1 genlerin fonksiyon kaybi ile normoksik kosullar altinda da HIF-1la
proteininin  timor htcrelerinde normal dokulardakinden daha fazla toplandig:
gosterilmistir (Bardos ve Ashcroft 2004). Ozellikle bir timér baskilayici gen olan
VHL’nin HIF’in baskilanmas1 ve ubikutin aracilig: ile degradasyonunu saglamaktaki
roli bobrek hicreli timoérler basta olmak Uzere bircok hastalikta incelenmis;
mutasyon veya promotdr metilasyonuyla olusan VHL fonksiyon aberasyonlarinin
HIF-1a proteinin yikilamayarak toplanmasina sebep oldugu ve bununda bir dizi
hipoksiye cevap genlerinin transkripsiyonuna yol agtig: gosterilmistir (Manohar ve
ark. 2011; Arjumand ve Sultana 2012). Diger yandan VHL geninde bulunan
mutasyonlarin HIF-1a ile baglanma kapasitesini degistirerek HIF-1o’nin zayif bir
bag yapmasina sebep oldugu ve bu durumun kanser ve kardiyovaskiler hastaliklarla
iligkili olabilecegi vurgulanmistir (Jaakola ve ark. 2001; Min ve ark. 2002; Lonser ve
ark. 2003; Kuwai ve ark. 2004; Manalo ve ark. 2005).

VHL proteininin fonksiyonlarindan en iyi belirlenmis olan1 HIF-1o’nin
baskilanmas: ya da ubikitin araciligi ile degradasyonunun hedeflenmesindeki
roludir (Stickle ve ark. 2005; Ohh 2006; Arjumand ve Sultana 2012) . Mutasyon
veya promotdr metilasyonuyla olusan VHL fonksiyon aberasyonlari HIF-1a
toplanmasina sebep olur ki bu da epidermal biylime faktori, vaskiler endotel
blyume faktorl, trombosit kaynakli blylme faktori ve diger proanjiyogenik
faktorler dahil bir dizi hipoksi cevap genlerinin transkripsiyonunu aktifler ve bdylece
bir timdrin olusumu igin dnkosul olan kan damar1 olusumunu hizlandirir (Arjumand
ve Sultana 2012). Son 15 yilda VHL gen mutasyonlari en c¢ok tumor bagiml
anjiyogeneziste aldiklar1 rol nedeniyle bobrek hicreli timorlerde (BHT) arastiriimis
ve VHL geninin siklikla mutasyona ugradigi bulunmustur (Hamano ve ark. 2002;
Schraml ve ark. 2002; Giménez-Bachs ve ark. 2006). Sporadik BHT’lerin ¢cogunda
VHL promotor bolgesinde hipermetilasyon oldugu belirtilmis, VHL geninin
metilasyon paternini degistiren durumlarin ya da VHL promotér bolgesindeki
mutasyonlarin hastaligin patogenezinde etkili olabilecegi savunulmustur (Ohh ve ark.
1998; Martinez ve ark. 2000; Davidowitz ve ark. 2001; Clifford ve ark. 2001;
Rannala 2001; Altintas ve ark. 2011; Moore ve ark. 2011). VHL gen mutasyonu
gorilmeden ortaya ¢ikan BHT’lerde ise mutasyonlarin bir kisminin diger tumaor
baskilayic1 genlerden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Martinez ve ark. 2000).

Roe ve ark. (2006), VHL ile hiicre dongusiinin kontroliinde ve apoptozda gok

Onemli regiilator olan p53 arasinda umulmayan bir baglantiy: rapor etmisler; VHL
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proteininin, Mdm2 (onkogenik E3 ubiquitin ligase murine double minute 2) araciligi
ile ubikdtinasyonunu baskiladigi, p53’e direkt baglanip onu stabilize ettigini
gOstermiglerdir. Daha sonra yapilan calismalar bu bulgulari desteklemis, VHL
proteininin  Mdm2 araciligi ile p53 ubikltinasyonunu baskilayarak, pozitif
dizenleyici oldugu gosterilmistir (Arjumand ve Sultana 2012). Daha sonra bu
bulgular BHT hcrelerinde denenmis, VHL bloklandiginda BHT hicrelerinde
apoptozisin durdugu ve DNA tahribat1 nedeniyle anormal hiicre déngust olustugu,
VHL restore edildiginde ise normale dénmenin mimkin oldugu rapor edilmistir
(Roe ve ark. 2006; Arjumand ve Sultana 2012).

