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ÖZET

N. E. Ü. SA LIK B MLER  ENST TÜSÜ

TIBB  B YOLOJ  ANAB M DALI

DOKTORA TEZ  / KONYA 2013

Uz. Dr. H. Sayg n DEM REL

Kolorektal Kanser Riski ile Hipoksiyle ndüklenen Faktör-1Alfa (HIF-1 ) ve

von Hippel-Lindau (VHL) Gen Polimorfizmleri Aras ndaki li ki

Kolorektal kanser insanda s k görülen dört kanser türü aras nda yer al r ve

ölüme götüren kanserler içerisinde ikinci s radad r. Kolorektal kanser olu umunda

çevresel ve genetik faktörler etkilidir. Birçok kanser türünün geli mesinde etkili

oldu u dü ünülen HIF-1  geni hücrenin hipoksiye cevab n anahtar regülatörüdür.

VHL tümör bask lay  bir gendir ve hipoksiye cevap yola nda önemli rol al r.  Bu

çal man n amac , HIF-1  geninin C1772T (rs11549465) ve G1790A (rs11549467)

polimorfizmleri ile HIF-1 ’n n oksijen-ba ml  degradasyonunu regüle eden VHL

genin 5’UTR bölgesindeki fonksiyonel rs779805 polimorfizminin ve ayr ca ya ,

cinsiyet, ailede kanser öyküsü, sistemik hastal klar, beyaz toprak maruziyeti, sigara

ve alkol tüketiminin kolorektal kanser riski ile ili kisini ara rmakt r.

Çal maya, kolorektal kanser tan  alm  92 hasta ile kontrol grubu olarak

101 birey al nd . DNA izolasyonu için periferal kan kullan ld . HIF-1  genindeki

rs11549465 C>T ve rs11549467 G>A polimorfizm de imlerini genotiplemek için

ARMS-PZR; VHL rs779805 A>G polimorfizm de imini genotiplemek için PZR-

RFLP moleküler tan  yöntemleri kullan ld .

Hasta ve kontrollerde HIF-1  geni C1772T,  G1790A ve VHL geni rs779805

polimorfizmlerinin genetik modellere göre frekanslar  belirlendi. HIF-1  C1772T

polimorfizminin CT/TT genotipleri hasta grubunda daha fazla say da bulundu

(P<0.05). Odds oran  %95 güven aral nda hesapland  ve 1.96 (1.02-3.77) olarak

bulundu; ancak ya , cinsiyet, ailede kanser öyküsü, beyaz toprak maruziyetine göre

ayarlanm  olan odds oran  (AOR)  %95  güven  aral nda 4.79 (1.07-21.48) olarak

bulundu. Çal mam zda saptad z bu bulgu CT/TT genotiplerine sahip bireylerde

kolorektal kanser riskinin artm  oldu unu göstermektedir. Ayr ca ileri ya , erkek

cinsiyet, ailede kanser öyküsü, e lik eden hastal klar ve beyaz toprak maruziyetinin

kolorektal kanser için birer risk faktörü oldu u istatistiksel analizlerle belirlendi



xiv

(P<0.05). Hastalarda TNM evrelemesinin genotip da mlar  ile  ili kisine bak ld ,

gruplar ars nda anlaml  farkl k bulunmad  (P>0.05).

Çal mam n sonuçlar ; ileri ya ,  erkek  cinsiyet,  ailede  kanser  öyküsü,  e lik

eden hastal klar ve beyaz toprak maruziyeti gibi risk faktörlerine ilaveten, HIF-1

C1772T polimorfizmi CT/TT genotip taramas n, kolorektal kanserin erken

tan nda avantaj sa layabilir birer risk belirteci olabileceklerini göstermi tir.

Anahtar Kelimeler: HIF-1 , VHL, Polimorfizm; rs11549465, rs11549467,

rs779805, Kolorektal kanser.
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ABSTRACT

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

von Hippel-Lindau (VHL) Gene Polymorphisms

Colorectal cancers are among the four most frequently seen cancers in

humans and the 2ndin terms of fatality. Environmental and genetic factors have role

in the formation of colorectal cancer. HIF-1  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-1  gene and the

functional rs779805 polymorphism of 5’UTR region of the VHL gene, regulating the

oxygen-dependent degradation of HIF-1 , 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-1  gene’s rs11549465 C>T and rs11549467 G>A,

and VHL gene’s rs779805 A>G polymorphism transformations.

The frequencies of HIF-1  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-1  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-1  C1772T

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

Keywords: HIF-1 , VHL, Polymorphism; rs11549465, rs11549467, rs779805,

Colorectal cancer.
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1. G  VE AMAÇ

           Yap lan ara rmalar kolorektal kanser s kl n tüm kanser vakalar

içerisinde üçüncü, kanser sebebiyle olan ölümlerin ikinci s ras nda yer ald  ortaya

koymaktad r (Knechtel ve ark. 2010). Kolorektal kanser riskini çevresel ve genetik

faktörler etkilemektedir. Oksijen homeostaz nda kritik bir rol oynayan Hipoksiyle

ndüklenen Faktör-1 (HIF-1) heterodimerik bir protein olup HIF-1  ve HIF-1  alt

ünitelerinden olu maktad r. Nükleusda bulunan -alt ünitesi yap sal, sitoplazmada

bulunan -alt ünitesi regülatör bile en olarak i lev görmektedir. Hücrede HIF-1 ’n n

degradasyonu oksijen-ba ml  hidroksilasyonla regüle edilmektedir ve bu regülasyon

bir tümör bask lay  gen olan von Hippel-Lindau (VHL) proteini taraf ndan

gerçekle tirilmektedir. Birçok fizyolojik ve patofizyolojik olay n gen seviyesindeki

düzenlenmeleri ile hücrelerin oksijensiz ortamda oksijenlenmeyi sa layacak yeni

damar olu umu, alyuvarlar n üretiminde art  ve anaerobik glikolizise kadar çe itli

metabolizma de ikliklerinin hipoksiyle düzenlendi i bilinmektedir (Semenza 2009)

Deneysel çal malarda, HIF-1 ’n n normoksik ko ullarda bulunan hücrelerde h zla

rken çe itli kanser hücrelerinde ekspreyonunda art  saptanm r (Ohh ve ark.

2000; Maynard ve Ohh 2004; Semenza 2009; Qin ve ark. 2012). HIF-1  ve VHL

polimorfizmlerinin kanser riski üzerindeki etkileri birçok defa çal lm r

(Illingworth ve ark. 2010; Knechtel ve ark. 2010; Domene ve ark. 2012); ancak

kolorektal kanser riski üzerideki rolü hala belirsizdir.

           Bu çal man n amac ; öncelikli olarak HIF-1  geninde tan mlanan C1772T

(rs11549465) ve G1790A (rs11549467) polimorfizmleri ile oksijen varl nda

sitozolde HIF-1  y  ile ili kilendirilen tümör bask lay  VHL geninde

fonksiyonel rs779805 genetik polimorfizminin kolorektal kanser aç ndan bir risk

faktörü olup olmad  ara rmakt r. Ayr ca çal maya dahil edilen bireylerin ya ,

cinsiyeti, ailede kanser öyküsü, sistemik hastal klar , beyaz toprak maruziyeti, sigara

ve alkol kullan  gibi risk faktörlerini kaydederek hasta ve kontrol gruplar ndaki

kl  kar la rmakt r.
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2. GENEL B LG LER

Hücrenin moleküler biyolojisi, tüm biyolojik bilimlere temel olan ve h zla

büyüyen aktif bir ara rma alan r. Watson ve Crick’in DNA yap  tan mlayan

tarihsel makalelerinin yay mlanmas ndan elli y l sonra, 2001’de insan genom dizisi

öntasla n tan  takiben 2003’de dizinin yüksek kalite versiyonu

tamamlanm r (Knudson 2001; Balmain 2003). nsan genomu dizisinin ifresinin

çözülmesi, gen i levi ve düzenlenmesi çal malar na yeni yakla mlar getirmekte ve

kanser geneti inin geli imindeki tarihsel kö e ta lar  izlenebilmektedir. Onkogenler

ve tümör bask lay  genler 1980’lerden günümüze yo un ara rmalar n oda  olmu

insan neoplazmalar nda bulunan birçok stimülatör “onkogenler” ve bask lay

“tümör supressör genler” hem tümörogenezisin hem de normal düzenleyici büyüme

yolaklar n ne kadar karma k oldu unun anla lmas  sa lam r (Macleod 2000;

Nowell 2002). Ayr ca bu h zl  moleküler bilgi art  t p uygulamalar nda yeni ufuklar

açm  kanserden korunma ve tedavi konusunda etkili olanaklar sunmu tur

(Vogelstein ve Kinzler 2004; Vescovi ve ark. 2006; Apessos ve ark. 2008).

2.1. Tümör Büyümesi

           Tümör, hücrenin fizyolojik davran lar  kontrol eden sinyallere do ru

tepkiyi göstermek yerine kontrolsüz ço almaya ba lamalar  sonucu olu ur. Bir tümör

benign veya malign olabilir (Komarova ve ark. 2003). Malign tümörler benign

olanlar ndan birçok ekilde farkl k gösterirler; malign tümör hücrelerinin temel

farkl  invaziv olu lar  ve metastaz yapmalar r. Malign bir tümör olu umu için

hücrede en az ndan 3 ila 5 mutasyon gerekirken,  benign tümörlerde sadece 1 veya 2

mutasyon bulunabilir (Nowell 2002).

           Moleküler çal malardan elde edilen kan tlar, tümörogenezisin çok a amal  bir

süreç olarak geli ti ini göstermektedir. Bu süreç içerisinde, genetik de imler

sonucu, normal bir hücre sürekli transformasyonla malign bir tümöre

dönü ebilmektedir (Renan 1993; Hanahan ve Weinberg 2000; Knudson 2002). Hücre

fizyolojisindeki 6 temel de imin malign tümör olu umunu sa lad  hakk nda

birçok veri mevcuttur. Bunlar hücre bölünmesini bask lay  sinyallere duyars zl k,

kendi kendine yeterlilik (otokrin uyar m), programl  hücre ölümünden kaç , limitsiz

yenilenme potansiyeli, sürekli anjiogenesiz, doku invazyonu ve metastaz olarak

belirtilmektedir (Hanahan ve Weinberg 2000).
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2.1.1. Onkogenler, Tümör Bask lay  Genler ve Koruyucu Genler

           Hücre ço almas n fizyolojisi hücre bölünmesi, farkl la mas , büyüme

blokaj  ve apoptozu kontrol eden ilgili moleküler yollarla regüle edilmektedir.

Homeostazisin sa lanmas  için bu olaylar n s  kontrolü gerekir ve birçok genin

levini içerir. Bu genlerden baz lar n düzensiz regülasyonu patolojik durumlar n

ortaya ç kmas na yol açt  kadar maligniteye de sebep olmaktad r.

Tümörogenezisden onkogenler, tümör bask lay  genler ve genetik kararl

sa layan genler sorumludurlar (Volgelstein ve Kinzler 2004). Genellikle hücrenin

normal ço almas  denetleyen sinyal yollar nda görev yapan hücresel genlere

protoonkogenler denir. Protoonkogenlerdeki de imler, somatik veya germ hücre

mutasyonlar yla olu abilir. Hücrenin ço almas  ve sa  kal  düzenleyen sinyal

ileti yolaklar nda i levsel bir genin mutasyonundan sonra bir protoonkogen aktifle ip

ekspresyonu de ebilir, 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

regüle eden bir etkinin ortaya ç kmas  sonucu olu abilir (Rowley 1983; Knudson

1985; Balmain 2003). Hücrede baz  de imlere eklenen, bir protoonkogenin bir

allelindeki aktive edici somatik bir mutasyon, hücreye genellikle seçici bir ço alma

avantaj  sa lamaya yeterli olabilir. Örnek vermek gerekirse MET geni kal tsal

papiller karsinoma için predispozand r, akci er, over ve idrar kesesi

karsinomalar nda K-ras geni yer al rken, ba  ve boyun kanserlerinde N-ras geni

mutasyonlar  yayg nd r (Vogelstein ve Kinzler 2004).

           Genetik de imler tümör bask lay  genleri z t yönde etkilerler; gen

ürünlerinin aktivitelerini azaltarak veya ortadan kald rarak gen fonksiyonlar n

kayb na sebep olurlar (Knudson 2002; Vogelstein ve Kinzler 2004). Bu tür

inaktivasyonlar , protein aktivitesi için esansiyel lokasyonlarda olan yanl  anlaml

mutasyonlar (missense mutations), dur kodonu ile kesilen ve h zl  y lan protein

olu umuna sebep olan mutasyonlar (nonsense mutations), bir baz kayb yla çerçeve

kaymas  mutasyonlar  (frameshift mutations), farkl  büyüklüklerde delesyon veya

insersiyonlar, ya da genin epigenetik davran ndaki farkl klar olu turabilir.

Hücreye seçici bir avantaj kazand rmak için gerekli di er bir mutasyon ise tümör

bask lay  genlerin maternal veya paternal alellerini etkileyen genetik (epigenetik de

olabilir)  de imlerdir. Böyle bir durumda inaktivasyon, bir allelin delesyonu ya da

kal tsal olarak heterozigotlu u üzerine di er allelinde somatik mutasyonuyla tümör
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bask lay  genin her iki allelininde etkinsizle mesinden kaynaklanabilir (Knudson

2002; Cvetkovic ve ark. 2004).

           Kanser genlerinin, mutasyona u rad nda tümörogenezisi tamamen farkl  bir

yoldan kolayla ran üçüncü bir s  ise stabiliteyi koruyucu genlerdir. Bu grup,

yanl  e le me hatalar  do rudan tersine çeviren onar m (mismatch repair),  hasarl

tek baz ç karma onar  (base-excision repair), yanl  nükleotid kesip ç karma

(nuclotide-excision repair) onar  genlerini içerir. Bunlar normal DNA

replikasyonu s ras nda olu an yanl k veya mutajenlere maruz kalma sonucu

indüklenen yanl klar n düzeltilmesinden sorumludurlar. nsanlarda XPA’dan

XPG’ye kadar simgelenmi  yedi farkl  onar m geni tan mlanm r. Kseroderma

pigmentozum (XP) ve herediter nonpoliposis kolon kanseri (HNPCC) bu genlerin

mutasyonlar ndan kaynaklanan genomik karars zl k hastal klar na örnektirler

(Friedberg 2003; Cooper ve Hausman 2004; Cvetkovic ve ark. 2004; Alberts ve ark.

2008; Apessos ve ark. 2008).

          Birçok ara rmac  tümör hücrelerinin klonal geli iminde ve klinik

ilerlemelerinde genetik karars zl n önemini göstermi lerdir (Friedberg 2003;

Cvetkovic ve ark. 2004). Son y llarda ilgili yay nlardaki art , tümörogenezisde

genomik instabilitenin rolünü tart may  gerektirmektedir (Sieber ve ark. 2005).

Art k kanserin, hücre bölünmesini direk olarak kontrol eden genlerdeki mutasyon

birikiminin sonucu ortaya ç kt  kabul edenler oldukça fazlad r. Bununla birlikte

bu mutasyonlar n mekanizmalar  tart lmaya devam etmektedir. Kanserin temelinde

yatan çoklu mutasyonlar n birbirini izlemesi için özellikle genetik karars zl n

gereklili i vurgulanm r. Genetik karars zl k neoplazi için gerekli olan karma k bir

tak m de ikli in hücrede birikmesini h zland rmaktad r (Lengauer ve ark. 1998;

Sieber ve ark. 2005; Apessos ve ark. 2008).

           Hücresel DNA kimyasal, iyonizan radyasyon, , tümör indükleyen virüsler,

enzimatik hatalar vb. birçok kaynaktan gelen uyaranlar n etkisi alt ndad r. Ancak

DNA da olu an hasarlar n etkili onar  ile genetik stabilite muhafaza edilir.

Stabilite genleri genetik de imleri minimuma indirir, ayet bu genler inaktive

olurlarsa di er genlerde daha yüksek oranlarda mutasyonlar meydana gelebilir (Elias

1998; Friedberg 2003). Mutasyonlardan potansiyel olarak bütün genler etkilenir;

ancak sadece onkogenler ve tümör bask lay  genlerindeki mutasyonlar net olarak

hücre büyümesini ve bölünmesini etkileyerek mutant hücreye seçici bir ço alma

avantaj  sa layabilirler (Volgelstein ve Kinzler 2004).
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2.2. Kolorektal Kanserler

           Kolon ve rektumun kanserlerine kolorektal kanserler denir. Kolon ve rektumu

kaplayan epitelyum katman ndan köken al rlar. Bat  ülkelerinde en yayg n kanser

tipleri aras ndad r. Birle ik devletlerde her y l yakla k 140.000 olgu rapor edilmekte

ve toplam kanser ölümlerinin yakla k % 11’ini olu turmaktad r (Cooper ve

Hausman 2004; Alberts ve ark. 2008). T.C. Sa k Bakanl  Kanser Sava  Daire

Ba kanl ’n n istatistiklerine göre ülkemizde kolorektal kanserler, akci er kanseri,

meme kanseri ve mide kanserini takiben 4. s rada yer almaktad r. Ülkemizde

kolorektal kanser s kl  % 7,7’dir. Erkeklerde daha s k olmak üzere her iki cinsiyette

de görülür. Hastalar n % 59’u erkek, % 41’i kad nd r. Erkek/Kad n oran  1.44’dür.

Erkeklerde kolorektal kanser, akci er ve mide kanserlerinden sonra 3. s rada yer

al rken, kad nlarda meme, deri, mide ve ovaryum kanserlerini takiben 5. s rada yer

almaktad r. Kolorektal kanserlerin en s k görüldü ü ya  aral  50 -75’dir ve ya

ilerledikçe kanser riski yükselmektedir (Topuz ve Aykan 1998; Phalman ve ark.

1999).

2.2.1. Kolon ve Rektum Anatomisi

           Ortalama 150 cm uzunlu unda olan kal n barsaklar çekum, ç kan kolon,

transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektum bölümleri ile ince barsaklara

bir çerçeve olu turacak ekilde, anüse kadar uzan r. Duodenumun önünden geçen

dikey bir planla sa  ve sol kolon olmak üzere ikiye ayr ld  varsay r. Sa  kolon;

çekum, apendiks, ç kan kolon, fleksura hepatika ve transvers kolon ba lang na

kadar, sol kolon; transvers kolonun distali, splenik fleksura, inen kolon, sigmoid

kolon ve rektumdan olu ur. Kal n barsa n ba lang  ve en geni  yeri olan çekumun

iç arka yüzüne ince barsa n ileum bölümü ve apendiks birer delik arac yla

aç lmaktad rlar. leumun distal ucu ile çekum aras ndaki geçi  yerinde iki dudakl  bir

kapakç k bulunur. Bu kapakç a kolon kapakç  veya ileoçekal valv denir. leoçekal

valv barsak dokusunun kendi üzerinde bir kez k vr lmas yla olu maktad r.

Yap ndaki düz kaslar sfinkter görevini görür. leoçekal valv, ince barsaktan kal n

barsa a olan ak n daima tek yönlü olmas na katk da bulunan önemli bir olu umdur

(Ar nc  ve Elhan 2001; Drake ve ark. 2007) .

           Kolon duvar n katlar : mukoza, submukoza, sirküler kas tabakas ,

longitidunal kas tabakas  ve serozad r. Ba ca fonksiyonunun içindeki muhtevan n

suyunu emmek olan kal n barsaklar histolojik tabakalar aç ndan ince barsaklara
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benzerler; ancak plika sirkülaris ve villus içermemeleri ile farkl rlar. Lümen çok

say da goblet hücresi içeren tek katl  prizmatik epitelyum ile kapl r. Kolondan

sonra gelen ve as l görevi depolamak olan rektum anal kanalla devam eder ve d ar

aç r ( ekil 2.2.1) Anal kanal n iç ve d  olmak üzere 2 adet sfinkteri vard r. ç

sfinkter istemsiz çal an kaslardan olu ur ve aç lmas  rektum içindeki bas nca

ba r, d  sfinkter ise istemli olarak çal an kaslardan olu maktad r (Ar nc  ve

Elhan 2001; E refo lu 2004; Gourley ve Gering 2005).

ekil 2.2.1. Kolon ve rektumun yap  (Drake ve ark. 2007).

2.2.2. Etiyoloji

            Günümüzde süregelen çal malara ra men tüm dünyada önemli bir sa k

sorunu olmaya devam eden kolorektal kanserlerin etiyolojisi kesin olarak

bilinmemekte; ancak baz  faktörler suçlanmaktad r. Ara rmalar kolorektal

kanserlerin kolonik mukozay  etkileyen genetik ve çevresel faktörlerin katk lar yla

geli en multifaktöriyel bir hastal k oldu unu göstermi tir (Malazgirt 1996; Clinton

ve ark. 1997; Le Marchand 1999; Sayek 2004; Landi ve ark. 2005).

           Kanserlerin patogenezi hücrelerin ço almas , farkl la mas  ve sa  kal  gibi

genel gereksinimlerin düzenlenmesi i levlerinde anahtar görev üstlenen genlerin

mutasyonlar ndan etkilenmekte ve hastal k çe itli faktörler sonucu bir seri somatik

mutasyonun birbirini izlemesiyle geli mektedir (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).
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2.2.3. Kolorektal Kanser Olu umu

           Kolon kanserlerinin ço u kal tsal bir hastal k de ildir. Di er kanserler gibi,

kolorektal kanserlerin de ba lang çta mutasyona u rayan somatik bir hücreden

kaynakland  ve bu hücrenin nesillerinin ilave mutasyonlarla genetik karars zl k

kazanarak kontrolsüz ço almaya ba lamalar  ile geli ti i dü ünülmektedir. Genetik

karars zl k, neoplazi ve kötü huyluluk için gerekli olan karma k bir tak m

de ikli in hücrede birikmesini h zland rmaktad r (Alberts ve ark. 2008). Kanserin

çok a amal  bir süreç oldu unu gösteren davran lardan biri de geç ya larda (%90’

55 ya ndan sonra) ortaya ç kmas r. Çal malar, kolorektal kanserin görülme

kl n 30 ila 50 ya lar  aras nda on kattan fazla, 50 ile 70 ya lar  aras nda bir on

kat daha artt  göstermektedir (Sonnenberg ve ark. 2000; Peto 2001; Cooper ve

Hausman  2004).

Kolorektal kanser geli iminin en erken a amas nda barsak epitelyum

hücrelerinin ço alma h  artar ve çok a amal  bu süreçte klonal seçilimle, daha h zl

ço alan, daha bask n bir nitelik kazan rlar. Giderek bu hücrelerden polip ad  verilen

doku ç nt lar eklinde adenomlar ya da küçük iyi huylu tümörler olu ur. Bu

adenomatöz poliplerin büyük ço unlu unun kolorektal kanserlerin öncüleri

olabilece ine inan lmaktad r. Çap  1 cm’den daha küçük poliplerde, hücreler ve

bunlar n epitelyum içindeki düzenlerinin bölgesel detaylar  genellikle bütünüyle

normal gözükmektedir. Polip büyüdükçe, farkl la mam  görünen ve düzensiz

yap lar olu turan hücreleri içerme olas  artmaktad r. Hastal n geli imi genellikle

çok yava  olup, gittikçe daha büyük ve hücre ço alma h  yüksek yeni adenomlar

geli mektedir ( ekil 2.2.2). Daha sonra tümör hücrelerinin epitelyum bazal

laminas  geçerek alt ndaki ba  dokusuna ula mas yla, benign adenomlardan malign

karsinomlar n geli imi izlenir. Ço almay  sürdüren bu hücreler, barsa  çevreleyen

kas tabakas  içinde de ilerleyerek, sonunda barsak duvar  a ar, kar n bo lu undaki

mesane, ince barsak ve karaci er gibi di er organlara yay rlar. Ayn  zamanda kan

damarlar na ve lenf yollar na da giren kanser hücreleri, akci er ve vücudun di er

bölgelerine de metastaz yapma olana na kavu arak istilac  hale gelmektedirler

(Telatar ve im ek 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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ekil 2.2.2. Tipik bir kolon kanserinde adenomun enine kesiti (Alberts ve ark. 2008)

2.2.4. Kolorektal Kanserlerde Baz  Ortak De iklikler

           Kanserlerin ço unda, hücrenin normal davran  kontrol eden sinyallere

do ru tepkiyi göstermek yerine kontrolsüz biçimde ço almaya neden olan baz

onkogenlerin aktivasyonu ya da tümör bask lay  genlerin inaktivasyonu kritik

ad mlar olarak tan mlanm r.  Kolorektal kanserlerde p53, K-ras ve APC genlerinin

kl kla mutasyona u rad  saptanm ; ancak daha ba ka kritik görevleri olan

genlerin belirlenmesinin gerekli oldu u vurgulanm r (Alberts ve ark. 2008).

           Bunlardan biri de bizim çal mam zda fonksiyonel rs779805 genetik

varyasyonunu inceledi imiz von Hippel-Lindau (VHL) tümör bask lay  gendir.

Yap lan bir çal mada VHL ve p53 aras nda ilginç bir ba lant  saptanm ; VHL

proteininin Mdm2 arac  ile y  önledi i stabilize p53 proteinine direkt

ba land  ve hücre döngüsü regülasyonunda kritik bir rol ald  rapor edilmi tir

(Ohh 2006). Son y llarda yo un çal malar n oda  olan tümör bask lay  p53

geninin hücre ço almas  kontrol eden, programlanm  hücre ölümünü düzenleyen

ve tümör geli imini bask layan çok yönlü fonksiyonlar  ara lmaktad r. Genetik bir

taramada kolorektal kanserlerin yakla k % 60’ nda p53 geninde delesyonlar ya da

etkinsizle tirici mutasyonlar bulundu u bildirilmi tir (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).
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2.2.5. Genetik Faktörler

           Kolorektal kansere kal tsal yatk nl k gösteren ender ailelerin izlenmesi kritik

kanser genlerinin bulunmas nda kullan lan yakla mlardan biridir. Bu yolla kolon

kanserlerinin kal tsal formlar  tan mlanm  ve kansere yatk nl k genlerinin kal lmas

ile kanser geli me olas n ili kisi ara lm r. Asl nda bilinen genlerin neden

oldu u kanserlerin kal lmas , tüm kanser olgular n sadece %5’ini olu turan ender

bir olayd r. Bunlar aras nda en s k görülen kal tsal kanser sendromu, barsak

kanserlerinin %15’ini olu turan kal msal polipsiz barsak kanseridir. (Telatar ve

im ek 1993; Cooper ve Hausman 2004; Ak n 2009).

2.2.5.1. Ailesel Adenomatöz Polipozis Koli (FAP)

            FAP’l  hastalarda 5. kromozomun uzun kolundaki bir delesyon  (5q21) APC

geninin tan nmas na neden olmu tur. Tümör bask lay  bir gen olan APC’nin

delesyonu ya da etkinsizle mesi genetik testlerle izlenebilir. Otozomal dominant

geçi li olan APC genine ait mutant bir allel etkilenmi  bir ebeveynden kal labilir ve

di er allelde de somatik bir mutasyon olu abilir; yani iki vuru  modeli (two-hit

hipotezi) söz konusudur (Knudson 2002; Strate ve Syngal 2005).

           FAP oldukça nadirdir, toplam kolon kanseri olgular n %1’inden daha az nda

görülürler. Riskli bireylerde, yüzlerce benign polip erken eri kin dönemde belirir ve

er tedavi edilmezse bir ya da daha fazlas n kötü huylu hale gelmesi neredeyse

kaç lmazd r; ancak kanserin geli mesi poliplerin ilk olu umundan yakla k 12 y l

geçtikten sonra farkedilmektedir. Bu durum erken tan n ne kadar önemli oldu unu

ortaya koymaktad r (Waxner ve ark. 1998;  Ak n 2009).

           Genler ve i levleri hakk ndaki bilgilerimiz ço ald kça, bilinen kritik kanser

genleri ile ili kiye giren di er genlerin etkileri ara lm r. APC mutasyonlar

kal tsal olmayan barsak karsinomlar nda da s k görülmektedir ve APC proteininin,

Wnt (Frizzled reseptörlerine ba lanan büyüme faktörleri protein ailesi) sinyal

yola n bask lay  bir bile eni oldu u ilk olarak kolon kanser geli im

çal malar nda tan mlanm r (Peifer ve Polakis 2000; Volgelstein ve Levine 2000).

Baz  durumlarda Wnt sinyal yola n aktifle mesi APC geninde de il Wnt sinyal

yola n APC’den daha a da yer alan -katenini kodlayan gendeki

mutasyonlardan kaynaklanabilir ve APC mutasyonuyla benzer sonuca neden olur.

Normalde tümör bask lay  bir gen olan APC, -katenine ba lanarak etkisini

gösterir ve  -katenine ba land  zaman kolon epitelinde ço almay  uyaran gen
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düzenleyici bir protein olan TCF4’ün etkinle mesine engel olmaktad r. Böylece APC

proteininin i levsel olmas  ve -katenine ba lanabilmesi ile hücre ço almas n

kontrolü sa lanmaktad r. APC’nin bir allelinin mutant olarak ebeveylerden genetik

aktar  ve di erinin somatik mutasyonla etkinsizle mesi, yani APC geninin her iki

kopyas nda kay p olmas  durumunda, Wnt sinyal yolunun bile enleri olan tümör

bask lay  genlerin kontrolü ortadan kalkar (Moon ve ark. 2004; Jin 2008; Donma

ve Donma 2010). APC’nin inaktivasyonu barsak hücrelerinin anormal ço almas na

ve çok say da adenom geli erek, erken adenom dönemine geçilmesine neden olur.

Yine ço u barsak adenomunda, K-Ras ya da sinyal yola nda Ras’dan sonra görev

alan raf onkogen ailesinin bir üyesi olan B-raf genlerinden birinin mutasyon sonucu

aktifle mesine de s k rastlanmaktad r (Tipale ve Beachy 2001; Alberts ve ark 2008).

          Barsak kanserlerini etkileyen di er sinyal yolaklar na bak ld nda hemen

hepsinde TGF-  sinyal yola  etkileyen mutasyonlara rastlan r ve bu mutasyonlar

erken evre adenomlarda görülür. Baz  durumlarda ise mutasyonlar TGF-

reseptörünü kodlayan TBRII tümör bask lay  geni inaktive eder. Di er bir durumda

kolon kanserlerinin belki %30’unda mutasyon sonucunda Smad2 ve Smad4

transkripsiyon faktörlerini kodlayan tümör bask lay  genler inaktifle ir. Orta ve geç

dönem adenomlar ve adenokarsinomlarda kromozom 18q’da s kl kla delesyon

izlenmi  ve burada önemli bir tümör bask lay  genin olabilece i dü ünülmü tür.

Ayn  zamanda Smad2 ve Smad4 genlerine yak n kom u olan bu gen DCC (deleted in

colon cancer) olarak adland lm  ve kodlad  proteinin, hücre adezyon proteinleri

ve hücre yüzey glikoprotein molekülleri ile homoloji gösterdi i bildirilmi tir (Cooper

ve Hausman 2004; Strate ve Syngal 2005). Genellikle tümör geli iminin daha geç bir

amas nda p53 tümör bask lay  genin inaktivasyonuyla geç dönem adenomlar

geli ir ve tablo giderek a rla r. Erken ve orta a amalarda p53 i lev kayb  %20

civar ndayken, geç dönem adenomlarda bu oran %30 olarak izlenmekte ve

karsinomlarda %75’e ç kmaktad r. Çok basamakl  bu geli imlerden hücre

ço almas  ve sa  kal  düzenleyen farkl  sinyal ileti yolaklar  etkileyen

onkogen ve tümör bask lay  genlerde biriken hasarlar sorumlu tutulmaktad r (Jin

2008; Büyükdo an ve ark. 2009)  ekil 2.2.3’de verildi i gibi kolon kanserlerinde

genellikle APC, -katenin, K-Ras, Smad4 ve p53 mutasyonlar n farkl  olgularda,

farkl  zamanlarda üst üste geli i hastal n seyrini belirlemektedir (Strate ve Syngal

2005: Hupp ve ark. 2012; Shimomura ve ark. 2013).
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ekil 2.2.3. Kolorektal kanser geli iminde öngürülen genetik de imler (Alberts ve ark. 2008)

2.2.5.2. Kal tsal Non-Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC)

           Kolon kanserinin ikinci ve yayg n kal msal formudur. Bunlarda kolon

kanseri olas  kolorektal poliplerin say nda art  olmaks n yüksektir. Kanser

olu umuna yatk nl k sa layan mutasyonlar n, DNA yanl  e leme onar m sisteminin

genlerinde meydana geldi i anla lm r. Bu genlerin en fazla mutasyon görülen

baz lar  MSH2, MLH1 ve MSH6 olup, bakteri ve mayalarda ayr nt lar yla incelenmi

olan hatal  e leme onar m sistemi mutL ve mutS genlerinin yap  ve i levleri

yönünden insandaki benzerleridirler. DNA yanl  e leme hatalar  etkin olarak

onaramayan hücrelerde genetik karars zl k h zla artar; mutasyonlar n ço u, özellikle

tek nükleotid de imi ile ya da tek ve iki nükleotid tekrarlar n uzamas  veya

salmas eklinde olup kromozom düzeyinde görülmeyen de ikliklerdir. HNPCC

asl nda en yayg n kal tsal hastal klardan biridir ve tüm kolorektal kanserlerin

%15’inin nedenidir. Ba lama ya  ortalama 44’dür ve riskli bireyler 20 ya tan

itibaren takip edilmelidir. DNA yanl  e leme onar m genlerinde bulunan

mutasyonlar sonucu hücrenin genetik karars zl  ve kötü huylu davran  kazanmas

her ne kadar kolon kanserinin en genel belirtisi ise de, etkilenmi  bireyler meme,

uterus, over, pankreas ve ince barsak kanserleri dahil birçok kanser tipine yakalanma

riski ta maktad rlar (Cooper ve Hausman 2004; Alberts ve ark. 2008).

           Tablo 2.2.1’de görüldü ü gibi kolorektal kanserde genetik karars zl k birden

fazla yolla ortaya ç kabilir (Alberts ve ark. 2008). Baz  durumlarda hücre

ço almas  denetleyen genlerde ya da hücre içi sinyal ileti yolaklar  etkinle tiren

veya inaktive eden farkl  genlerdeki mutasyonlarla çe itli yollardan geli ebilir. Ba ka

bir durumda, kansere götüren ilk mutasyon DNA yanl  e leme onar m genlerinde

olabilir; di er bir durumda ise problem, DNA dizisinde de iklik olmaks n, gen
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örüntü ifadesindeki epigenetik bir de ikli e ba  olabilir (Cooper ve Hausman

2004; Sayek 2004; Alberts ve ark. 2008).

Tablo 2.2.1. Kolorektal Kanser Hücrelerinde Bulunan Baz  Genetik Anomaliler.

GEN SINIF ETK LENEN YOLAK
TÜMÖR

(%)

K Ras Onkogen
Tirozin kinaz reseptör sinyal

iletimi
40

-Katenin Onkogen WNT sinyal iletimi 5-10

APC Tümör bask lay  WNT sinyal iletimi >60

p53 Tümör bask lay  Stres/genetik hasar cevab 60

Smad4 Tümör bask lay  TGF-  sinyal iletimi 30

TGF-  reseptörü II Tümör bask lay  TGF-  sinyal iletimi 10

MLH1 ve di er DNA

yanl  e le me onar
Tümör bask lay  DNA yanl  e le me onar 15

2.2.5.3. Gardner Sendromu

           Otozomal dominant geçi li bu sendromda polipler esas olarak kolonda

olmakla birlikte bütün kanal boyunca yayg n olabilir. Ailesel polipozise benzer olup,

ortalama ba lama ya  25’dir. Polip say  genellikle 100’den fazlad r. Koruyucu

cerrahi tedavi uygulanmayan hemen her hastada kanser geli mektedir (Telatar ve

im ek 1993; Navaratnam ve ark. 1999).

2.2.5.4. Turcot Sendromu

Ailesel polipozis koli ile malign beyin tümörlerinin birlikte görülmesi ile

karakterizedir. Beyin tümörlerinin, Ailesel polipozis koli ve Gardner sendromunun

eksraintestinal belirtisi olarak geli ti i kabul edilmektedir (Telatar ve im ek 1993;

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

2.2.6. Çevresel Faktörler

Kolorektal kanserlerde rksal bir seçicilik olmay p bölgesel risk

faktörlerinden ve beslenme al kanl klar n etkilerinden söz edilmektedir. Özellikle

sanayile mi  ülkelerde ve ehirlerde ya ayanlarda daha fazla rastlanmas ,

sosyoekonomik ya am ekli, diyet ve kanserojen maddelerle daha fazla kar la ma

riski ile aç klanmaya çal maktad rlar. Yap lan bir kar la rmada 1950’lerde
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mortalite oran  ABD’de yüksek Japonyada dü ük iken, daha sonraki y llarda

Japonya’da bat  tipi ya am ve diyete geçi e paralel olarak mortalite oran  ABD’ye

yakla r. Benzer kar la rmalar, göç eden topluluklar n ev sahibi ülkenin tipik

kanser görülme s kl na uyum gösterme e ilimi, yöresel farkl klar n çevresel

etmenlere ba  gibi göründü ünü dü ündürmektedir. Bu veriler nda, kanserin

%80-90’ n kaç labilir ya da en az ndan geciktirilebilir oldu u tahmin

edilmektedir (Telatar ve im ek 1993; Malazgirt 1996; Kalayc  2002; Alberts ve ark.

2008).

           Diyetteki lifli g dalar n miktar , beslenmedeki protein ve ya n tipi ile miktar ,

barsak floras nda beslenmeye ba  olarak olu an de iklikler kanser patogenezinde

yer alan önemli unsurlard r. manl k, a  ya  diyet, haz r g dalar risk faktörleri

aras ndad r. Tütsülenmi  ve k zarm  yiyeceklerin diyette fazla bulunmas  halinde

barsaklarda yüksek oranda safra asitleri ve bunlar n metabolitleri te ekkül eder.

Asl nda karsinojen olmayan bu metabolitlerin karsinogenesiz uyar  rol

oynayabilece i dü ünülmektedir. Pi irme yöntemine ba  olarak olu an heterosiklik

aromatik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, g da koruyucu nitrit, nitrat ve

benzeri bile iklerin meme ve kolorektal kanser riskini art rabilece i savunulmu tur

(Malazgirt 1996; Rock 1998; Ak n 2009).

          Hayvansal ya  ve proteinden fakir, liften zengin fazla posa b rakan diyetle

beslenen kimselerde kolorektal kanser geli me insidans  daha dü ük bulunmu tur.

Bunun nedeni posal  diyetin barsak pasaj zaman  k saltarak, mukozan n

karsinojenik maddelerle temas süresini azaltmas r (Romolo 1996). Yine diyette

bulunan kalsiyumun barsak lümenindeki iyonize ya  ve safra asitlerini ba layarak

suda erimeyen bile ikler haline çevirmek suretiyle kolorektal kanser geli imini

önleyebilece i ileri sürülmü tür (Telatar ve im ek 1993; Sayek 2004).

            Büyükdo an ve ark. (2009), besinlere bula abilen mutajenleri, yiyecek katk

maddelerini, havadan inhalasyonla ya da deriden absorbsiyonla vücuda giren

endüstriyel maddeleri, endojen kaynakl  prostaglandin, ya  asitleri, steroidler gibi

bile ikleri metabolize eden mikrozomal enzim sistemini kodlayan sitokrom p450 gen

polimorfizmleri ile kolorektal kanser aras ndaki ili kiyi ara rm  ve çevresel

faktörlerin önemini ortaya koyan bir sonuçla kar la lard r. Hasta grubunda beyaz

topra a (asbest) maruz kalanlar n oran  kontrol grubundan istatistiksel anlamda fazla

bulunmu tur. Bu hastalar, toprakla ilgili i lerle u ra klar , evlerinin yap  veya

vas nda beyaz toprak kulland klar  ifade etmi lerdir. Beyaz topra n kolorektal
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kanser için bir risk faktörü olabilece ini gösteren bu bulgu çevremizde ba ka hangi

etkenlerin sorumlu olabilece ini dü ünmemizi sa lamaktad r. Ku kusuz olgular n

ço unda özel çevresel risk faktörlerini belirlemek ya da bunlar n nas l etkiledi ini

saptamak oldukça zordur. Kolorektal kanserlerin FAP ve HNPCC gibi familyal

özellik gösteren %15’i d nda kalan büyük ço unlu unun sporadik ortaya ç kt

bilinmekte ve etiyolojilerini belirlemek için çal malar devam etmektedir (Nussbaum

ve ark. 2005; Strate ve Syngal 2005).

           Biz de yapt z bu tez çal mas nda, hücre için önemli bir mikro-çevresel

faktör olan oksijenin varl nda ve çe itli nedenlerle oksijensiz kald nda hücresel

metabolizmay  düzenleyen mekanizmalar  anlamaya çal k. Hipoksiyle ndüklenen

Faktör-1 alfa (HIF-1 ) geninde tan mlanan C1772T ve G1790A oksijen ba lama

bölgelerinin gen polimorfizmleri ile normal oksijen konsantrasyonunda HIF-1

proteininin sitozolde y  sa layan von Hippel-Lindau (VHL) olarak

adland lan tümör bask lay  gende fonksiyonel rs779805 gen polimorfizminin

kolorektal kanser riskine etkisini incelemeyi planlad k

HIF-1 , hipoksiye cevap genlerinin en önemli transkripsiyon regülatörüdür.