Carmen ve ark. (2012), hayvan hicrelerinde VHL’nin hipoksi cevap yolu
reglilasyonunun temel olaylarini incelemislerdir. Bilgisayar simulasyonuna bagli
olarak yapilan c¢alismada HIF-la ve VHL’nin mutant formu arasindaki
etkilesmelerde yapisal re-organizasyonlar igin atomik detaylarin durumu
matematiksel analiz ¢alismalar1 ile degerlendirilmistir. Farkli hesaplamalar ile elde
edilen sonuclar, VHL geninde olusan her tirli mutasyonunun VHL proteininin dogal
yapisindaki  stabiliteyi bozdugunu gostermistir. HIF-VHL kompleksi gibi
proteinlerde atomik seviyede yeniden yapilanma sirasinda enerji degisimlerini de
iceren hesaplamalar yapilmasi ve arastirmalarin bu boyutlara ulagmasi, ileride
kolorektal kanserler dahil bircok hastahgin tani ve tedavisi igin 0mit verici
gelismelerin habercisi oldugu kanisindayiz.

Inceledigimiz HIF-1a. C1772T, G1790A ve VHL rs779805 polimorfizm
aragtirmalarmin bircogunda timoér orneginden izole edilen DNA’lar kullanilmis;
HIF-1a protein diizeyi, tumdrun klinik-patolojik yonleri, daha buyuk ve daha agressif
olma egilimi polimorfizmler ile iligskilendirilmeye caligilmistir. Bizim calismamizda
periferik kandan elde edilen DNA 6rnekleri kullanilmis ve bu polimorfizmlerin
kolorektal kanser igin bir risk faktori olup olmadigimin belirlenmesi ve
hastalanmadan ©6nce genetik yatkinligi olan bireylerin tarama testleri ile takip
edilebilmesi Gzerine kurgulanmis; HIF-1la C1772T polimorfizminin CT/TT

genotiplerinin tarama ve erken tanida yarar saglayabilecegi bulunmustur.
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Sonug olarak; amaglarimiz agisindan inceledigimiz HIF-1o C1772T, G1790A
ve VHL rs779805 polimorfizmlerinin hasta ve kontrollerin her birinde elde ettigimiz
genotip oranlar1 ve hastalarin yas, cinsiyet, ailede kanser oykisu, eslik eden
hastaliklar, sigara ve alkol kullanimi, beyaz toprak maruziyeti, ulasilabilen Astler
Coller evreleri, hastalik dereceleri gibi klinik ve patolojik 6zelikleri ile ayr1 ayri

karsilastirildiginda;

a) HIF-1a geninde tanimlanan C1772T (rs11549465) polimorfizminin CT/TT
genotiplerinin; ayrica ileri yasin, erkek cinsiyetin, ailede kanser dyklsunun, eslik
eden hastaliklarin ve beyaz toprak maruziyetinin kolorektal kanser agisindan birer
risk faktorii olabilecegi,

b) Klinik ve patolojik 6zelliklerin genotiplere gore dagilimina bakildiginda C1772T
polimorfizminde CT/TT genotiplerinin kadinlarda ve ailede kanser ¢ykiisu olanlarda

(kadinlar igin arti risk faktorleri) yiksek bulunabilecegi,

¢) VHL rs779805 polimorfizminde GG genotipinin ailede kanser 6ykisl olanlarda

yuksek bulunabilecegi saptanmustir.

Ancak calismamizi smirlandiran bir durum ise, genotip dagilimlarina gore
klinik ve patolojik dzellikler degerlendirildiginde; hasta sayimizin az olmasiydi. Bu
nedenle daha fazla sayida hastanin c¢ahsma kapsamina alinabilecegi yeni

arastirmalarin planlanmasini 6neriyoruz.
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