HIF-1  proteini normokside prolil hidroksilaz ile hidroksillenip E3 ubikitin ligaz n

bir bile eni olan VHL proteinine ba lanarak proteozomal y ma u rarken, hipokside

stabil hale gelmektedir. Çal malar hücrelerde, azalan oksijen konsantrasyonunun

sitoplazmada HIF-1  proteininin birikmesine ve stabil hale gelmesine yol açt

ortaya koymu tur (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-1  proteini, MAP kinaz taraf ndan

fosforillenir, sitoplazmadan nükleusa geçerek HIF-1  ile ba lan r. HIF-1  ile HIF-1

heterodimeri hedef genlerin transkripsiyonunu ba latarak anaerobik enerji

metabolizmas , anjiyogenez ve hücresel adaptasyonda anahtar rol oynar (Maxwell ve

ark. 1999; Liu ve ark. 2004; Jaakkola ve ark. 2006; Domene ve Illingworth 2012).

          Hipoksiye cevap yolunda ciddi görevleri olan VHL ve HIF-1  genlerinde

olu an mutasyonlar VHL proteininin HIF-1 ’ya ba lanma düzeyini etkileyebilir.

VHL’nin HIF-1 ’ya zay f ba lanmas n klinik yans mas  kanser ve kardiyovasküler

hastal klarla ili kilendirilmektedir (Ke ve Costa 2006; Illingworth ve ark. 2010;

Domene ve Illingworth 2012). Çe itli kanser çal malar nda VHL gen

polimorfizmlerine ba  olarak HIF-1  proteininin sitoplazmada artt  ve nükleusa
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transaktivasyonu gösterilmi tir (Liu ve ark. 2002; Safran ve Kaelin 2003; Jaakkola

ve ark. 2006; Shieh ve ark. 2010).

           Liu ve ark. (2004), VHL 598C-T mutasyonunu ta yan hipoksiye duyarl

homozigotlarda ilk konjenital defekt olarak polisitemi (eritrositoz) tespit ettiklerini

ve rs779805 genetik varyasyonunun da fonksiyonel oldu unu bildirmi lerdir.

           Kuwai ve arkada lar  (2004), taraf ndan yap lan bir çal mada HIF-1

nda rol alan tümör bask lay  gen VHL varyasyonlar  ara larak, HIF-1

proteininin sitoplazmadaki ekspresyon düzeyi ile ili kilendirilmi  ve VHL

mutasyonu bulunan 10 tümör olgusundan 5’inde HIF1  proteininin yüksek seviyede

oldu u gösterilmi tir.

2.2.7. ltihabi Barsak Hastal klar

Kolorektal mukozan n prekanseröz hastal klar  aras nda özellikle ülseratif

kolit ve crohn hastal  bulunmaktad r. Etiyolojileri tam olarak bilinmeyen iltihabi

barsak hastal klar nda özellikle ülseratif kolitlerde, kolorektal kanser riski hastal n

süresi ile paralel olarak art  gösterir. Mukozada yayg n ülserler ve psödopolipoid

lezyonlar ile mukozal atrofinin görülmeye ba lad  yüzey epitelyumunda erken

yass  adenom tipinde displazik hücresel de ikliklerin ba lamas  uzun y llar içinde

olur. Bu tür vakalarda ilk 10 y lda % 3-5, ikinci 10 y lda % 20’ye kadar yükselen

malign dejenerasyon geli mektedir (Telatar ve im ek 1993; Topuz ve Aykan 1998).

2.2.8. Kolorektal Polipler ve Polipozis Sendromlar

           Polip terimi barsak lümenine yerle en herhangi bir epitelyal lezyona verilen

isimdir. Polip klinik ve endoskopik bir tan md r, önemli olan polibin histolojik

tipidir. Kolorektal polipler olu tu u mukozaya bir uzant  ile ba  olabilir (sapl

polip) ya da geni  bir taban ile mukoza üzerine oturabilirler. Poliplerde büyüme veya

ülserasyon gözlendi inde malignite yönünden de im akla getirilmelidir. Çok say da

ve yayg n olduklar nda polipozis olarak isimlendirilirler. Poliplerden baz lar

kaç lmaz biçimde kansere dönü me e ilimindedir; geç kal nan ve koruyucu cerrahi

tedavi uygulanmayan hemen her hastada kanser geli ir. Kesin tan  histopatolojik

inceleme sonucu yap r (Kalayc  2002; Drake ve ark. 2007).
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2.2.9. Kolorektal Tümörlerin S fland lmas

          Dünya Sa k Örgütü (WHO) s flamas na göre kolorektal kanserler

mikroskobik görüntüde grade I (iyi diferansiye), grade II (orta derecede diferansiye),

grade III (az diferansiye) olarak tan mlan rlar. Histopatolojik aç dan da u ba klar

alt nda incelenmektedir: Epitelyal tümörler (en s k görülen), endokrin tümörler,

epitelyal d  tümörler, malign lenfomalar ve sekonder tümörler olarak

fland rlar. (Kalayc  2002; Drake ve ark. 2007).

          Kolorektal kanserlerin kom u dokulara ve di er organlara yay ; direkt

yay m, lenfatik yay m, hematojen yay m gibi yollarla olmaktad r. En s k yay

lenfatik sistemledir. Barsak duvar ndaki invazyonu tam kata ula  olan hastalar n

%50’sinde lenf bezi metastaz  saptanmaktad r. Hematojen yay m karsinom

hücrelerinin kan dola na geçmesi ile olur. En s k karaci ere, ikinci s kl kta

akci ere az olarak kemik ve beyine metastaz görülür (Telatar ve im ek 1993; Topuz

ve Aykan 1998; Strate ve Syngal 2005).

2.2.10. Kolorektal Kanserlerde Evreleme

           Kolorektal kanserlerde ilk kez patolojik evreleme Cuthbert Dukes taraf ndan

1929 y nda yap lm r. Kanserin direkt yay  ve lenfatik tutulumuna dayanan bu

fland rma 1954 y nda Astler-Coller’in tümör derinli inin önemine vurgu

yapmas yla, Dukes sisteminin modifiye ekli geli tirilmi tir. Bu sistem prognozla

ilgili olup sürvi ile lokal tümör derinli i, yay  ve nodal metastaz aras nda ili ki

kurmaktad r. Kolorektal kanserlerin tedavilerinin düzenlenmesi ve prognozlar n

belirlenmesi amac yla histolojisi, makroskopisi, uzak ve yak n metastaz kriterleri

dikkate al narak evrelendirmeler yap lm r. Günümüzde American Joint Commitee

on Cancer (AJCC) taraf ndan yap lan TNM evrelemesi kullan lmaktad r (Ak n

2009).

TNM Evrelemesi (Ak n 2009)

T-Primer Tümör:

Tx- Primer tümör bilinmeyen.

T0- Primer tümörü olmayan.

Tis- in situ karsinoma.

T1- Tümör mukoza ve submukozadad r.
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T2- Tümör muskularis propriadad r.

T3- Tümör tüm barsak duvar  tutmu tur.

T4- Tümör serozay  a p çevre dokular  tutmu tur.

N-Bölgesel Lenf Nodu Tutulumu:

Nx- lgili veri yok.

N0- Lenf nodu metastaz  yok.

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

N2- Perikolik veya perirektal 5 ve daha fazla lenf nodu metastaz .

N3- Damar boyunca lenf nodu metastaz .

M-Uzak Metastaz:

Mx- Uzak metastaz hakk nda bilgi yok.

M0- Uzak metastaz yok.

M1- Uzak metastaz var.

           Dukes Evrelemesi: Kolon duvar  katlar  ve mezenter lenf nodlar  yay

gözönüne al narak yap lan evrelendirmedir (Ak n 2009).

           Astler-Coller Modifikasyonu: Bu sistemle tümör derinli i, yay  ve

metastaz özellikleri aras nda ili ki kurulmaktad r. Dukes s flamas n

modifikasyonu ile yap lm r (Ak n 2009).

Stage A: Mukozada s rl  tümör.

Stage B1: Lenf nodu metastaz  olmadan muskularis propriaya kadar tümör tutulumu.

Stage B2: Lenf nodu metastaz  olmadan barsak duvar  a an tümör tutulumu.

Stage C1: Barsak duvar  a mam  tümör ile beraber lenf nodu metastaz .

Stage C2: Barsak duvar  a  tümör ile beraber lenf nodu metastaz .

Stage D: Uzak organ metastaz .

          Tablo 2.2.2’de verilen evreleme kriterlerine göre; kolorektal kanserlerde

yay  belirlemek, sa kal m süresini tahmin etmek, tedaviyi planlamak, farkl

merkezlerdeki hastalar n tedavilerini kar la rmak ve takip etmek mümkündür.
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Tablo 2.2.2. Kolorektal Kanserde Evreleme (Ak n 2009).

EVRE TNM DUKES ASTLER-COLLER

I T1N0M0 A A

T2N0M0 B1

II A T3N0M0 B B2

II B T4N0M0 B B3

III A T1-2N1M0 C C1

III B T3-4N1M0 C C2/C3
III C T1-4N2M0 C C1/C2/C3

IV T1-4N1-2M1 - D

2.2.11. Yüksek Risk Gruplar

          Kolorektal kanser öyküsü olanlarda (daha önce opere edilmi ), kolorektal

adenomu olanlarda, familyal polipozisi olanlarda, ailede kanser öyküsü olanlarda

(birinci derece akrabalar nda en az iki kolorektal kanser öyküsü), ya da birinci derece

akrabalarda 50 ya  öncesinde kolorektal kanser olanlarda, meme, over ve

endometrium kanser öyküsü olan ve radyoterapi alm  olanlarda, iltihabi barsak

hastal  veya ülseratif koliti olanlarda kolorektal kanser riski artm r. Asl nda

kolondaki tüm adenomlar n malign potansiyelleri vard r ve bir adenomun malign

potansiyeli büyüklü ü ile do ru orant r. Çaplar  2 cm’den büyük olanlarda kanser

riski %20’ye kadar ç kmaktad r. Erkeklerde görülme s kl  kad nlara göre biraz daha

fazla iken kad nlarda mortalite oran  daha yüksektir (Telatar ve im ek. 1993; Topuz

ve Aykan. 1998; Rovera ve ark. 2007; Ak n 2009).

2.2.12. Semptom ve Belirtiler

           Kolorektal kanserli hastalarda en yayg n klinik bulgular d lama

al kanl n de mesi, rektal kanama,  rektal ak nt eklinde veya d yla kar k

mukus sekresyonu, d n özelliklerinde ve çap nda de iklik, kar n a ,

anorektal a , ya  ve kötü kokulu gaz, halsizlik, i tahs zl k, kilo kayb  ve anemidir.

Hastalarda ayr ca defekasyon sonras  rahatlayamama (tenesmus) ve s k defekasyon

ikayeti olabilir. Bu bulgular tümörün lokalizasyonu ve hastal n evresi ile

de iklikler göstermektedir (Topuz ve Aykan 1998; Kalayc  2002; Ak n 2009).
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2.2.13. Kolorektal Kanserlerde Tan  Teknikleri

            Laboratuvar tetkikleri: Kan say , karaci er fonksiyon testleri, d da gizli

kan, CRP (C-reaktif protein) ve özellikle CEA (karsino embriyonik antijen) gibi

tümör belirteçleri bak r. Kolorektal karsinomlar için CEA, CA 19-9, CA 72-4, CA

242; TPA (tissue polypeptide antigen) ve TPS (tissue polypeptide specific antigen)

testleri belirleyici olmaktad r. TPA ve TPS tümör hücrelerinin S faz  DNA’s

dolay yla poliferasyon h  gösterir. Serum CEA düzeyi primer tümörün tan  ve

nükslerin saptanmas nda yayg n kullan r. Adenomatöz polipi olanlar n takibinde

CEA seviyesinin yükselmesi %80-90 nüks olas  akla getirebilir; ancak kesin

tan  için bunlar n hiçbiri tek ba na yeterli de ildir (Topuz ve Aykan 1998;

Wojciechowics ve ark. 1999).

           Genetik testler: Kolorektal kanserde rol ald  bilinen gen mutasyonlar na,

delesyon, anöploidi gibi say sal ve yap sal kromozom düzensizliklerine bak r.

HNPCC’li olgulara, Bethesda kriterlerine göre düzenlenmi  MSI (mikrosatellit

instabilite) testi ile ba layan bir seri test stratejisi önerilmektedir. FAP’da, öncelikle

hastal n nedeni olan APC tek gen mutasyonuna bak r, test pozitif sonuçlan rsa

di er aile üyelerine tarama testi uygulanarak etkilenen bireyler hastal k geli meden

evvel bilgilendirilir ve gerekli önlemler al r (Strate ve Syngal 2005).

           Kolonoskopi: Kolon ve rektumun içi fiber-optik bir ayg tla görüntülenir;

biyopsi alma, tan  do rulama ve gerekti inde tedaviyi ayn  anda gerçekle tirme

olana  sa lar (Waxner ve ark. 1998).

           Sigmoidoskopi: Çift kontrastl  baryumlu kolon grafisi ile birlikte yap rsa

kolonoskopiye alternatif olabilir (Waxner ve ark. 1998).

           Endoskopik nceleme: Endoskopik tetkik öncesi iyi bir ba rsak temizli i

yap lmas artt r. Endoskopi ile direkt tan  ve inceleme için biyopsi al nabilir.

           Ultrasonografi: Karaci er metastazlar n saptanmas nda ve rektum

tümörlerinin evrelendirilmesinde kullan lmaktad r.

           Bilgisayarl  Tomografi: Karaci er, over, lenf nodu ve pelvis gibi organlardaki

metastazlar  gösterir. Anjiyografi ile birlikte yap ld  durumlarda karaci erdeki

metastazlar  saptama oran  % 95’lere ula maktad r (Scrock 1996; Kalayc  2002).

           Pozitron Emisyon Tomografisi: Pelvisteki nüks tümör ile fibröz dokuyu ay rt

etmede kullan r. (Kodner ve ark. 1994).
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2.2.14. Tedavi ve zlem

           Kal tsal yatk nl k ve çevresel faktörlerin rol ald  kolorektal kanserlerde,

yo un çal malara ra men bireylerin kanserden korunmas  henüz tam olarak

çözümlenebilmi  de ildir. Bu nedenle günümüzde, premalign ve erken neoplastik

lezyonlar n orta ve yüksek risk gruplar nda tarama yöntemleri uygulanarak kanserin

erken tan  ve tedavileri önerilmekte ve bu yolla prognoz belirgin ekilde

iyile tirilebilmektedir (Kalayc  2002; Ak n 2009).

           Polipler genellikle semptomsuzdur; tan  almalar  demir eksikli i anemisi, kilo

kayb  gibi sa k ya da kanser taramalar  s ras nda olur. Tamamen semptomsuz

ki ilerde istendi inde lezyonlar n tan  gaitada gizli kan ara lmas , sigmoidoskopi

kolonoskopi ve kolon grafisi gibi yöntemlerle yap labilir.

           Bütün toplumlarda kolorektal kanser geli me riski 40 ya ndan sonra belirgin

olarak artmaktad r ve olgular n % 90’dan fazlas  50 ya n üzerindedir. Böylece ileri

ya n, kolon kanseri geli imi yönünden orta dereceli bir risk faktörü oldu u

vurgulanmaktad r. Asemptomatik olanlar n 50 ya tan sonra y lda bir d da gizli

kan, 5 y lda bir sigmoidoskopi, 5-10 y lda bir kolon grafisi, 10 y lda bir kolonoskopi

yapt rmalar  önerilmektedir (Sonnenberg ve ark. 2000).

            Yüksek risk gruplar ; tek birinci derece akrabada kolorektal kanser bulunmas

ile risk 1.7 kat artmakta ya da iki etkilenmi  birinci derece akrabalardaki 55 ya ndan

önceki indeks olgu te hisinde ise daha yüksek risk olu maktad r. nflamatuar barsak

hastal  olanlarda kanser riskinin hastal k süresiyle orant  olarak artt

bildirilmekte ve yüksek risk gruplar nda kolonoskopinin 2 y lda bir yap lmas

önerilmektedir (Telatar ve im ek 1993; Ak n 2009; Knechtel ve ark. 2010).

Kolorektal kanserler, nispeten yava  büyüyen neoplazmalar oldu undan

tarama yöntemleri ve erken tan  ile prekanseröz lezyonlar n ç kar lmas  sonucu

kanser oran  önemli oranda azalt labilmektedir. Kolerektal kanserlerin temel tedavisi

cerrahi rezeksiyondur. Kanserli kolon segmenti mezosu ve tutulmu  lenf nodlar ,

varsa invaze etmi  kom u organlarla birlikte operasyon ile ç kar r. Hastaya gereken

yard mc  tedavi verildikten sonra önerilen s kl kta kolonoskopi, gaitada gizli kan ve

CEA düzeylerinin bak lmas  ile dikkatli izlem uygulanmas  gerekmektedir (Telatar

ve im ek 1993; Kalayc  2002; Ak n 2009).
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2.3. Bir Tümör Bask lay  Gen Olan von Hippel-Lindau (VHL)

2.3.1. nsan VHL Geni ve Proteinleri

           nsanlarda tümör bask lay  bir gen olan VHL kromozom 3’ün k sa kolunda

lokalize (3p25-26) 3 ekzonlu bir gendir ( ekil 2.3.1). VHL gen promotörünün

transkripsiyon faktörleri için pek çok ba lanma yerlerine sahip oldu u öngörülmekte,

VHL ekspresyonunun nas l kontrol edildi i aç klanmaya çal lmaktad r. Bu genin

kodlad  4-7 kb uzunlu undaki mRNA’dan, translasyon kodon ba lang ç taraf na

ba  olarak, bilinen herhangi bir proteine benzemeyen farkl  büyüklükte iki protein

sentezlenir. Bunlardan biri 30 kDa moleküler a rl kl  bir protein olup VHL30 diye

adland r. Di eri alternatif translasyonla sentezlenen yakla k 18-19 kDa’luk daha

sa bir VHL19 proteinidir. Her iki molekül de tümör bask lay  aktiviteyi sa lar ve

VHL terimi jenerik olarak benzer fonksiyona sahip olmalar ndan dolay  her iki

izoform için de kullan r (Duan ve ark. 1995; Kim ve Kaelin 2004).

ekil 2.3.1. VHL gen yap  ve protein domeynleri. VHL protein ürünü 3p25-26 kromozomunda
konumlanm  3 ekson taraf ndan kodlan r. Translasyon, kodon ba lang ç taraf na ba  olarak biri 213,
di eri 160 aminoasitlik iki protein olu ur. VHL proteini yap sal olarak bir  ve bir  domeyni olarak
ayr labilir (Arjumand ve Sultana 2012).

2.3.2. VHL Proteininin levleri

VHL gen ürünü olan VHL proteini birçok hücre proteini ile etkile ir;

anjiyogenezin kontrolünde, ekstrasellüler matriksin formasyonunda, hücre

metabolizmas nda ve mitogenezde rol al r (Iliopoulos ve ark. 1996; Zatyka ve ark.

2002; Kaelin 2005; Chen ve ark. 2012). Bunun yan  s ra, VHL proteininin en iyi

tan mlanm  fonksiyonu substrat tan  olarak bir E3 ubikütin ligaz kompleksinde

yer almas r. HIF aktivitesinin ba ca regülatörü olan bu kompleks normoksik

ko ullarda, HIF’in HIF-1  alt birimini hedefleyerek, ubikütinasyon yoluyla HIF-

’n n h zl  protozomal degradasyonunu sa lar (Kim ve Kaelin 2004; Kaelin 2007b;
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Haase 2009; Alt nta  ve ark. 2011). ekil 2.3.2’de görüldü ü gibi bu olgu a daki

yolla gerçekle ir; oksijen varl nda HIF-1 ’n n hidroksilasyonu ile etkinle en VHL

proteini fonksiyonel hedefi olan iki regülatör altyap ya, Elongin C ve Elongin B’ye

ba lan r ve ba lant  sonras  Cul2 diye adland lan dördüncü bir proteinle etkile ir

(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 etkile erek

poliubikütinasyon için uygun bir hedef olu ur ( ekil 2.3.2). Yap ya eklenen bu

enzimler genellikle ubikütin ligazlar (E2, E3 kompleksleri) olarak bilinir ve böylece

olu an poliubikütin kuyru u y ma u rayacak substrata bir sinyal ya da flama

hizmeti yaparak intrasellüler y m için hedef proteinle ba lan rlar (Maina ve ark.

2005; Maynard ve Ohh 2005). Bu süreçte tahrip etme olgusu protein parçalay

kompleks (proteazom) içerisinde proteazlarla gerçekle ir (Ohh ve ark. 1998).

Hipoksik ko ullarda HIF-1  hidroksillenemez, hidroksillenemeyen HIF-1  y m

için VHL proteinine ba lanamaz ve birikir. Bu durumlarda y lamayarak stabil hale

gelen HIF-1  alt ünitesinin nükleusa geçti i, HIF’in di er alt ünitesi HIF-  ile

birle erek özel DNA sekanslar na ba land , VEGF ve Epo gibi bir tak m hedef

genlerin aktivasyonlar  arac  ile VHL/HIF-1  yola n tümör ilerlemesi ve

metastaz nda özel bir role sahip oldu u gösterilmi tir (Semenza 2003; Hes ve ark.

2005; Vaupel ve ark. 2007).

           Hücrelerde VHL’nin yetersiz olmas  durumlar nda, oksijen varl nda da,

HIF-1  alt ünitelerinin y n olmad  yolunda yay nlar vard r. Bu veriler VHL

defektli hücrelerde HIF’in hedef gen ifadelerinin bir izah  olu turmaktad r (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; Alt nta  ve ark. 2011; Arjumand ve Sultana 2012). VHL hastal klar nda

VHL’nin elongin B ve C’ye ba land  yerlerinin s kl kla mutasyona u rad klar

gösterilmi tir (Duan ve ark. 1995; Kibel ve ark 1995; Maxwell 2005). VHL’de

olu an bu de imler nedeniyle hipoksiyle-indüklenebilir proteinler uygun ekilde

lamaz, birikir ve stabil hale gelerek HIF taraf ndan regüle edilen hedef genleri

indükleyebilir ve yeni kan damarlar  olu abilirler (Maxwell ve ark. 1999). Böylece

VHL yetersizli inde, HIF degradasyonu bozulur ve hücreler oksijensizmi  gibi

davranabilirler. Bu durumun, solid tümörlerin damarlanmas  ve geli imini

kolayla rarak tümör büyümesine ciddi olanaklar sa lad  gösterilmi tir (Hes ve
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ark. 2005; Maxwell 2005; Michelle ve ark. 2008; Arjumand ve Sultana 2012;

Domene ve Illingworth  2012).

ekil 2.3.2. HIF-1  n n VHL ve oksijen ba ml  ubikütinasyonu. VHL proteini alfa ( ) ve beta ( )
olmak üzere fonksiyonel iki domeyn içerir. VHL proteininin  domeyni Elongin C ye ba lan r, o da
Cul2, Rbx1 ve E2 multi- protein kompleksi içinde yer alan Elongin B ye ba lan r. VHL-   domeyni
ise direkt olarak HIF-1  ya ba lan r ve böylece VHL proteini, oksijen miktar na ba  olarak,
hidroksillenmi  HIF-1 ’n n proteazomlarda y  sa lar (sol taraf). Hipoksik ko ullarda HIF-1
hidroksillenmez. Hidroksillenmemi  HIF-1  VHL proteinine ba lanamaz ve birikir. VHL proteininin
yoklu unda ya da defektli oldu u durumlarda da HIF-1  birikir. Y lamayan ve stabille en HIF-1
taraf ndan regüle edilen VEGF ve Epo benzeri genlerin ekpresyonu artarak anjiogenezis ve tümör
büyümesine yol aç lm  olur (Hes ve ark 2005).

2.3.3. VHL Hastal klar n Genetik Mekanizmalar

           Azalm  oksijene adaptasyon, ya ayan bütün organizmalar için temel bir

gereksinimdir. Moleküler seviyede, hipoksiye kar  bu adaptasyonda Epo ve VEGF

gibi hipoksi cevap genleri görev al rlar. Burada Epo kanda ta nan oksijen

kapasitesini art rken, VEGF kan ak  art r. Vasküler permabilite faktörü olarak

da bilinen VEGF in vitro ve in vivo olarak hipoksi taraf ndan regüle edilen etkili bir

anjiojenik faktör olarak denenmi , birçok tümör hücre yolaklar n gere inden çok

VEGF ürettikleri gösterilmi tir (Leung ve ark. 1989; Levy ve ark. 1997). Yeni kan

damarlar n olu umu veya anjiyogenezis de hücre ve doku hipoksisi için di er bir
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adaptasyon cevab r (Shweiki ve ark 1992; Kaelin 2005). Di er bir söylemle tümör

büyümesi için gerekli tümör anjiyogenezisi hipoksiye bir cevap olarak tan mlan r.

Solid tümör büyümesi, tümör içinde anjiyogenezis olu umuna ba r ki bu da

VEGF gibi büyüme faktörleriyle sa lan r. Damarlanma, tümöre oksijen ve g da

sa larken metastaz olu mas  da dola m sistemi yoluyla kolayla rmaktad r (White

ve ark. 1995; Levy ve ark. 1997).

2.3.4. Epigenetik Mekanizmalar ve Promotör Hipermetilasyonu

          Dominant etkili tümör bask lay  gen inaktivasyonunda, baz  durumlarda

genetik ve epigenetik mekanizmalar paralel etki yapabilirler; deneysel olarak

mutasyonal ve epigenetik bir kombinasyonla her iki allelde de inaktivasyon meydana

gelebilece i do rulanm r (Jones ve Laird 1999; Jones ve Baylin 2002; Arima ve

ark. 2005; Moore ve ark. 2011). Kanserin temelde genetik bir hastal k oldu una

dayal  halen yap lmakta olan çal malara ek olarak, elde edilen veriler epigenetik

olaylar n da önemli katk lar  oldu unu ortaya koymaktad r (Baylin ve ark. 2000;

Robertson 2005). Kal tsal modifikasyonlar n DNA yap ndaki de imlerden ziyade

gen ekpresyon desenindeki de imlere dayal  olarak ortaya ç kmas na epigenetik

de imler denir. Genlerin promotör bölgesindeki metilasyonunu da kapsayan bu

epigenetik de imler, genlerin transkripsiyonel aktivitesini veya onlar n ifadelerini

etkileyebilir. DNA metilasyonu genomik damgalama (genomik imprinting),

kromozom stabilitesi ve geli im sürecinde gen inaktivasyonunun süreklili i ile

korunmas  da içeren birçok olay n regülasyonunda yer alan kritik bir genom

modifikasyonudur (Cooper ve Hausman 2004; Robertson 2005). Metilasyon h n

genetik mutasyon h ndan büyük oldu u göz önüne al rsa, epigenetik de imlerin

genetik mutasyonlardan ziyade neoplazmalar  ba latabilece i görü ü önem

kazanabilir (Baylin ve ark. 2000). Anormal promotör metilasyonu ve imprinting

kayb  gibi epigenetik de imler, insan kanserlerinde yayg n de imler olarak

tan mlanm r. Ayn  zamanda gen fonksiyon bozukluklar  için tümör bask lay

genlerin promotör hipermetilasyonu genetik de imlere alternatif olarak bilinir ve

bunlar dokuya özel ya da tümöre özel tipte olabilirler (Baylin ve ark. 2000; Jones ve

Baylin 2002; Belinsky 2004; Feinberg ve ark. 2006).

           DNA molekülleri sitozin bazlar na kovalent olarak ba lanan metil gruplar yla

de ikli e u rayabilirler, genomik DNA’n n bu modifikasyonu tümör bask lay

genleri devre d  b rakan bir mutasyon kadar önemli olabilir. DNA metilasyonu,
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sitozin-fosfoguanin dinükletidlerince (CpG) zengin olan ve CpG adalar  diye bilinen

bölgelerdeki sitozinlerde yer almakla s rl r. Bu adalar genellikle genin 5’ ucunda,

yani promotör çevresinde bulunurlar ki bu bölge DNA’n n RNA’ya

transkripsiyonunun yap ld  bölgelerle ilgili olup genellikle metillenmemi lerdir

(Laird ve Jaenisch 1994; Bird 2002; Laird 2005). Bu metillenmemi  bölgelerdeki

hipermetilasyon RNA transkripsiyonunu etkileyebilir ve gen fonksiyon kayb n

nedeni olabilir (Bird 2002; James ve Stephen 2003). Birçok tümörde promotör

bölgedeki hipermetilasyonun, tümör bask lay  genlerin transkripsiyonunu hem

transkripsiyonel aktivatörlerin ba lanmas  engelleyerek hem de metillenmi

DNA’ya özgül olarak ba lanan represörlerin kat  sa layarak engelledi i

ke fedilmi tir. Örne in, bu çal mada 5’UTR bölgesinde rs779805 polimorfizmini

inceledi imiz VHL geninde promotör bölge hipermetilasyonunun fonksiyon kayb na

neden olabilece i renal hücre karsinomu, kapiller hemangioblastoma, meme, over

kanserleri ve lenfomalar n ço unda gösterilmi tir (Baylin ve ark. 2000; Jones ve

Baylin 2002; Kaelin 2007b; Arjumand ve Sultana 2012).

            yi düzenlenmi  ve muhafaza edilmi  DNA metilasyon örnekleri memelilerin

geli mesi ve yeti kin organizmalar n normal fonksiyonlar  için esast r (Panning

1996, Mayer ve ark 2000, Robertson 2005, Merlo ve ark 2006). Asl nda imprint

edilmi  genler özellikle epigenetik modifikasyonlar n ilgi çekici örnekleridir.

mprinting mekanizmas n kusurlu olmas  ya da ebeveyn orijinin umulandan farkl

olmas  durumunda, i lenmemi  genlerde patojenik bir fonksiyon kayb  ya da

uygunsuz bir ekspresyon düzeyi ortaya ç kabilece i vurgulanm r (Cooper ve

Hausman 2004;  Arima ve ark. 2005).
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2.4. Hipoksiyle ndüklenen Faktör-1 alfa (HIF-1 )

2.4.1. HIF-1 Genleri ve Proteinleri

            nsanda hipoksiyle indüklenen genleri aktive eden HIF-1  gen proteini, HIF-

1 gen ailesinin en iyi bilinen temel elemanlar ndan biridir (Yamada ve ark 2005).

HIF-1  geni; 14q23.2 kromozom bölgesinde bulunan 15 ekzon ve 14 introndan

olu an bir gendir ( ekil 2.4.1).

ekil 2.4.1. HIF-1  geninin ve proteininin yap . HIF-1  geni 15 exon ve 14 intron içerir. HIF-1
proteini bHLH ve PERN-ARNT-S M (PAS) domeynlerinden olu ur ki bunlar HIF-1  ile
dimerizasyonda yer al rlar. C-terminal k sm  iki transaktivatör domeyni (TAD), bir inhibitör domeyni
(ID) ve bir nükleer lokalizasyon sinyal bölgesi (NLS) bulundurur. ODD domeyni VHL proteini
taraf ndan hedeflenen N-terminal ve C-terminal alt domeynlerini içerir (Chun ve ark. 2002).

            Daha sonra yap lan homoloji ve klonlama çal malar  ile HIF-1  ile homolog

olan HIF-2  ve HIF-3  genleri; HIF-1  ve HIF-2  gen proteinleri ile heterodimer

olu turan aril hidrokarbon nüklear translokatör (ARNT) proteininin sentezinden

sorumlu HIF-1  geni tan mlanm r. Bunlar PAS (Per-Arnt-Sim) ailesinin temel

heliks-loop-heliks (bHLH) proteinlerini sentezlerler ( ekil 2.4.2) (Kelsey 1993; Park

ve ark. 2003; Yamada 2005; Ke ve Costa 2006). HIF-1 , hipoksiyle indüklenen

genleri aktive etti i saptanan ilk proteindir. HIF-2  protein yap  bak ndan büyük

ölçüde HIF-1 ’ya benzerlik gösterir; ancak dokuya özgü ifadelendikleri ve farkl

fonksiyonlara sahip olduklar  bildirilmektedir. Mesela HIF-1  her hücrede

bulunabilirken, HIF-2  fare karaci erinde, tübüler sistemin geli mesinde ve vasküler

endotel hücrelerin yeniden yap lanmalar nda görev al rlar ve buralarda fazlaca

görülürler (Kelsey 1993; Tian ve ark. 1997; Jain ve ark. 1998; Brusselmans ve ark.

2001; Wiesener ve ark. 2003). lginç olarak, böbrekte HIF-1  ve HIF-2 ’n n her

ikiside bulunmakta iken, miktar  fazla artan HIF-2  renal karsinoma hücrelerinin

ço almas na neden olur ve inhibisyonu bu ço almay  bask lamaya yeterlidir (Kondo

ve ark. 2002; Kondo ve ark. 2003). Bu nedenlerle, HIF-1  ve HIF-2  oldukça benzer
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olmalar na ve HIF-1  ile dimer olu turarak hedef genlerin ayn  DNA sekanslar na

ba lanmalar na kar k farkl  doku ve hücresel yayg nl a sahip olabilirler ve

belkide farkl  hedef genleri aktive edebilirler. HIF-1  ve HIF-2  gen mutasyonlar n

her ikisinin de farelerde embriyonik öldürücü etki göstermeleri yan nda farkl

fonksiyonlara sahip olduklar  gösterilmi tir (Iyer ve ark. 1998; Ryan ve ark. 1998;

Tian ve ark. 1998; Peng ve ark. 2000). HIF-1 alt ünitelerinin en az karakterize edileni

HIF-3 ’d r ve çok say da alternatif splaysing (alternatif kesip-ekleme) seçenekleri

vermesi yönünden tek olan r (Maynard ve ark. 2003). HIF-3 ’n n splaysing

seçeneklerinden biri olan inhibitör PAS domeyn proteininin (IPAS) HIF-1  ya

negatif bir regülatör gibi davrand  ve bu nedenle HIF-3 ’n n genellikle HIF

sisteminin bir antagonisti olabilece i belirtilmi tir (Makino ve ark. 2002).

ekil 2.4.2. nsan HIF-  ve HIF-1  domeyn yap lar . HIF- (HIF-1 , HIF-2 , HIF-3  ve HIF-3 ’n n
splaysing ürünü-IPAS) ile HIF-1  bHLH ve PAS protein ailesine aittirler. HIF-1  iki prolinin
hidroksilasyonu ve bir lizinin asetilasyonu ile oksijen regülasyonunu stabille tirmeye arac k eden bir
ODDD ye sahiptir. Prolin rezidüleri HIF-2  ve HIF-3  içersinde de korunurlar. HIF-1  ve HIF-2  C-
TAD ve N-TAD transaktivasyon bölgelerine sahipken HIF-1  sadece bir TAD içerir. Her alt birimin
toplam amino asit say lar  domeyn yap n sonunda yer almaktad r (Ke ve Costa 2006).

Ara rmalar HIF-1  geninde bulunan polimorfizmlerin ifadelenen

proteinlerin aktivitesinde etkili olabilece ini göstermi tir (Prior ve ark. 2003). HIF-

’n n 12. ekzonundaki C1772T C>T polimorfizmi protein yap nda prolin582serin;

G1790A G>A polimorfizmi ise alanin588treonin aminoasit de imleriyle

sonuçlanmaktad r ( ekil 2.4.3). Bizim de kolorektal kanserde etkisini ara rmak

istedi imiz bu polimorfizmler HIF-1 ’n n oksijen ba ml  degradasyon bölgesinde

bulunmaktad rlar. Proteinin transaktivasyonel aktivitesinde ve kanser patogenezinde
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etkili olabilirler, HIF-1 ’n n hidroksilazlar yoluyla hidroksilasyonunda ve oksijen

ba ml  düzenlenmesinde rol oynayabilirler görü ünü test eden çal malar

yap lmaktad r (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).

ekil 2.4.3. HIF-1  n n yap . (Üstteki panel) bHLH, temel heliks-loop-heliks domeyni; PAS, Per-
Arnt-Sim domeyni; ODD, oksijen-ba ml  degradasyon domeyni; N-TAD ve C-TAD, N- ve C-
terminal transaktivasyon domeynleri. (Alt panel) Ekzon 12’de kodlanan aminoasit sekanslar . N-TAD
ve tek nükleotid polimorfizmlerinin sebep oldu u aminoasit de imlerinin pozisyonlar . Numaralar

ras yla amino asitlerin veya nükleotidlerin yerlerini göstermektedir (Tanimoto ve ark. 2003).

2.4.2. HIF-1 Proteinlerinin levleri

           HIF-1 proteinleri hücre ve dokularda dü ük oksijen bas nc na adaptasyon,

hücre sa  kal  ve ço almas , anjiyogenez, eritropoez, glukoz al  ve demir

metabolizmas  gibi olaylara ba  birçok genin hipoksiye transkripsiyonel aktivasyon

cevaplar n anahtar regülatörüdür. HIF-1’in nükleer -alt ünitesi yap sal, -alt

ünitesi regülatör bile en olarak i lev görür. HIF-1  alt ünitesi normoksik ko ullarda

karars zd r ve sonraki degradasyonlar için E3 ubikütin ligaz kompleksinin bir parças

olan VHL proteininin hedefidir. Hipoksik ko ullarda HIF-1  proteazomal y mdan

kaçar, sitozolde birikir, stabil hale gelir, fosforillenir ve nükleusa geçerek HIF-1  ile

heterodimerik bir kompleks olu turur ( ekil 2.4.4). Bu kompleks hipoksiyle

indüklenebilen genlerin güçlendirici ya da promotörüne bir DNA ba lanma motifi

olan hipoksi cevap elementleri (HRE) ile ba lan r ve hedef genlerin

transkripsiyonlar  ba lat r (Semenza ve Wang 1992; Lee ve ark. 2004; Maynard ve

Ohh 2004).
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ekil 2.4.4. HIF-1 , HIF-1  heterodimerinin hipoksi cevap elementlerine (HRE) ba lanmas  ve hedef
genleri. K saltmalar: , HIF-1 ; , HIF-1  (Chun ve ark. 2002).

2.4.3. HIF-1  ve VHL Protein Etkile imi

           Normoksik ko ullarda, HIF-1  proteinleri korunumlu iki prolin (P402 ve P564)

rezüdüsünden hidroksilize olarak VHL proteinleri ile etkile irler (Masson ve ark.

2001). Bu prolinlerin hidroksilasyonu prolil hidroksilazlar (PHD) taraf ndan O2 ve

Fe2+ gibi faktörlere ba ml ekilde sa lanmaktad r. HIF-1 ’n n iki prolini

hidroksiproline dönü türüldükten sonra VHL proteini HIF-1 ’y  yakalar. VHL/HIF-

 kompleksinin X- nlar  kristallografisi ile incelenmesi, VHL proteini yüzeyinde

hidroksiprolinin tam olarak uyaca  bir cep oldu unu göstermi  ve tüm ba lanma

konfigürasyonunun oldukça spesifik oldu u bildirilmi tir (Hon ve ark. 2002; Min ve

ark. 2002). Böylece HIF-1 ’n n E3 ubikütin ligaz kompleksinin bir bile eni olan

VHL proteinine ba lanmas , HIF-1 ’n n ubikütinasyonuna sebep olmakta ve sonuçta

proteozomlar taraf ndan degradasyonu sa lanmaktad r (Kamura ve ark. 2000).

            HIF-1 ’n n stabil olmas  ise hücrede oksijen konsantrasyonunun normoksik

ko uldan (yakla k %21 O2) hipoksiye (yakla k %1 O2) do ru adaptasyonunu

gerektirmektedir. Prolin hidroksilasyonu subsrat olarak oksijene ihtiyaç duydu u için

hipoksi ko ullar  P402 ve  P564 hidroksilasyonlar  k tlamakta ve VHL’nin

ba lanmas  önleyerek HIF-1 ’n n dengelenmesine öncülük etmektedir (Ohh ve

ark. 2000; Bruick ve McKnight 2001; Epstein ve ark. 2001; Ivan ve ark. 2001;

Jaakola ve ark. 2001; Hon ve ark. 2002). nsanda bulunan üç prolil hidroksilaz

izoformu vard r (PHD1-3); normoksik ko ullarda HIF-1  hidroksilasyonu için

öncelikli sorumlunun PHD2 oldu u ileri sürülmü tür (Berra ve ark. 2003). HIF-

Eritropoezis

Anjiogenezis

pH regülasyonu

ATP metabolizmas

Glukoz metabolizmas
mememetabolizmas

H. ço almas , sa kal m

Proteolizis

Hedef genler
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’n n VHL proteinine ba lanan taraf  oksijen-ba ml  degradasyon (ODD)

bölgesinde bulunur. ODD bölgesi HIF-1 ’n n amino-terminal transaktivasyon

domeyni N-TAD  olarak bilinir. HIF-1 ’n n ikinci transaktivasyon bölgesi karboksi-

terminal C-TAD içersinde bulunan ve özel bir asparajin hidroksilazla hidroksillenen

asparajin N803 konumlu bölgesidir. Normokside hidroksillenen N803’ün

transkripsiyonel koaktivatör CBP/p300’e yönelimi faktör engelleyici HIF (FIH)

taraf ndan bloke edilir (Mahon ve ark. 2001; Lando ve ark. 2002). Hipoksi dumunda,

PHD’ler ve FIH aktiviteleri bask lanarak prolin ve asparajinlerin hidroksilasyonu

ortadan kalkar, VHL ba lanmas  olmaz ve HIF-1  stabilizasyonu meydana gelir.

Stabillenen ve MAPK ile indüklenerek fosforlanan HIF-1  proteinleri nükleusa

transloke olarak HIF-1  ya ba lan r. HIF-1 ’n n hidroksillenmemi  N803 bölgesi

CBP/p300’ün hedef gene yönlendirilmesine ve transkripsiyonel aktivasyonuna yol

açar (Sodhi ve ark. 2000; Minet ve ark. 2001; Ke ve Costa 2006). K saca HIF-1 ’n n,

normokside prolil hidroksilasyonu ile VHL ba lanmas  için sinyal olu turarak

; hipokside ise hidroksillenmemi  asparaginin koaktivatör CBP/p300’e

ba lanmas  ile uyum seviyesine göre hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonu

regüle edilmi  olur ( ekil. 2.4.5). Di er bir durumda, VHL gen mutasyonlar  olan

hücrelerde HIF-1  ve HIF-2  normoksi durumunda da stabildirler ve hipoksiyle

indüklenebilir genlerin fazlaca ekspresyonuna sebep olurlar. Böylece VHL proteini

eksik olan hücrelerde normal oksijen bas nc  alt nda HIF-1 ’n n stabilitesine ve

aktivitesine izin vererek tümör olu umuna ve hücreler hipoksik ko ullara maruz

kalmadan da anjiyogenik faktörleri kodlayan genlerin ekspresyonuna sebep

olabilecekleri bildirilmi tir (Iliopoulos ve ark. 1996; Kuwai ve ark. 2004; Hes ve ark.

2005; Domene ve Illingworth 2012).



31

ekil 2.4.5. HIF-1 stabilizasyonu ve transaktivasyonunun oksijen-ba ml  regülasyonu. Normokside
(sol taraf), HIF-1  n n iki prolin residüsü (P402 ve P564) ve asparajin (N803) s ras yla PHD’ler ve FIH-1
le O2, 2-OG ve Fe2+ ye ba ml ekilde hidroksilize edilir. Hidroksilize olan HIF-1  proteinlerinin E3
ubikutin ligaz VHL kompleksine ba lanarak proteazom ile y lmalar  sa lan r. Lizin (K532) nin ARDI
taraf ndan asetilasyonu HIF-1  n n tercihan VHL ile reaksiyonunu kolayla r. Hidroksillenen N803

transkripsiyonel koaktivatör CBP/p300’ün yönelimini bloke eder. Hipoksi durumunda (sa  taraf)
PHD’lerin ve FIH’ n aktiviteleri bask lanarak prolin ve asparajinlerin hidroksilasyonu ortadan kalkar
ve VHL ba lanmas  olmaz.  Hidroksillenmemi  N803’ün koaktivatör CBP/p300’e ba lanmas  ve hedef
gene yönlendirilmesi sa lan r. Böylece, Stabille en HIF-1  proteinleri çekirde e transloke olur ve
HIF-1 , MAPK ile indüklenerek fosforlanm  olan HIF-1 ’ya tercihen ba lan r. Olu an HIF-1 , HIF-

 heterodimeri DNA’n n hipoksi cevap elementi (HRE) sekans na ba lan r ve hedef genlerin
transkripsiyonunu sa lar (Ke ve Costa 2006).

2.4.4. Lizin Asetilasyonunun HIF-1 Degradasyonu Üzerine Etkisi

           Normoksi ko ullarda VHL proteininin HIF-1 ’ya ba lanmas  stimüle eden

di er bir yol, HIF-1 ’n n ODD domeyninde lokalize lizin 532 (Lys532) nin bir

asetiltransferaz (ARD1) taraf ndan asetillenmesidir. ARD1 ad  ilk kez

Saccharomyces cerevisiae mayalar nda saptanm  ve adland lmas  mitotik hücre
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siklusunda mutasyon olu turulan defektif mayalardan gelmi tir (Whiteway ve

Szostak 1985). Bu asetilasyonun VHL ile HIF-1’in etkile imini art rarak

proteozomal degradasyonunu destekledi i gösterilmi ; ancak bu çal malarda

mekanizmas  aç klanamam r (Ravi ve ark. 2000). Daha sonra yap lan

ara rmalarda normokside ARD1 aktivitesi oksijenden etkilenmedi i için aktiftir ve

HIF-1 ’y  oksijen seviyesinden etkilenmeksizin asetilleyebilir; fakat hipoksik

durumda ARD1’in mRNA ve protein seviyesi azal r ve böylece HIF-1 ’y

normoksidekinden daha az asetilleyebilir aç klamas  yap lm r (Ravi ve ark. 2000;

Kim ve ark. 2001; Jeong ve ark. 2002).

2.4.5. HIF-1’in Fosforilasyonu

          Oksijen konsantrasyonuna duyarl  HIF-1 aktivitesini regüle etmede esas

öneme hidroksilazlar sahip olmakla birlikte, HIF-1 aktivitesinin kontrolünde

yard mc  di er mekanizmalar da vard r. Bunlardan biri evrimsel olarak korunmu  ve

mayadan insana kadar tüm ökaryot hücrelerde sinyal iletiminde merkezi rol oynayan

mitojen taraf ndan aktive edilmi  protein kinaz (MAPK) yola r. Bu regülasyonda

MAPK ailesinin proteinleri olan serin/treonin kinazlar n rol ald  gösterilmi tir.

HIF-1’in fosforilasyonu HIF-1  ile dimerle mesine ve hedef genlerin promotör ya da

güçlendirici DNA sekanslar na ba lanmas na olanak sa lamaktad r (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

          Hücre ve organlar oksijen bas nc ndaki de ikliklere uyum sa lama

ihtiyac ndad rlar. HIF-1’in hedef genlerinin bulunduklar  dokuya oksijen

sa lanmas ndaki de imlere özel bir ekilde adaptasyon göstermesi süpriz

olmamal r. Halen HIF-1’in adaptasyonu ile regüle edilen farkl  fonksiyonlu 100

den fazla gen tan mlanm r. HIF-1, hedef genlerin güçlendirici ve promotör

bölgelerinde lokalize olmu  50 baz çiftli HRE bölgesine ba lanarak, bu genlerin

ekpresyonlar  aktive etmektedir (Semenza ve ark. 1991). Dahas  arteriyel endotel

hücrelerinde, insan genlerinin %2’den fazlas n, direkt veya indirekt olarak HIF-1

taraf ndan regüle edildi i bildirilmi tir (Manola ve ark. 2005; Koukourakis ve ark.

2006; Semenza 2009).



33

2.4.6.1. Anjiyogenezis

           Anjiyogenezis farkl  hücre tiplerinde, çok say da gen ürününün ekspresyonu

ile gerçekle en karma k bir prosestir (Conway ve ark. 2001). Anjiyogenezisin farkl

basamaklar nda, hipoksi ile ba  etmek için pek çok genin olaylara kar

gösterilmi tir (Levy ve ark. 1995; Bunn ve Poyton 1996; Forsythe ve ark. 1996;

Berra ve ark. 2000; Giordano ve Johnson 2001; Semenza 2002). Bunlardan endotele

özgü büyüme faktörleri içinde en fazla çal lm  ve en etkin olan  VEGF’dir. VEGF,

hipoksik ko ullarda endotelyal hücrelerin proliferasyonunu stimüle ederek do rudan

anjiyogenezisin içinde yer al r.  Böylece VEGF ve birtak m di er proanjiyogenetik

faktörlerin indüksiyonu, vasküler yo unlu u art r ve oksijen difüzyon mesafesini

dü ürür (Neufeld ve ark. 1999; Josko ve ark. 2000; Conway ve ark. 2001).

2.4.6.2. Glukoz metabolizmas

           Oksijenin azalmas  durumunda hücreler glukoz metabolizma yollar

oksijene ba ml  trikarboksilik asit (TCA) siklusu yola ndan, oksijen ba ms z

anaerobik glikoliz yola na de tirirler (Dang ve Semenza 1999; Seagroves ve ark.

2001). TCA siklusunda bir glukoz molekülünden 30 ATP molekülü üretilirken,

anaerobik glikoliz ile sadece 2 ATP molekülü üretilir, hipoksik hücreler ATP

üretimlerini daha fazla glukoz al  ile yükseltirler. Hipoksi ve HIF-1’in bu

regülasyonu glikolitik yola n tüm enzimleri ve glukoz ta lar n da

art lmas yla sa lan r (Chen ve ark. 2001; Wenger 2002). Laktat ve piruvat gibi

glikoliz metabolitlerinin, normokside HIF-1  birikimini art rd  ve hipoksiyle

indüklenebilir gen ifadelerini regüle etti i ve böylece potansiyel bir pozitif geri

besleme olu turdu u belirtilmi tir (Seagroves ve ark. 2001; Lu ve ark. 2002).

2.4.6.3. Hücre proliferasyonu ve sa kal m

Hipokside, HIF-1 insülin-benzeri büyüme faktörü 2 (IGF2) ve transforme

edici büyüme faktörü-  (TGF- ) gibi büyüme faktörlerini indükler (Feldser ve ark.

1999; Krishnamachary ve ark. 2003). Bu tür büyüme faktörlerinin kendi akraba

reseptörlerine ba lanmas  sinyal transdüksiyonu yolaklar  aktive ederek hücre

proliferasyonunu/sa kal  destekler ve HIF-1 ’n n kendisinin de ekpresyonunu

stimule eder (Semenza 2003). Büyüme faktörleri hipoksiyle beraber baz  hücrelerde

MAPK ve fosfatidilinositol 3 kinaz (P13K) sinyal yolaklar  aktive edebilir, hücre

proliferasyonunu kolayla rabilirler. Bu ise IGF2 ve TGF-  kodlay lar  da dahil

olmak üzere baz  büyüme faktörleri, HIF-1  hedef genlerinin transkripsiyonel
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aktivitelerinin artmas na götürür ve böylece kanser olu umunda kritik bir öneme

sahip olan otokrin-sinyalleme yolaklar na yard mc  olur (Krishnamachary ve ark.

2003; Semenza 2003).

2.4.6.4. Apoptozis

 HIF-1 genlerinin fonksiyonlar na ayk  görünmekle beraber hücrenin

hipoksiye adaptasyonu sadece hücre proliferasyonu ve sa  kal na sebep olmakla

kalmay p ayn  zamanda baz  durumlarda hücre ölümüne de sebep olabilir. Yap lan

bir çal mada HIF-1’in kompleks bir rol oynayarak, hipoksik ko ullarda apoptozisi

indükledi i bildirilmi tir (Carmeliet ve ark. 1998). Ayn  ara rma grubu taraf ndan

dü ük oksijen bas nc nda HIF-1  delesyonlu kök hücre genetik çal malar nda,

delesyonlu olanlardaki apoptozisin normallerden daha az oldu u gösterilmi tir. Baz

hücre tiplerinde, hipoksik ko ullarda, kaspaz-3 ve Apaf-1 arac yla kaspaz-9’un

aktive oldu u ve sitokrom c’nin mitokondriden sitozole sal nd  rapor edilmi tir

(Brunelle ve Chandel 2002; McClintock ve ark. 2002). HIF-1  ve HIF-1

ekspresyonlar n, apoptozis ile ve kaspaz-3, Fas-hücre yüzey reseptörleri, Fas

ligand  gibi apoptoz uyar  faktörlerle anlaml  derecede korele oldu u gösterilmi tir

(Volm ve Koomagi 2000).

2.4.6.5. Embriyonik geli im

           Embriyonik geli mede HIF-1 , HIF-2  ve HIF-1  bile enlerinin temel rol

oynad  gösterilmi tir (Maltepe ve ark. 1997; Iyer ve ark. 1998; Ryan ve ark. 1998;

Tian ve ark. 1998; Kotch ve ark. 1999; Peng ve ark. 2000). Bunlardan herhangi

birisinin bask lanmas  durumunda farelerde ölümle sonuçlanan anormal vasküler

geli im saptanm r. Normal fare embriyolar nda 8.5 ve 9.5 embriyonik günleri

aras nda HIF-1  ekspresyonunun artm  oldu u saptanm r (Iyer ve ark 1998). HIF-

 yetersizli i olan embriyolar yetersiz kan damar  yap lanmas , defektli nöral a

geli imi ve kardiyovasküler malformasyona ba  olarak 11. embriyonik günde

ölmü lerdir (Iyer ve ark. 1998; Ryan ve ark. 1998).

2.4.6.6. Kanser geli imi

Baz  insan kanserlerinde, muhtemelen intratümöral hipoksi veya genetik

alterasyonlar sonucu HIF-1  ve HIF-2 ’n n a  ekspresyonu bulunmu tur (Zhong

ve ark 1999; Talks ve ark 2000). Tümör büyüklü ü artarken, tümör kütlesinin içerisi

yeterli kan damar  olu turuluncaya kadar giderek hipoksikle ir. Tümör içersindeki
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hipoksik ko ullar HIF-1 stabilitesini ve aktivitesini art rabilir (Zhong ve ark. 1999;

Talks ve ark. 2000; Apayd n ve ark. 2008; Knechtel ve ark. 2010).

mmunhistokimyasal analizler normal dokularda olmamas na kar k; benign

tümörlerde saptanabilir miktarlarda; malign tümörlerde artm  miktarlarda;

metastazlarda a  miktarlarda HIF-1  proteini bulundu unu göstermi tir (Maxwell

ve ark. 1997; Zhong ve ark. 1999; Ryan ve ark. 2000; Harris 2002).

           Kanser hücrelerinde artm  HIF-1  ekspresyonuna ba  olarak kayda de er

kl kta genetik alterasyonlar vard r. Örne in, VHL hastal klar nda belirtildi i gibi

VHL fonksiyon kayb , temelde HIF-1  protein miktar n art na sebep olur

(Illiopoulos ve ark. 1996; Kanno ve ark. 2000). nsan kanserlerinin pek ço unda

fonksiyon kayb  tespit edilen p53’ün, HIF-1 ’n n ve HIF-2 ’n n hedef gen

transkripsiyonlar n artmas na sebep oldu u belirtilmektedir (Ravi ve ark. 2000;

Zundel ve ark. 2000). Di er yandan, Rous sarkom (v-Src) retroviral onkogeninin

transformasyon potansiyelinin k smen HIF-1 indüklemesine ba  oldu u ve v-

Src’nin fonksiyon kazanmas n da HIF-1  ekspresyonunu art rd na dair deliller

bulunmaktad r (Jiang ve ark. 1997). Di er bir çal mada, reseptör tirozin kinaz n

(HER2) sinyalleme art n HIF-1  sentezini art rd  belirtilmektedir (Laughner ve

ark. 2001). HER2 aktivitesindeki art n meme kanserlerinde yayg n ve önemli bir

genetik alterasyon oldu u bunun da tümör agresifli i, tedavi direnci ve hasta

ömrüyle korelasyon gösterdi i bildirilmi tir. (Talks ve ark. 2000; Semenza 2003;

Vleugel ve ark. 2005).

           HIF’in ke finden sonra hakk nda bildiklerimiz eksponansiyel olarak artm r.

Hipoksinin gen ekpresyonu yoluyla hücre biyolojisi ve memeli fizyolojisindeki

önemi ve oksijen homeostaz nda oynad  kritik rol iyi bilindi inden, bunlar n

ötesinde HIF-1’in kanser gibi insan hastal klar ndaki rolü hakk nda inan lmaz bir ilgi

art  olmu tur. Mevcut bilgi birikimine katk  sa layan HIF-1 stabilizasyonu ile

hipoksiyle indüklenebilir genlerin ekspresyonunu etkileyen ya da HIF-1

degradasyonunu kontrol eden VHL gen mutasyonlar  ve polimorfizmleri konusunda

çok say da çal ma yap lm r (Kamura ve ark. 2000; Rannala 2001; Kaelin 2005;

Ke ve Costa 2006; Haase 2009; Lu ve Kang 2010).

           Evrimsel süreçte seçici bask  alt nda olan mutasyonlar n toplumda nadir

gözlenen de iklikler olmas na kar n polimorfizmler toplumda yayg n olarak

bulunurlar. Olu  mekanizmalar na ve bulunduklar  yere göre farkl  tipte

polimorfizmler mevcuttur. Bunlar; DNA’n n tek bir baz ndaki de iklikler (SNP),
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sa DNA baz tekrarlar  (STRP), uzun DNA baz tekrarlar  (VNTR) ve DNA’y  kesen

enzimlerin olu turdu u uzunluk polimorfizmleri (RFLP) gibi varyasyonlard r.

Genelde altta yatan moleküler de iklikler ne olursa olsun polimorfizm denildi i

zaman genetik materyalde bireyleri, hatta ayn  bireyin farkl  allellerini birbirinden

farkl la ran ve toplumda yayg n olarak bulunan de ikliklerden söz edilmektedir

(Akarsu ve Çak r 2004). Polimorfizmler son zamanlarda genel ve kompleks

hastal klar n olu mas nda yer alan temel genetik elemanlar olarak kabul

edilmektedirler (Knechtel ve ark. 2010).

          Kolorektal kanser gibi multifaktöriyel hastal klarda genetik ve çevresel

etkenlerin belirlenebilmesi için genetik polimorfizm çal malar n ço alt lmas

gerekmektedir. Asl nda genomun farkl  bölgelerini veya genlerin birbirleriyle ve

çevre ile olan etkile imlerini ay rt edebilmek için genetik polimorfizm çal malar

anahtar niteli inde pratiklik sunmakta ve benzer çal malarla olu acak bilgi

birikimine gereksinim duyulmaktad r.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplar n Olu turulmas

           Çal ma grubu, Necmettin Erbakan Üniversitesi Meram T p Fakültesi

Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dal na ba vuran, klinik ve histopatolojik olarak

kolorektal kanser tan  alm  92 hasta ile Genel Cerrahi Poliklini inde kolorektal

kanser tan  almam  101 bireyden olu turuldu. Çal ma gruplar , bu ara rma

sürecinde T p Fakültesi Genel Cerrahi Klini i taraf ndan kolorektal kanser tan

alarak takip edilen hastalar ile yine Genel Cerrahi Poliklini ine farkl ikayetlerle

ba vuran kanser tan  almam  bireylerden gönüllülük esas na uygun olarak seçildi.

Çal ma için al nan etik kurul onay  EK-1’de verildi. Hasta ve kontrol grubuna

bilgilendirilmi  hasta tarama onam formu dolduruldu (EK-2 Hasta Onam Formu).

Çal maya dahil edilen her bireyin ya , cinsiyeti, e itim düzeyi, mesle i, hastal n

saptanma ya , ailede kanser öyküsü olup olmad , e lik eden sistemik hastal klar,

beslenme al kanl klar , beyaz toprak maruziyeti, sigara ve alkol kullan  gibi

muhtemel risk faktörleri sorgulanarak kaydedildi. Gen polimorfizmlerini saptamak

için gereken moleküler çal malar N.E.Ü. T bbi Biyoloji Anabilim Dal  Ara rma

Laboratuvar nda yap ld .

3.2. Hastadan Kan Al nmas
Belirlenen kriterlere uyan kolorektal kanser tan  alm  44 kad n ve 48 erkek

toplam 92 hasta ile 7’si kad n 94’ü erkek toplam 101 kontrol grubundan genomik

DNA izolasyonunda kullan lmak üzere antikoagülan (EDTA-

Etilendiamintetraasetikasit) içeren vakumlu tüplere 5 ml periferik kan al nd . Al nan

örnekler DNA izolasyonu yap ncaya kadar -20oC’de muhafaza edildi.

3.3. Kullan lan Cihazlar

Buzdolab  ve Derin Dondurucu (+4 ve -20ºC Arçelik)

UV Görüntüleme cihaz  (Vilber-Lourmat)

Çalkalamal  su banyosu (Memmert)

Çeker ocak

Distile su cihaz  (Nüve)

Elektroforez aleti (Cleaver)

Güç Kayna  (Cleaver)

Hassas terazi (Kern)

Masaüstü mini santrifüj (VWR)
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Masaüstü santrifüj +4º C (Hettich-Eppendorf)

Etüv (Nüve)

Otomatik Pipetler (VWR-Eppendorf)

PZR cihaz  (Bioneer-Peqlab)

pH metre (VWR)

Nanodrop (Maestro nano)

Mikrodalga (Arçelik)

Manyetik kar  (VWR)

Vortex (VWR)

3.4. Kullan lan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Prona)

Amonyum asetat (AppliChem)

Amonyum klorür (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 sülfat (Sigma)

Sodyum klorid (Sigma)

Tris base (Sigma)

Proteinaz K (Sigma)

3.5. Kullan lan Çözeltiler
10X Lysis Buffer

770 mM NH4Cl

46 mM KHCO3

10 mM EDTA
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10X Lysis Buffer haz rlan :

Mezür içerisine yukar daki konsantrasyonlarda miktarlar tart larak konuldu. Önce

200–300 ml dH20 içerisinde çözüldü. EDTA’n n çözülmesi için pH 8,0 yap ld . Daha

sonra 1 litreye tamamland .

Salt EDTA:

75 mM NaCl

25 mM EDTA

Salt EDTA haz rlan : Mezür içerisine yukar daki konsantrasyonlarda miktarlar

tart larak konuldu. 200-300 ml dH2O içerisinde çözüldü. EDTA’n n çözülmesi için

pH 8,0 yap ld . Daha sonra 1 litreye tamamland .

%10 SDS solüsyonu:

SDS     10 gr

dH2O   100ml

Haz rlan : 10 gr SDS tart ld , 100 ml’ye tamamland . Çözülmesi için 68oC de s cak

su banyosunda bekletildi.

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

50 ml Tris için 0.060 gr tart ld  ve 50 ml’ye tamamland .

Sodyum Asetat Çözeltisi: (NaAc  MA: 136)

500 ml 3M NaAc çözeltisi için 204 gr tart ld  ve dH2O ile 500 ml’ye tamamland .

HCl ile pH 5.2‘ye ayarland . +4oC’de muhafaza edildi.

5X TBE Çözeltisi: 54 gr trizma baz, 27.5 gr borik asit, 20 ml 0.5M EDTA (pH 8,0)

distile su ile 1 litreye tamamland .

1X TBE Çözeltisi: 200 ml 5X TBE al narak 1000 ml’ye tamamland

Orange G Jel Yükleme Boyas : 55 ml gliserol, 100 mg orange G, 45 ml 1X TBE

çözeltisi son hacim 100 ml’ye tamamland .

Stok  Etidyum  Bromür  Çözeltisi: 10 mg etidyum bromür 1 ml distile suda

çözülerek haz rland .

50X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA): 1 litre haz rlamak için 242 gr Tris, 100 ml

0.5M EDTA, 57.1 ml Glasiyel asetik asit ve yeteri kadar dH2O eklendi. Hacim 1000

ml’ye tamamlanmaya yak n HCl ile pH 7,6-7,8’e ayarland .
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3.6. Genomik DNA zolasyonu

(2.5 ml kan için uygulanan klasik yöntem)

1. 2.5 ml kan 15 ml’lik falkon tüplere konuldu.

2. Üzerlerine 0.125 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) eklendi.

3. Bunlar n üzerine konulan 2X LYS S BUFFER ile 15 ml’ye tamamland .

4. 10 dk boyunca tüpler alt üst edilerek iyice kar ld .

5. Daha sonra 30 dakika buzun içinde bekletildi.

6. Buzdan al nd ktan sonra 3000 rpm’de +40 C’de 10 dk santrifüj edildi.

7. Santrifüj sonras  tüplerin süpernatant faz  at ld .

8. Tüpteki pellet üzerine 0.75 ml SALT/EDTA eklenerek iyice vortekslendi.

9. Daha sonra üzerine 0.075 ml %10’luk SDS solüsyonu, 37.5 µl PROTE NAZ K

(10 mg/ml) eklenerek örnekler 550 C’de 3 saat etüvde bekletildi.

10. Bekleme süresi sonunda tüplerin üzerine 0.75 ml FENOL (pH 8.0) eklendi.

11. Tüpler 20 saniye oldukça sert bir ekilde çalkaland  ve sonra 5 dakikada yumu ak

ekilde ters yüz edildi.

12. Daha sonra tüpler 3000 rpm’de +40 C’de 10 dk santrifüj edildi.

13. Santrifüj sonunda tüplerdeki süpernatant k sm  yeni steril tüplere al nd .

14. Tüplerin üzerine 0.75 ml FENOL: KLOROFORM: ZOAM L ALKOL (25:24:1)

eklendi.

15. Tüpler 20 saniye oldukça sert bir ekilde çalkaland  ve sonra 5 dakikada yumu ak

ekilde ters yüz edildi.

16. Daha sonra tüpler 3000 rpm’de +40 C’de 10 dk santrifüj edildi.

17. Santrifüj sonunda tüplerdeki süpernatant k sm  yeni steril tüplere al nd .

18. Süpernatant n 1/10’u oran nda Sodyum Asetat (NaAc) eklendi.

19. Üzerlerine, al nan süpernatant k sm n 2 kat  kadar -200 C de so utulmu

%95’lik ETANOL eklendi. Pellet 0.5 ml 10 mM Tris (ph 8.0) ile suland ld .

20. Tüpler sert bir ekilde a  yukar  salland  ve yo unla arak çöken DNA cam

çubuk yard  ile yeni ependorf tüplere al nd .

21. Pellet kurutuldu ve alkol uzakla ld . Daha sonra pellet, 0.5 ml 10 mM Tris (pH

8.0) ile suland ld  ve suland lan stok DNA’lar -200 C’de sakland .

            DNA’lar n kalitesi ve miktar  ölçmek için spektrofotometrik ölçüm

yapabilen nanodrop cihaz  kullan ld . Kontaminasyonu önlemek için 0.5 ml stok

DNA’dan 0.1 ml’lik 50-100 ng/ml konsantrasyonda olacak ekilde çal ma sto u

haz rland  ve tekrar nanodrop cihaz nda ölçüm yap ld .
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3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, genomik DNA’dan istenilen spesifik bir bölgenin amplifikasyonunu

otomatik olarak sa layan bir yöntemdir. Primer ad  verilen sentetik oligonükleotidler

yard  ile DNA üzerindeki seçilmi  bölgenin in vitro olarak 106 kez ço alt lmas

sa lan r. Reaksiyonun gerçekle mesi için ortamda hedef DNA, bu bölgeye özgü bir

çift primer, deoksiribonükleotidler (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) ve ya dayan kl

Taq DNA polimeraz bulunmal r. PZR i leminde, her döngü biri di erine ba  ve

kesin zamanlamal  farkl  s cakl klar gerektiren 3 ard k basamaktan olu ur.

DNA denatürasyonu: Ço alt lacak DNA çift zinciri  ile denatüre edilerek

tek ipliklere ayr r.

Primer ba lanmas : So utma ile diziye özgü primerler DNA zincirine

ba lan rlar.

Primer uzamas : Hedef bölgeye kar k gelen zincir 5’ 3’ yününde

primerden ba lanarak, yeni zincir sentezlenir ve sarmal DNA olu ur.

Bu üç basamak bir döngü olarak kabul edilir. Her döngüde, bir önceki

döngüde olu mu  tüm DNA’lar kal p olarak kullan r ve her döngü sonunda mevcut

DNA iki kat na ç km  olur. Böylece 25-30 döngü sonunda ço alt lm  olan hedef

bölge tek bant olarak elektroforezde kendine ait yerde gözlenir.

3.8. Amplifikasyon Refraktör Mutasyon Sistemi (ARMS)

ARMS-PZR tekni inde mutant olan ve olmayan nükleotidler, 3' uçlar  bu

nükleotidlerle çak acak ekilde tasarlanm  primer çiftlerinin kullan ld  PZR

lemi ile ay rt edilir. Bu primerlerden birinin terminal 3' nükleotidi mutant

nükleotide, di erininki ise mutant olmayan nükleotide spesifiktir. Toplamda 4 primer

kullan r, bunlardan 2 tanesi fasta dizisine uygun ileri ve geri primer olarak en d tan

(outer) tasarlanan ortak primerlerdir. Di er 2 tanesi fasta dizisine uygun ileri ve geri

primer olarak SNP’in de im bölgesine uygun olarak en içten (inner) tasarlanan

primerlerdir. Bunlardan bir tanesi normal diziye spesifikken di eri mutant diziye

spesifiktir.

Bu metod enzim kullan lmas  gerektirmedi i için RFLP’ye göre hem daha

ucuzdur hem de tek bir PZR yaparak çok daha k sa bir sürede genotipleri elde etmek

mümkündür.
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3.9. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

DNA’y  belli baz dizilerinden tan p kesen enzimler DNA kesim enzimleri

(Restriction Endonucleases) olarak isimlendirilir. Baz  kesim enzimlerinin özgül

tan ma bölgeleri genellikle 4-6 DNA baz ndan olu ur. Normalde enzimin tan ma

bölgesi olan bu bazlarda bir de iklik oldu unu var sayd zda enzimin DNA’y

kesme kal  de ecektir. Yani genomik DNA’da olu an dizi de iklikleri, belirli

kesim bölgeleri yarat r veya olanlar  yok eder. Bu nedenden dolay  boyutlar  de en

bir veya birden fazla DNA fragmenti, Southern blot ve klonlanm  DNA probu ile

hibridizasyondan sonra görünür hale getirilebilir.

3.10. Polimorfizm Seçimi

           VHL ve HIF-1  genlerindeki SNP’ler, HapMap verileri kullan larak seçildi

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Potansiyel olarak fonksiyonel polimorfizmlerin

seçiminde baz al nan kriterler; 5’ kodlanmayan bölgede ve aminoasit de ikli ini

kodlayan bölgede yerle ik olmas , ara lm  populasyonlardaki minör allel

frekans n (MAF) >5% olmas , kanser riski veya sa kal m ile ili kilendirilmi

olmas r. Çal mam zda bu kriterlere göre VHL (rs779805) geninde bir SNP ve

HIF-1  (rs11549465, rs11549467) geninde iki SNP seçilmi tir.

3.11. Agaroz Jel Haz rlama ve Görüntüleme

            %2’lik agaroz jel haz rlamak için 2gr, %4’lük agaroz jel haz rlamak için 4 gr

agaroz hassas terazide tart r. 1X TAE çözeltisi ile 100 ml’ye tamamlan r. Yüksek

ayarda mikrodalga f n kullan larak eritilir. PZR ürünlerini görünür hale getirmek

için 10 l etidyum bromür eklenerek hafifce kar r. Haz rlanan kar m

elekroforez kal na dökülür. Jel donduktan sonra 5 l PZR ürünü ve 2.5 l jel

yükleme boyas  ile kar larak kuyucuklara yüklenir. Örnekler 20-30 dakika 120

volt sabit ak mda moleküler a rl k belirteci e li inde yürütülür. Daha sonra jel

ultraviyole transilüminatörde  görüntülenir, de erlendirilir ve kaydedilir.

          Bu çal mada HIF-1  C1772T ve G1790A gen bölgelerinin genotiplerini

belirlemek için ARMS - PZR yöntemi kullan ld . Ço alt lan PZR ürünlerini

de erlendirmek için %2’lik agaroz jel haz rland . Her bir örnek için 5 l PZR ürünü

ve 2.5 l yükleme boyas  kar larak kuyucuklara yüklendi. 120 volt ak mla 20-30

dakika yatay elektroforezde yürütüldü ve ultraviyole transilüminatörde görüntülenip

foto raf  çekildi.
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            VHL geninde bulunan rs779805 kodlu polimorfizm bölgesini belirlemek için

PZR-RFLP metodu kullan ld . Ço alt lan PZR ürünleri, çift zincirli DNA‘y  GG CC

tan ma bölgesine sahip HaeIII restriksiyon enzimi ile kesildi. Bu i lemde her bir

reaksiyon için tüplere toplam 20 l’lik hacimde olacak ekilde 10 l PCR ürünü, 1 l

restriksiyon enzimi (10 U/ l),  1 l  10x enzim buffer ve 8 l  dH2O konuldu. Enzim

aktivitesi için 370C’de 1 gece boyunca etüvde bekletildi. Jel görüntüsü için %4’lük

agaroz jel haz rland . Enzim aktivitesini sonland rmak ve yükleme yapabilmek için 3

l yükleme tamponu ve 10 l RFLP ürünü kar larak jeldeki kuyucuklara

yüklendi. 45W ak mla 40 dakika yürütüldü ve jel UV transilüminatörde görüntülenip

foto rafland . Olu an bant say lar na  göre alleller tespit edildi, hasta ve kontrollerin

genotiplemesi yap larak gruplar aras ndaki de kenlik de erlendirildi.

3.12. statistiksel De erlendirme

          statistiksel de erlendirmeler ticari bir istatistik program  ile yap ld .

Analizlerde parametrik verilerin kar la lmas nda ikili gruplar için student t testi,

niteliksel veriler için non-parametrik testlerden Ki-kare testi ( ²) ve Fisher’s exact

testi uyguland . Odss oranlar  belirlemek için online SNPStats

(http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm) program  kullan ld . Sonuçlar

istatistiksel olarak P<0.05 düzeyinde anlaml  kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplar n Kaydedilen Klinik Bilgileri

           Çal maya, kolorektal kanser tan  alm  92 hasta ile Genel Cerrahi

Poliklini ine s radan ba vuran, kolorektal kanser tan  almam , aralar nda akrabal k

ili kisi bulunmayan ve denek olmay  kabul eden 101 birey kontrol grubu olarak

al nd . 100 olarak tasarlanan hasta grubunda dökümantasyon yetersizli i nedeniyle

tüm hastalar n klinik izlemlerine ve patolojik evreleme bilgilerine ula lamad ; bu

nedenle klinik ve histopatolojik olarak kolorektal kanser tan  olan 92 hasta ile

çal maya devam edildi. Tablo 4.1’de hasta ve kontrollere ait demografik bilgiler

verildi. Hasta grubunun ortalama ya  59.68±15.06; kontrol grubunun ortalama ya

36.95±9.05 idi. Kay tlar zda hasta grubunda erkek say  48 (%52.2), kad n say

44 (%47.8); kontrol gurubunda erkek say  94 (%93.1), kad n say  7 (%6.9) olarak

yer ald .

            Hasta ve kontrol grubunda ailede kanser öyküsü olup olmad  sorguland .

Kolorektal kanser hastalar ndan 58’i ailesinde bildi i bir kanser vakas  olmad ,

geri kalan 34 hastan n 17’si akrabalar nda kolon ve rektum kanseri, 7’si akci er CA

ve 10’u prostat, meme, böbrek, deri gibi çe itli tipte kanser varl  bildirdi. Kontrol

grubunda bulunan bireylerin ailelerinde kanser öyküsü yoktu. Hasta ve kontrollere

lik eden sistemik hastal klar n olup olmad  soruldu unda, hastalar n 40’

(%33.7); kontrollerin 14’ü (%11.9) diabetes mellitus ve/veya hipertansiyon, kalp,

prostat hiperplazisi, ast m, KOAH gibi  ikayetler bildirdiler.

Sigara ve alkol kullan ; hastalar aras nda sigara kullanan say  27 (%29.3),

alkol kullanan say  7 (%7.6); kontrollerde sigara kullanan say  74 (%73.3), alkol

kullanan say  36 (%35.6) olarak tespit edildi. Sigara ve alkol kullan n kontrol

grubunda fazla oldu u görüldü. Beyaz toprak maruziyetine evet diyen hasta say  53

(%57.6); kontrollerde 36 (%46.6) idi. Bu bilgilere göre ileri ya , erkek cinsiyet,

ailede kanser öyküsü, e lik eden hastal klar ve beyaz toprak maruziyetinin kolorektal

kanser için birer risk faktörü oldu u istatistiksel analizlerle belirlendi (P<0.05). Hasta

ve kontrollerin student t testi ile incelenen vücut kitle indeksi da  aras nda

anlaml  bir fark yoktu. Hastalar n ula labilen Astler Coller evreleri ve hastal k

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

De kenler Hasta (n=92) Kontrol (n=101)

Ortalama±S.Sapma Ortalama±S.Sapma P
Ya 59.68±15.06 36.95±9.05 <0.001a

VK 26.28±4.59 25.36±2.16    0.072a

n % n %
Cinsiyet
Erkek 48 52.2 94 93.1 <0.001Kad n 44 47.8 7 6.9

Aile Kanser Öyküsü
Yok 58 63.0 101 100 <0.001Var 34 37.0 0 0

lik Eden Hastal k
Yok 52 56.5 87 86.1 <0.001Var 40 33.7 14 11.9

Sigara Kullan
Hay r 65 70.7 27 26.7 <0.001Evet 27 29.3 74 73.3

Alkol Kullan
Hay r 85 92.4 65 64.4 <0.001Evet 7 7.6 36 35.6

Beyaz Toprak Maruziyeti
Hay r 39 42.4 65 64.4 0.002Evet 53 57.6 36 46.6

Astler Coller Evresi
B1 6 6.5
B2 17 18.5
C1 2 2.2
C2 19 20.7
D 2 2.2

Bilinmiyor 46 50.0
                   Grade

Grade1 8 8.7
Grade2 40 43.5
Grade3 2 2.2

Bilinmiyor 42 45.7

a Hasta ve kontroller aras nda ya  ve VK  (vücut kitle indeksi) da  student t-testi ile, di er seçilen
de kenler Ki-kare ( 2) ve Fisher exact testi ile de erlendirilmi tir.
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4.2.1. HIF-1  C1772T  Bölgesi ARMS - PZR Sonuçlar

           HIF-1  genine ait C1772T (Prolin 582 Serin) (rs11549465) polimorfizmini

belirlemek için ARMS-PZR metodu tercih edildi ve online Primer1

(http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html) veritaban  kullan larak 2 primer çifti

tasarland .

çerden ileri primer (T allel):

5’- TCC AGT TAC GTT CCT TCG ATC AGT TGT AAT -3’                 Tm: 68oC
çerden geri primer (C allel):

5’- AGG GCT TGC GGA ACT GCT TTC TAA GGG-3’                         Tm: 71oC

ardan ileri primer (5' - 3'):

5’- GCT GAA GAC ACA GAA GCA AAG AAC CCA T-3’                    Tm: 75oC

ardan geri primer (5' - 3'):

5’-TGT ATG TGG GTA GGA GAT GGA GAT GCA A-3’                      Tm: 76oC

           D ardan ileri primer ile içerden geri primer çifti atasal alleli (270 bç) gösteren

PZR ürününü, içerden ileri primer ile d ar dan geri primer çifti mutant alleli (230

bç) gösteren PZR ürününü olu turdu. En d taki ileri ve geri primerler total PZR

ürününü (450 bç) verdi. ARMS – PZR sonucu olu an genotipler ekil 4.1’de;

C1772T polimorfizmi için PZR reaksiyon bile enleri ve reaksiyon ko ullar  Tablo

4.2’de verildi.

ekil 4.1. C1772T gen bölgesi ARMS – PZR sonucu olu an genotipler: (M:50 bç’lik moleküler
rl k belirteci, 1. ve 2. kuyular de im gözlenmeyen homozigot (CC) genotipleri, 3. kuyu de im

gözlenen homozigot mutant (TT) genotipi, 5. kuyu heterozigot (CT) genotipi göstermektedir).
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Tablo 4.2. C1772T bölgesi için PZR reaksiyon bile enleri ve reaksiyon ko ullar .

Bile en Miktar Konsantrasyon 1. basamak 2. basamak 3. basamak

 ddH2O 13,22 ul

Ayr lma
94oC 8 dk.

Ayr lma
94oC 1dk

Son Uzama
72oC 8dk

Buffer 2,5 ul 50 mM

dNTP 1,6 ul 10mM

Fw(d ar dan) 0,14 ul 0.05mM Primer
Ba lanmas
60oC 1dkRw(d ar dan) 0,14 ul 0.05mM

Fw(içerden) 0,14ul 0.05mM

Rw(içerden) 0,14ul 0.05mM

Taq Poly. 0,4 ul 2,5 U/ul

DNA 2 ul 50-100 ng/ml Uzama
72oC 1dk

Total 20 ul

U: Ünite (firman n önerdi i protokollere göre kullan ld )

4.2.2. HIF-1  G1790A  bölgesi ARMS - PZR sonuçlar

           HIF-1  genine ait G1790A (Alanin 588 Treonin) (rs11549467)

polimorfizmini belirlemek için ARMS-PZR metodu tercih edildi ve online Primer1

(http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html) veritaban  ile 2 primer çifti tasarland .

çerden ileri primer (G allel):

5’-TCA GTT GTC ACC ATT AGA AAG CAG TTA CG -3’ Tm: 65oC

çerden geri primer (A allel):

5’- TGA GGA CTT GCG CTT TCA GGG CTG GT -3’ Tm: 73oC

ardan ileri primer (5' - 3'):

5’- GCT GAA GAC ACA GAA GCA AAG AAC CCA TTT -3’ Tm: 69oC

ardan geri primer (5' - 3'):

5’- ATG TGG GTA GGA GAT GGA GAT GCA ATC A -3’ Tm: 69oC

           D ardan ileri primer ile içerden geri primer çifti normal alleli (294 bç)

gösteren PZR ürününü, içerden ileri primer ile d ar dan geri primer çifti mutant



48

alleli (207 bç) gösteren PZR ürününü olu turdu. En d taki ileri ve geri primerler

total PZR ürününü (447 bç) verdi. G1790A gen bölgesi 60-70oC s cakl k gradient

PZR görüntüsü ekil 4.2’de; ARMS-PZR sonucu olu an genotipler ekil 4.3’de;

G1790A polimorfizmi için PZR reaksiyon bile enleri ve reaksiyon ko ullar  Tablo

4.3’de verildi.

ekil 4.2. G1790A gen bölgesi 60-70 oC s cakl k gradient PZR görüntüsü. (M: 50 bç’lik moleküler

rl k belirteci, 5. kuyu ba lanma s cakl  olarak seçildi).

ekil 4.3. G1790A gen bölgesi ARMS-PZR sonucu olu an genotipler. ( M: 100bç’lik moleküler
rl k belirteci, 4. Kuyu heterezigot GA genotipi, di er kuyular ise de im gözlenmeyen homozigot

GG genotiplerini göstermektedir).
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Tablo 4.3. G1790A bölgesi için PZR reaksiyon bile enleri ve reaksiyon ko ullar .

Bile en Miktar Konsantrasyon 1. basamak 2. basamak 3.basamak

 ddH2O 16,8 ul

Ayr lma
95oC 4 dk.

Ayr lma
95oC 30sn

Son Uzama
72oC 7dk

Buffer 2,5 ul 50mM

dNTP 0,5 ul 10mM

Fw(d ar dan) 0,625 ul 0.05mM Primer
Ba lanmas

 64,9oC 30snRw(d ar dan) 0,625 ul 0.05mM

Fw(içerden) 0,625 ul 0.05mM

Rw(içerden) 0,625 ul 0.05mM

Taq Poly. 0,2 ul 2,5 U/ul

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

Total 25 ul

4.2.3. VHL rs779805  gen bölgesi PZR-RFLP sonuçlar

           VHL geninde bulunan rs779805 kodlu polimorfizm bölgesini belirlemek için

PZR-RFLP metodu tercih edildi ve online Primer3web

(http://primer3plus.com/web_3.0.0/primer3web_input.htm) veritaban  kullan larak

bir primer çifti tasarland .

Kullan lan primer dizileri;

leri primer 5’-CAGGGAGGTCAAGGCTGCAGTGAGCCAA-3’ Tm: 75oC

Geri primer 5’-CATTCCCTCCGCGATCCAGACCACCC-3’ Tm:74oC

            HaeIII, Haemophilus aegypticus’den elde edilen bir restriksiyon enzimidir.

Çift zincirli DNA‘y  GG CC dizisinden tan yarak kesim yapar. PZR tepkimesi

sonras  372 bç’lik PCR ürünü Hae IIl restriksiyon enzimi ile kesilmi tir. Bu bölgede

guanin içeren allel HaeIII kesim noktas  ta maktad r. Guaninden  Adenine (G A)

bir nükleotit de imi olmas  halinde HaeIII enziminin tan  bölge ortadan

kalkmaktad r. Homozigot (AA) bireylerde 150bç, 122bç, 70bç, 29bç dört bant,
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heterozigot (GA) bireylerde 150bç, 122bç, 70bç, 45bç, 29bç ve 25 bç’lik alt  bant,

homozigot (GG) bireylerde 150bç, 122bç, 45bç, 29bç ve 25 bç’lik be  bant

görülecektir. VHL rs779805 gen bölgesi 71-75 oC s cakl k gradient PZR görüntüsü

ekil 4.4‘de; VHL rs779805 genotip görüntüleri ekil 4.5’de; PZR reaksiyon

bile enleri ve reaksiyon ko ullar  Tablo 4.4’de verildi.

ekil 4.4. VHL geni rs779805 gen bölgesi 71-75 oC s cakl k gradient PZR görüntüsü (M: 50 bç’lik
moleküler a rl k belirteci, 1. kuyu ba lanma s cakl  olarak seçildi).

ekil 4.5. VHL geni rs779805 polimorfizminin PZR-RFLP sonuçlar  (M: 50 bç’lik moleküler a rl k
belirteci, 2. ve 3. kuyular homozigot AA genotipleri, 1. 4. ve 5. kuyular homozigot GG genotipleri, 6.
ve 7. kuyular heterozigot AG genotipleri göstermektedir).
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Tablo 4.4. VHL (rs779805) gen bölgesi PZR reaksiyon bile enleri ve reaksiyon ko ullar

Bile en Miktar Konsantrasyon 1. basamak 2. basamak 3. basamak

ddH2O
15,54 ul

Ayr lma
95oC 10 dk.

Ayr lma
94oC 1dk

Son Uzama
72oC 7dk

Buffer 2,5 ul 50mM

Mg 2 ul 2,5 mM

dNTP 1,6 ul 10mM

Fw 0,28 ul 0.05mM Primer
Ba lanmas
71,6oC 1dkRw 0,28 ul 0.05mM

Taq
Poly.

0,8 ul 2,5 U/ul

DMSO 1,875 ul % 7,5

DNA 2 ul 50-100 ng/ml Uzama
72oC 90sn

Total 25 ul

4.3. HIF-1  C1772T polimorfizminin genetik modellere göre frekanslar

           Kolorektal kanser ve kontrollerde HIF-1  C1772T polimorfizminin

kodominant, dominant ve resesif genetik modellere göre frekanslar  Tablo 4.5’de

verildi. Kodominant modele göre de erlendirildi inde; kontrol grubunda CC genotipi

81 (%80.2), CT genotipi 16 (%15.8), TT genotipi 4 (%4) bireyde vard . Hasta

grubunda CC genotipi 62 (%67.4), CT genotipi 27 (%29.4), TT genotipi 3 (%3.3)

bireyde bulundu. Genotipler aras nda %95 güven aral nda (CI) hesaplanan Odds

oran  (OR), CT genotipine sahip bireylerde hastalanma riskinin 2.20 (1.09-4.45) kat

artm  oldu unu gösterdi. Genotiplerin frekanslar  homozigot modelle hesaplan rken,

az olan homozigot mutant genotipler heterozigot genotiplerle birlikte de erlendirildi.

CT/TT genotipleri kontrollerde 20 (%19.8), hasta grubunda 30 (%30.6) olarak tespit

edildi (P<0.05). Odds oran  %95 güven aral nda hesapland  ve 1.96 (1.02-3.77)

olarak bulundu; ancak ya , cinsiyet, ailede kanser öyküsü, beyaz toprak maruziyetine
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göre ayarlanm  olan odds oranlar  (AOR) %95 güven aral nda 4.79 (1.07-21.48)

olarak saptand .

4.4. HIF-1  G1790A polimorfizminin genotip frekanslar
           Hasta ve kontroller aras nda HIF-1  G1790A polimorfizminin genotip

da m frekanslar  Tablo 4.6’de verildi. Bu polimorfizm incelendi i dominant

modele göre 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. Heterozigotlar n da çok az oldu u hasta ve kontrol grubunun

her ikisinde de homozigot mutant (AA) genotipine rastlanmad . Hasta ve kontroller

aras nda genotip da mlar  hesaplamak için Ki-kare ve Fisher exact testi

kullan ld .  Hasta ve kontrol gruplar n genotip frekanslar  kar la ld nda

gruplar aras nda anlaml  bir farkl k bulunmad  (P>0.05).
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Tablo 4.5. Kolorektal kanser ve kontrol bireylerinde HIF-1  C1772T polimorfizminin genetik modellere göre frekanslar  (SNPStats program  kullan ld )

OR: Odds oranlar ; AOR: ya , cinsiyet, ailede kanser öyküsü, beyaz toprak maruziyetine göre ayarlanm  olan odds oranlar ;
CI: güven aral  (confidence intervals)
a Hasta ve kontroller aras nda allel frekanslar  ya da genotip da mlar  için Ki-kare ( 2) ve Fisher exact testi P de eri,
b Odds oran na göre p de eri,
c Ayarlanm  odds oran na göre p de eri.

Model Genotip Kontrol Hasta Pa-de eri OR (95% CI) Pb-de eri AOR (95% CI) Pc-de eri

Kodominant

C/C 81 (%80.2) 62 (%67.4)

     0,079

1.00 1.00

0.11C/T 16 (%15.8) 27 (%29.4) 2.20 (1.09-4.45) 0.078 4.36 (0.89-21.39)

T/T 4 (%4) 3 (%3.3) 0.98 (0.21-4.54) 7.20 (0.55-94.93)

Dominant
C/C 81 (%80.2) 62 (%67.4)

0,049

1.00 1.00

0.036C/T-T/T 20 (%19.8) 30 (%32.6) 1.96 (1.02-3.77) 0.042 4.79 (1.07-21.48)

Resesif
C/C-C/T 97 (%96) 89 (%96.7)

>0,05

1.00 1.00

0.28T/T 4 (%4) 3 (%3.3) 0.82 (0.18-3.75) 0.79 4.47 (0.38-52.41)
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Tablo 4.6. Kolorektal kanser ve kontrollerde HIF-1  G1790A polimorfizminin genotip frekanslar
(SNPStats program  kullan ld )

M
od

el
Genotip Kontrol Hasta Pa-

de eri
OR

(%95 CI)
Pb-

de eri
AOR (%95

CI)
Pc-

de eri

--
G/G 98

(%97)
91

(%98.9) 0.623
1.00

0.35
1.00

0.48
G/A 3

(%3)
1

(%1.1)
0.36

(0.04-3.51)
0.00

(0.00-N.A)
OR: Odds oranlar ; AOR: ya , cinsiyet, ailede kanser öyküsü, beyaz toprak maruziyetine göre
ayarlanm  olan odds oranlar ;
CI: güven aral  (confidence intervals)
a Hasta ve kontroller aras nda allel frekanslar  ya da genotip da mlar  için Ki-kare ( 2) ve Fisher
exact testi kullan ld .
b Odds oran na göre p de eri,
c Ayarlanm  odds oran na göre p de eri.
NA: Bulunamayan de er (Null allel)

4.5. Kolorektal kanser ve kontrollerde VHL rs779805 polimorfizminin genetik

modellere göre frekanslar

          Kolorektal kanser ve kontrollerde VHL geninde tan mlanan rs779805

polimorfizminin kodominant, dominant ve resesif genetik modellere göre saptanan

frekanslar  Tablo 4.7’de verildi. Kodominant modele göre de erlendirildi inde;

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 saptand . Genotip

da mlar  dominant ve resesif modellerle de incelendi ve gruplar aras nda

istatistiksel olarak anlaml  bir farkl k bulunmad  (P>0.05).

Çal z  her  üç  gen  polimorfizminin  tüm  hasta  ve  kontrol  gruplar na  ait

verilerinde Hardy-Weinberg e itli inden sapma olmad .
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Tablo 4.7. Kolorektal kanser ve kontrollerde VHL rs779805 polimorfizminin genetik modellere göre frekanslar  (SNPStats progran  kullan ld )

Model Genotip Kontrol Hasta Pa-de eri OR (%95 CI) Pb-de eri AOR (%95 CI) Pc-de eri

Kodominant

A/A 63 (%62.4) 48 (%52.2)

0.281

1.00

0.28

1.00

0.67A/G 24 (%23.8) 31 (%33.7) 1.70 (0.88-3.25) 0.56 (0.14-2.26)

G/G 14 (%13.9) 13 (%14.1) 1.22 (0.52-2.83) 1.11 (0.18-6.74)

Dominant
A/A 63 (%62.4) 48 (%52.2)

>0.05
1.00

0.15
1.00

0.55
A/G-G/G 38 (%37.6) 44 (%47.8) 1.52 (0.86-2.70) 0.69 (0.20-2.35)

Resesif
A/A-A/G 87 (%86.1) 79 (%85.9)

0.190
1.00

0.96
1.00

0.75
G/G 14 (%13.9) 13 (%14.1) 1.02 (0.45-2.31) 1.33 (0.23-7.58)

OR: Odds oranlar ; AOR: ya , cinsiyet, ailede kanser öyküsü, beyaz toprak maruziyetine göre ayarlanm  olan odds oranlar ;
CI: güven aral  (confidence intervals)
a Hasta ve kontroller aras nda allel frekanslar  ya da genotip da mlar  için Ki-kare ( 2) ve Fisher exact testi,
b Odds oran na göre p de eri,
c Ayarlanm  odds oran na göre p de eri.
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Tablo 4.8. Kolorektal kanserin klinik ve patolojik özelliklerinin genotiplere göre da

C1772T G1790A VHL rs779805
Risk Faktörleri CC CT+TT P de eri GG GA+AA P de eri AA AG GG P de eri

Cinsiyet
Erkek 37 11

0.047
48 0 0.478 24 17 7

0.908Kad n 25 19 43 1 24 14 6
Ailede Kanser Öyküsü

Yok 44 14
0.037

58 0 0.370 34 20 4
0.029Var 18 16 33 1 14 11 9

lik eden Hastal k
Yok 35 17 >0.05 51 1 >0.05 26 15 11

0.077Var 27 13 40 0 22 16 2
Sigara Kullan

Hay r 42 23 0.468 27 0 >0.05 34 19 12
0.119Evet 20 7 64 1 14 12 1

Alkol Kullan
Hay r 56 29 0.420 84 1 >0.05 44 28 13

0.523Evet 6 1 7 0 4 3 0
Beyaz Toprak Maruziyeti

Hay r 24 15 0.370 39 0 >0.05 22 9 8
0.108Evet 38 15 52 1 26 22 5

Astler Coller Evresi
B1 4 2

0.328

6 0

0.962

4 2 0

0.132

B2 15 2 17 0 12 5 0
C1 2 0 2 0 1 0 1
C2 11 8 19 0 8 5 6
D 1 1 2 0 2 0 0

Bilinmeyen 29 17 45 1 21 19 6
                    Grade

Grade 1 7 1

0.389

8 0

0.752

4 3 1

0.556Grade 2 27 13 40 0 23 10 7
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 klinik ve patolojik özelliklerinin genotiplere göre

da

           Kolorektal kanserin klinik ve patolojik özelliklerinin HIF-1  C1772T, G1790A

ve VHL rs779805 genotiplerine göre da  Tablo 4.8’de verildi. Hastalar cinsiyet,

ailede kanser öyküsü, e lik eden hastal klar, sigara ve alkol kullan , beyaz toprak

maruziyeti, ula labilen Astler Coller evreleri ve hastal k derceleri gibi klinik ve patolojik

özeliklere göre ayr  ayr  s fland ld . Hastalarda kaydedilen her bulgu ile her üç

polimorfizm (HIF-1  C1772T C>T de imi için CC, CT/TT genotipleri;  HIF-1   G1790A

G>A de imi için GG, GA/AA genotipleri; VHL rs779805 A>G de imi için AA, AG

ve GG genetipleri) Ki-kare  ( 2) ve Fisher Exact testleri kullan larak kar la ld .

Kolorektal kanserin klinik ve patolojik özellikleri ile her üç polimorfizmin genotip

da mlar  de erlendirildi, C1772T polimorfizminin CT/TT genotipleri kad nlarda

ve ailede kanser öyküsü olanlarda; VHL rs779805 polimorfizminin GG genotipleri

ailede kanser öyküsü olanlarda olmayanlara göre yüksekti. Genotip da m gruplar

aras ndaki her bir kar la rma için elde edilen P de erleri Tablo 4.8’de verildi.



58

5. TARTI MA

            HIF-1 , fizyolojik birtak m olaylar  kontrol eden ve oksijen homeostaz nda

kritik bir rol oynayan transkripsiyon faktörleri ailesinin bir üyesidir (Semenza 1999;

Prior ve ark. 2003; Yamada ve ark. 2005; Naidu ve ark. 2009; Semenza 2010).

Tümörlerde ço unlukla hipoksi geli ir, hipoksiye hücrenin uyumu ise HIF-1 ’n n

artan ekspresyonu, nükleusa geçerek HIF-1  ile heterodimer olu turmas  ve hedef

genlerin transkripsiyonunu ba latmas r (Bahadori ve ark. 2010; Knechtel ve ark.

2010; Jiang ve ark. 2011; Manohar ve ark. 2011). HIF-1  P582S ve A588T

polimorfizmlerinin normal genotipe göre anlaml  derecede daha yüksek

transkripsiyonel aktivite ve artm  anjiogenesiz gösterdikleri bildirilmi tir (Tanimoto

ve ark. 2003; Naidu ve ark. 2009). Bu nedenle HIF-1  C1772T (P582S) ve G1790A

(A588T) gen polimorfizmlerinin bireyler aras nda HIF-1  ifadelenmesini

de tirebilece i, hastal k patolojilerininde buna e lik edebilece i dü ünülerek HIF-

  polimorfizmleri ve hedef genleri özellikle renal hücre kanserlerinde olmak üzere

kolon, meme, over, akci er, deri, pankreas ve prostat kanserlerinde ara lm r

(Ollerenshaw ve ark. 2004; Zhong ve ark. 2004; Chau ve ark. 2005; Fransen ve ark.

2006; Thiery ve ark. 2006; Apayd n ve ark. 2008; Botteri ve ark. 2008; Kim ve ark.

2008; Munoz-Guerra ve ark. 2009; Dales ve ark. 2010, Knechtel ve ark. 2010,

Alt nta  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-1 ’n n oksijen ba ml  degradasyon

bölgesinde bulunan iki prolinin hidroksilasyonu ve bir lizin residüsünün asetilasyonu

HIF-1 ’n n bir tümör bask lay  gen olan VHL proteininin E3 ligaz kompleksiyle

ili kisini tetikleyerek ubikütin-proteazom yoluyla y na sebep olmaktad r

(Bangiyeva ve ark. 2009; Semenza 2009). Hücre içerisindeki HIF-1  regülasyonunu

sa lamada önemli rol alan VHL’nin gen varyasyonlar na, allel kay plar na ve

promotör bölge metilasyonuna ba  VHL hastal klar  pek çok çal man n konusu

olmu tur (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 Illington 2012). HIF-1 ’n n oksijen-ba ml

degradasyon bölgesinde bulunan SNP’lerin kanser riski üzerindeki etkileri birçok

defa çal lm  olmakla birlikte bunlar n kolorektal kanserdeki rolü hala belirsizdir.

Bu tez çal mas , HIF-1 ’n n oksijen ba lama bölgelerinde bulunan P582S

aminoasit de imini olu turan C1772T (rs11549465) ve A588T aminoasit
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de imini olu turan G1790A (rs11549467) polimorfizmleri ile HIF-1 ’n n oksijen-

ba ml  degradasyonunu regüle eden VHL genin 5’UTR bölgesindeki fonksiyonel

rs779805 genetik varyasyonunun kolorektal kanser riski ile ili kisini ara ran ilk

çal mad r.

HIF-1  C1772T polimorfizmi dominant modele göre incelendi inde;

homozigot mutant (TT) genotipler az say da bulunmu  ve heterozigot (CT)

genotipler ile birlikte de erlendirilmi tir. Hasta grubunda CT/TT genotipleri

kontrollerden fazla olup hesaplanan odds oran  1.96 (1.02-3.77) bulunmu tur. Bu

riskin birinci derece akrabalar nda kolorektal kanser öyküsü (1.7) olanlara yak n bir

risk oldu u görülmü tür. Ayr ca bu risk faktörleri birlikte de erlendirilerek ya ,

cinsiyet, ailede kanser öyküsü, beyaz toprak maruziyetine göre ayarlanm  olan odds

oran  (AOR) 4.79 (1.07-21.48) olarak hesaplanm r. Bu sonuçlar CT/TT genotipli

bireylerin yakla k 2 kat ve ya , cinsiyet, ailede kanser öyküsü, beyaz toprak

maruziyeti gibi art  risk faktörlerinin bulunmas  ile 5 kata yakla an bir risk

ta klar  ortaya koymaktad r. stendi inde bu risk faktörlerinden hangilerinin

bulundu una göre hastalanma olas klar  hesaplanabilir ve önerilen tan  tetkikleri ile

takipleri sa lanabilir.

          Foley ve ark. (2009), HIF-1  C1772T polimorfizminin prostat kanserli

hastalarda artm  bir risk faktörü oldu unun ilk kan  ortaya koymu lard r. Bu

çal mada tümör örneklerinden ekstrakte edilen DNA’lar kullan lm , bizim

çal mam zda periferik kandan elde edilen DNA örnekleri kullan larak benzer

sonuçlar elde edilmi tir.

          Çal mam zda di er HIF-1  G1790A polimorfizmi de erlendirildi inde,

genotiplerin %97’si GG olup, GA genotipi 3 kontrol ve 1 hastada bulunmu ;

homozigot mutant AA genotipi ise iki grupta da bulunmam r. statistiksel analizler

kolorektal kanser yatk nl  ile genotipler aras nda anlaml  bir ili ki olmad

göstermi tir. Heterozigot genotiplerinde çok az bulundu u bu polimorfizmin

hastal klarla  etkile imini belirleyebilmek için, belki de çok fazla say da genotip

incelemek gerekebilir. Naidu ve ark. (2009), çal malar nda bizim çal z iki

bölgenin (C1772T, G1790A) rolünü kanser olgular nda de erlendirmi ler, sadece

HIF-1  C1772T de imlerinin kanser yatk nl  ile ilgili oldu unu göstermi lerdir.

Çal mam n sonuçlar  bu çal man n verileri ile uyumlu görünmektedir.

           Çal z üçüncü bölge, ilk olarak kolorektal kanserde incelenen bir tümör

bask lay  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 %14.1 bulunmu tur. Bulgular z

heterozigotlar n ve homozigot mutant genotiplerin oldukca fazla oldu unu; ancak

hiçbirinin kolorektal kanser riski ile ili kili olmad  ortaya koymu tur. Chen ve

ark. (2012), bizim çal z VHL rs779805 polimorfizmi ile prostat kanseri

aras ndaki ili kiyi Çin toplumunda ara rarak prostat kanser riski ile A>G de imi

aras nda anlaml  ili ki bulmu lar; AG/GG genotiplerinin prostat kanserinde azalan

riske sahip oldu unu, ayr ca sigara içmeyen, içki kullanmayan, ailesel kanser öyküsü

olmayan alt gruplarda bu azalman n daha da fazla oldu unu bildirmi lerdir.

Çal mam zda saptad z genotip da mlar nda benzerlik vard : ancak

genotiplerle kolorektal kanser aras nda anlaml  bir ili ki bulunmad .

Hasta ve kontrol gruplar nda, hasta onam formuna göre sorgulad z

bilgiler de erlendirildi. Hasta ve kontrollerin vücut kitle indeksi da mlar  aras nda

anlaml  bir fark yoktu. leri ya , erkek cinsiyet, ailede kanser öyküsü, e lik eden

hastal klar ve beyaz toprak maruziyetinin kolorektal kanser için birer risk faktörü

oldu u istatistiksel analizlerle belirlendi. leri ya n, erkek cinsiyetin, ailede kanser

öyküsünün kolorektal kanser için birer risk faktörü oldu u, daha önceki çal malarda

bildirimi  olup, bulgular z bu sonuçlar ile uyumludur (Telatar ve im ek 1993;

Cooper ve Hausman 2004; Drake ve ark. 2007;  Alberts ve ark. 2008; Ak n 2009).

           Çal mam zda, hasta grubunda beyaz topra a (asbest) maruz kalanlar n oran

kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda fazla bulunmu tur. Bu bulgu, Büyükdo an

ve ark. (2009) taraf ndan, kolorektal kanserli hastalarda yap lan bir ara rman n

sonuçlar  ile uyumludur ve baz  çevresel faktörlerin kolorektal kanser için risk

olu turabilece ini gösteren anlaml  bir örnektir.

Hastalarda, sistemik hastal klar n kontrollerden fazla oldu u görüldü; ancak

crohn hastal  ve ülseratif kolit gibi iltihabi barsak hastal klar  d nda, di erlerinin

kolorektal kanser riskine özgü olmay p, ileri ya larda bu hastal klar n görülme

kl nda art  oldu u bilinmektedir. Bu durumun hastalarla kontrollerin ya  ve

cinsiyet uyumunun olmamas ndan kaynaklanabilece ini dü ünmekteyiz. Çal mam z

planlan rken “polimorfizmler hayat boyu sabittir ya  ve cinsiyetle ili kili de ildir”

gerçe inden hareketle, kolorektal kanserlerde ya n ve cinsiyetin etkilerini

saptayabilmek için kontrollerin genel cerrahi poliklini ine s radan ba vuran

bireylerden seçilmesi uygun bulunmu tur.
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           VHL rs779805 polimorfizmini çal an Chen ve ark. (2012), sigara ve alkol

kullanmayanlarda prostat kanser riskinin azald  bildirmi lerdir. Li ve ark. (2006)

bir çal mada, Schutte ve ark. (2009) di er bir çal mada,  hepatoselüler karsinomada

sigara ve alkol tüketiminin HIF-1  ekspresyonunu artt rd ; Bailey ve ark. (2009)

sigara ve alkol tüketiminin her ikisinin de karaci er hastal klar  için risk faktörü

oldu unu aç klam lard r. Hsiao ve ark. (2010), hepatoselüler karsinomada sigara ve

alkol tüketiminin HIF-1  G1790A polimorfizm duyarl na etkisini ara rm lar,

özellikle hepatoselüler karsinoma olu umunu moleküler düzeyde etkiledi ini

saptad klar  sigara ve alkol kullan n kontrollerde hasta grubundan say ca daha

fazla olmas  çok irdelediklerini bildirmi lerdir. Bizim çal mam zda da

kontrollerde sigara ve alkol kullananlar n say  hastalardan daha fazla bulunmu tur;

ancak kay tlar z mevcut durumdaki kullan  say  vermekte, inceledi imiz

polimorfizmlerin kolorektal kanser olu umundaki etkilerini yans tmamaktad r. Bizim

bu konudaki görü ümüz, daha ayr nt  ara rmalar yap lmas , örne in; hastalar n

mevcut durumun ötesinde, daha önce sigara ve alkol kullan p kullanmad klar ,

kulland larsa hangi aral klarla hangi miktarlarla tükettikleri ve bu konudaki

al kanl klar n neler oldu u gibi ayr nt  sorgulanmas  ve yeni çal malar

planlanarak hastal  tetikleme mekanizmalar n ayd nlat lmas  gerekti i

yönündedir.

           nceledi imiz HIF-1  C1772T, G1790A ve VHL rs779805

polimorfizmlerinin her birinde elde etti imiz genotipler, hastalar n cinsiyet, ailede

kanser öyküsü, e lik eden hastal klar, sigara ve alkol kullan , beyaz toprak

maruziyeti, ula labilen Astler Coller evreleri ve hastal k dereceleri gibi klinik ve

patolojik özelikleri ile ayr  ayr  kar la ld nda C1772T polimorfizminde CT/TT

genotipleri kad nlarda ve ailede kanser öyküsü olanlarda (kad nlar için art  risk

faktörleri), VHL rs779805 polimorfizminde GG genotipleri ailede kanser öyküsü

olanlarda yüksek bulunmu ; ancak genotip da mlar na göre de erlendirmede hasta

say  çok az oldu undan di er genotip gruplar  aras nda istatistiksel olarak anlaml

bir farkl k gözlenmemi tir.

           Fransén ve ark. (2006), HIF-1  P582S veya A588T polimorfizmlerinden

herhangi birinde bir polimorfik allel ta yan hastalarda ülseratif kolorektal kanser

olma riskinin daha yüksek oldu unu göstermi ler, mekanik temelinin bilinmemesine

ra men HIF-1  A588T allelinin tümör lokasyonuyla ili kili oldu unu saptam lard r.

Munoz-Guerra ve ark. (2009), taraf ndan yap lan bir çal mada ise HIF-1  A588T
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SNP’nin oral skuamöz hücre karsinomas na yatk nl k kazand rd  ve olumsuz bir

prognozun erken evre belirteci olabilece i gösterilmi tir. Knechtel ve ark. (2010),

çal malar nda A588T alleli ta yan kolorektal kanser hastalalar nda daha büyük

tümör bulunma olas n artt  savunmu lard r. Koukourakis ve ark. (2006),

hipoksi taraf ndan regüle edilen moleküler aktivasyon yollar nda, aneminin rolünü

ara rm lar, HIF-1  ve HIF-2  regülasyonlar n anemiyle ili kili olmad

bulmu lard r.

           HIF-1  eksikli i olan hücrelerde tümör büyümesinin azald  gösterilmi tir

(Ryan ve ark 2000). P582S ve A588T SNP’lerinin her ikisi de in vitro ko ullarda

HIF-1 ’n n artm  transaktivasyon kapasitesi ile ili kilendirilmi tir (Tanimoto ve ark.

2003). Prostat kanserleriyle çal an gruplar n bir k sm  taraf ndan prostat kanser riski

ile HIF-1   polimorfizmleri aras nda bir ili kinin olmad  rapor edilirken (Li ve ark.

2007; Orr-Urtreger ve ark. 2007; Jacobs ve ark. 2008), di er bir çal mada prostat

kanserli hastalardan al nan örneklerden haz rlanan in vitro deney serilerinde C1772T

polimorfizmi tan mlanm ; P582S de iminin normokside HIF-1 ’y  stabilize etti i

ve aktivitesini art rd  ifade edilmi tir (Tanimoto ve ark. 2003; Fu ve ark. 2005).

Androjen-ba ms z prostat kanserlerinde de HIF-1  P582S polimorfizmi tümör

yatk nl yla anlaml  derecede ili kili bulunmu tur (Ollerenshaw ve ark. 2004; Chau

ve ark. 2005).

            H zl  büyüyen solid tümörlerde hipoksi, daha malign fenotiplerin olu umu

için katk  sa layan önemli bir mikro-çevresel faktördür; anjiyogenezi indükler ve

anaerobik metabolizmaya geçi i sa lamay  da içeren uyumsal tepkileri tetikler, zira

tümör hücrelerinin yay lmas  damar olu umu ve hücre sa  kal  ile orant r

(Manohar ve ark. 2011). Erken evreli meme kanserlerinden al nan biyopsi

örneklerinde yap lan immünohistokimyasal bir çal mada meme kanseri hücrelerinde

HIF1 ’n n ifadelenmesinin artt  görülmü ; fakat bunun polimorfizmlerle ili kisi

saptanamam r (Vleugel ve ark. 2005). Di er bir çal mada normal oksijen

bas nc nda HIF-1  aktivitesini art ran varyasyonlar saptanm  ve HIF1 ’n n hedef

genlerinden VEGF’nin yüksek oranda ifadelendi i gösterilmi tir (Fu ve ark. 2005).

Kim ve ark. (2008),  HIF-1  P582S alleli ta yan meme kanserli hastalarda olumsuz

sonuçlar bildirmi ler; Apaydin ve ark. (2008), ise HIF-1  gen varyasyonlar yla

meme kanseri yatk nl  aras nda bir ili ki bulmam lard r. Dales ve ark. (2010), ilk

kez HIF-1 ’n n mRNA’n n alternatif kesip-ekleme sonucu farkl  kombinasyonlarda

lenmesi ile olu an varyantlar  meme kanserinin geli imi ve kötü prognozu ile
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ili kilendirmi ler; Schwab ve ark. (2012), ise HIF-1 ’n n, tümör hücrelerini k smen

regüle ederek, primer meme tümörlerinin geli iminde anahtar bir rol oynad  in

vivo olarak gösteren ilk verileri sunmu lard r.

          Fu ve ark. (2010), taraf ndan yap lan bir çal mada hipoksinin, damarlar n

yeniden olu umunda çok önemli bir rol ald  ve damarsal düz kas hücrelerini

do rudan etkiledi i gösterilmi tir. Bahadori ve ark. (2010), periferal arter

hastal klar nda, HIF-1 ’n n oksijenle düzenlenmesinde önemi olan iki polimorfizmi

(P582S, A588T) çal lar ve bu varyasyonlar n HIF-1 ’n n ekspresyonunu,

stabilizasyonunu ve transaktivasyon kapasitesini etkiledi ini göstermi ler, di er

polimorfizmlerin de periferal arter hastal klar  riskiyle alakal  olup olmad klar n

ara lmas n gere ini vurgulam lard r.

Mikro çevresel bir etken olarak hücresel hipoksinin, tümör metastaz nda kötü

prognoza etkileri birçok çal mada incelenmi tir  (Secomb ve ark. 1993; Reynolds ve

ark. 1996; Vaupel 2004; Vaupel ve ark. 2007; Avni ve ark. 2011; Jiang ve ark.

2011). Tümörü besleyen mikro damarlar n yap  ve fonksiyonlar na ek olarak kan n

oksijen transport kapasitesinin azalm  olmas na ba  olarak ortaya ç kan oksijen

yetersizli i, tümör içersinde fonksiyonel damardan uzakl a ba  bir azalma

olu mas na yol açar ve böylece fonksiyonel damar çevresindeki tümör hücreleri daha

iyi oksijenlenirken, uzak olanlar zay f oksijenlenir. Tümörlerde düzensiz kan ak

tümör hücrelerinde kronik hipoksiye sebep olurken, kesikli kan ak na sahip

bölgelerde akut hipoksi olu maktad r (Secomb ve ark. 1993). Hipoksinin,

indüklenmi  apoptozise direnç gösterdi i, hücreleri radyasyon ve kemoterapiden

korudu u fark edilmi , dolay  ile klinik denemelerde hipoksi kötü prognoz

habercisi olarak tan mlanm r (Reynolds ve ark. 1996; Vaupel 2004; Vaupel ve

Mayer 2007). Hipoksiye cevap olarak yay lan tümör hücrelerinde hücre ço almas ,

hücre sa  kal  ve anjiyogenezi destekleyen moleküler programlar indüklenir.

Hücresel oksijendeki de imleri alg lama ve cevaplamadan sorumlu bu pleotropik

olaylar n ço u HIF-1  taraf ndan düzenlenmektedir (Lu ve Kang 2010; Avni ve ark.

2011). Yeni tedavi stratejileri planlan rken, birçok kanserde HIF-1  protein

seviyelerinin ön kestirim biyomark  olarak kullan labilece i vurgulanm r (Bardos

ve Ashcroft 2004; Liao ve ark. 2007; Vaupel ve ark. 2007).

          HIF-1  ile yap lan çal malarda ba ka bir ayr nt  ortaya ç km ; HIF-1

ekspresyonunun sadece oksijen bas nc  taraf ndan kontrol edilmedi i; ayr ca Ras,

Src, fosfoinositol 3-kinaz gibi onkogenlerin aktivasyonu ya da VHL, p53 gibi tümör
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bask lay  genlerin fonksiyon kayb  ile normoksik ko ullar alt nda da HIF-1

proteininin tümör hücrelerinde normal dokulardakinden daha fazla topland

gösterilmi tir (Bardos ve Ashcroft 2004). Özellikle bir tümör bask lay  gen olan

VHL’nin HIF’in bask lanmas  ve ubikütin arac  ile degradasyonunu sa lamaktaki

rolü böbrek hücreli tümörler ba ta olmak üzere birçok hastal kta incelenmi ;

mutasyon veya promotör metilasyonuyla olu an VHL fonksiyon aberasyonlar n

HIF-1  proteinin y lamayarak toplanmas na sebep oldu u ve bununda bir dizi

hipoksiye cevap genlerinin transkripsiyonuna yol açt  gösterilmi tir (Manohar ve

ark. 2011; Arjumand ve Sultana 2012). Di er yandan VHL geninde bulunan

mutasyonlar n HIF-1  ile ba lanma kapasitesini de tirerek HIF-1 ’n n zay f bir

ba  yapmas na sebep oldu u ve bu durumun kanser ve kardiyovasküler hastal klarla

ili kili olabilece i vurgulanm r (Jaakola ve ark. 2001; Min ve ark. 2002; Lonser ve

ark. 2003; Kuwai ve ark. 2004; Manalo ve ark. 2005).

           VHL proteininin fonksiyonlar ndan en iyi belirlenmi  olan  HIF-1 ’n n

bask lanmas  ya da ubikütin arac  ile degradasyonunun hedeflenmesindeki

rolüdür (Stickle ve ark. 2005; Ohh 2006; Arjumand ve Sultana 2012) . Mutasyon

veya promotör metilasyonuyla olu an VHL fonksiyon aberasyonlar  HIF-1

toplanmas na sebep olur ki bu da epidermal büyüme faktörü, vasküler endotel

büyüme faktörü, trombosit kaynakl  büyüme faktörü ve di er proanjiyogenik

faktörler dahil bir dizi hipoksi cevap genlerinin transkripsiyonunu aktifler ve böylece

bir tümörün olu umu için önko ul olan kan damar  olu umunu h zland r (Arjumand

ve Sultana 2012). Son 15 y lda VHL gen mutasyonlar  en çok tümör ba ml

anjiyogeneziste ald klar  rol nedeniyle böbrek hücreli tümörlerde (BHT) ara lm

ve VHL geninin s kl kla mutasyona u rad  bulunmu tur (Hamano ve ark. 2002;

Schraml ve ark. 2002; Giménez-Bachs ve ark. 2006). Sporadik BHT’lerin ço unda

VHL promotör bölgesinde hipermetilasyon oldu u belirtilmi , VHL geninin

metilasyon paternini de tiren durumlar n ya da VHL promotör bölgesindeki

mutasyonlar n hastal n patogenezinde etkili olabilece i savunulmu tur (Ohh ve ark.

1998; Martinez ve ark. 2000; Davidowitz ve ark. 2001; Clifford ve ark. 2001;

Rannala 2001; Alt nta  ve ark. 2011; Moore ve ark. 2011). VHL gen mutasyonu

görülmeden ortaya ç kan BHT’lerde ise mutasyonlar n bir k sm n di er tümör

bask lay  genlerden kaynaklanabilece i belirtilmi tir (Martinez ve ark. 2000).

           Roe ve ark. (2006), VHL ile hücre döngüsünün kontrolünde ve apoptozda çok

önemli regülatör olan p53 aras nda umulmayan bir ba lant  rapor etmi ler; VHL
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proteininin, Mdm2 (onkogenik E3 ubiquitin ligase murine double minute 2) arac

ile ubikütinasyonunu bask lad , p53’e direkt ba lan p onu stabilize etti ini

göstermi lerdir. Daha sonra yap lan çal malar bu bulgular  desteklemi , VHL

proteininin Mdm2 arac  ile p53 ubikütinasyonunu bask layarak, pozitif

düzenleyici oldu u österilmi tir (Arjumand ve Sultana 2012). Daha sonra bu

bulgular BHT hücrelerinde denenmi , VHL blokland nda BHT hücrelerinde

apoptozisin durdu u ve DNA tahribat  nedeniyle anormal hücre döngüsü olu tu u,

VHL restore edildi inde ise normale dönmenin mümkün oldu u rapor edilmi tir

(Roe ve ark. 2006; Arjumand ve Sultana 2012).

          Carmen ve ark. (2012), hayvan hücrelerinde VHL’nin hipoksi cevap yolu

regülasyonunun temel olaylar  incelemi lerdir. Bilgisayar simülasyonuna ba

olarak yap lan çal mada HIF-1  ve VHL’nin mutant formu aras ndaki

etkile melerde yap sal re-organizasyonlar için atomik detaylar n durumu

matematiksel analiz çal malar  ile de erlendirilmi tir. Farkl  hesaplamalar ile elde

edilen sonuçlar, VHL geninde olu an her türlü mutasyonunun VHL proteininin do al

yap ndaki stabiliteyi bozdu unu göstermi tir. HIF-VHL kompleksi gibi

proteinlerde atomik seviyede yeniden yap lanma s ras nda enerji de imlerini de

içeren hesaplamalar yap lmas  ve ara rmalar n bu boyutlara ula mas , ileride

kolorektal kanserler dahil birçok hastal n tan  ve tedavisi için ümit verici

geli melerin habercisi oldu u kan nday z.

          nceledi imiz HIF-1  C1772T, G1790A ve VHL rs779805 polimorfizm

ara rmalar n birço unda tümör örne inden izole edilen DNA’lar kullan lm ;

HIF-1  protein düzeyi, tümörün klinik-patolojik yönleri, daha büyük ve daha agressif

olma e ilimi polimorfizmler ile ili kilendirilmeye çal lm r. Bizim çal mam zda

periferik kandan elde edilen DNA örnekleri kullan lm  ve bu polimorfizmlerin

kolorektal kanser için bir risk faktörü olup olmad n belirlenmesi ve

hastalanmadan önce genetik yatk nl  olan bireylerin tarama testleri ile takip

edilebilmesi üzerine kurgulanm ; HIF-1  C1772T polimorfizminin CT/TT

genotiplerinin tarama ve erken tan da yarar sa layabilece i bulunmu tur.
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Sonuç olarak; amaçlar z aç ndan inceledi imiz HIF-1  C1772T, G1790A

ve VHL rs779805 polimorfizmlerinin hasta ve kontrollerin her birinde elde etti imiz

genotip oranlar  ve hastalar n ya , cinsiyet, ailede kanser öyküsü, e lik eden

hastal klar, sigara ve alkol kullan , beyaz toprak maruziyeti, ula labilen Astler

Coller evreleri, hastal k dereceleri gibi klinik ve patolojik özelikleri ile ayr  ayr

kar la ld nda;

a) HIF-1  geninde tan mlanan C1772T (rs11549465) polimorfizminin CT/TT

genotiplerinin; ayr ca ileri ya n, erkek cinsiyetin, ailede kanser öyküsünün, e lik

eden hastal klar n ve beyaz toprak maruziyetinin kolorektal kanser aç ndan birer

risk faktörü olabilece i,

b) Klinik ve patolojik özelliklerin genotiplere göre da na bak ld nda C1772T

polimorfizminde CT/TT genotiplerinin kad nlarda ve ailede kanser öyküsü olanlarda

(kad nlar için art  risk faktörleri) yüksek bulunabilece i,

c) VHL rs779805 polimorfizminde GG genotipinin ailede kanser öyküsü olanlarda

yüksek bulunabilece i saptanm r.

Ancak çal mam  s rland ran bir durum ise, genotip da mlar na göre

klinik ve patolojik özellikler de erlendirildi inde; hasta say n az olmas yd . Bu

nedenle daha fazla say da hastan n çal ma kapsam na al nabilece i yeni

ara rmalar n planlanmas  öneriyoruz.
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7. EKLER

 EK-1 Etik Kurul Onay
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EK-2 Hasta Onam Formu

Hasta Tarama ve Kontrol Onam Formu
Ad  Soyad :
Ya :

Cinsiyet:
Meslek:

itim Düzeyi:
Kan Grubu:

Adres:
Hastal n Saptanma Ya :

Ailede Kanser Öyküsü:        -meme         -over -kolon -di er
lik Eden Sistemik Hastal k    -dm -ht -hiperkolesterolemi -di er

Sigara Kullan :     evet  hay r
Alkol Kullan :     evet  hay r

Vücut Kitle ndeksi:
Beyaz Toprak Maruziyeti:     evet  hay r

N.E.Üniversitesi Meram T p Fakültesinde Kolorektal Kanserlerle ilgili t bbi
bir ara rma yap laca  belitilerek bu ara rma ile ilgili bilgiler bana aktar ld .
Yukardaki bilgilerin ve benden al nan kan örne inin bilimsel ara rmada
kullan lmas  için onay veriyorum.  mza
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