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1. GIRiS

Kolorektal kanserler, oOzellikle gelismis bati iilkelerinin 6nemli bir saglik
sorunudur. ABD, Kanada, Ingiltere, Fransa, Almanya v.b. iilkelerde goriilme sikligt
yliz binde 40-60 arasinda degismektedir. ABD'de yilda yaklasik olarak 150.000,
Avrupa'da 170.000 tim diinyada ise yilda bir milyon yeni vaka goriilmektedir. Bu
veriler toplumda her 50 kisiden birinde kolorektal kanser goriildiigiinii ortaya
koymaktadir. ABD'de goriilme siklig1r yeni kanser vakalari i¢inde %11 ile tiglinci
siray1 alir, Avrupa iilkelerinde ise akciger kanserinden sonra kanserden 6liimiin en sik
nedenidir (Boring ve ark 1993).

Ulkemizde Devlet istatistik Enstitiisii'niin verilerine gore, kanser biitiin dliim
nedenleri arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Kolorektal
kanser insidansinin iilkelere gore farkli olmasi g¢evresel faktorler, lokal karsinojenler
ve diyete baglanmaktadir. Disiik kolorektal kanser insidansina sahip bolgelerden
(6rnegin Asya) bati iilkelerine gd¢ eden insanlarda riskin artmasi, bolgesel diyet
aliskanliklarinin 6nemli bir risk faktorii olabilecegini desteklemektedir (Le Marchand
1999).

Gidalarda pisirme yontemine bagli olarak olusan heterosiklik aromatik aminler,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve saklama amacl kullanilan nitrit, nitrat ve benzeri
bilesiklerin meme ve kolorektal kanser riskini arttirabilecegi one siiriilmektedir
(Clinton ve ark 1997, Rock 1998).

Heterosiklik aromatik aminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gidalarin
kizartma, 1zgara, alevde pisirme, kozlenmesi sirasinda olusurlar ve genotoksiktirler
(Clinton ve ark 1997). Bu tiir pisirme yontemlerini tercih edenlerin 6,5 kat daha fazla
kolon kanser riskine sahip olduklar1 bildirilmektedir (Wetherilt 1991).

Organizma, disaridan alinan ¢esitli kimyasal maddeleri, terapotik ilaglari, besinlere
bulasan tarim ilaglarini, petrol iirlinlerini ya da endojen kaynakli bilesikleri metabolize
eden mikrozomal enzim sistemlerine sahiptir. Bunlardan en ¢ok arastirilan sitokrom
P450 (CYP)’dir ve aktivitesi bu enzimleri kodlayan gendeki polimorfizme bagl kisisel
farkliliklar gostermektedir. Gen polimorfizminden kaynaklanan bu farkliliklarin gesitli

kanserlerle olan iliskisini ve polimorfik genlerin populasyon dagilimlarin1 ortaya



koymak i¢in pek ¢ok arastirma yapilmistir (Martinez ve ark 2001, Sachse ve ark 2002,
Landi ve ark 2005, Tamer ve ark 2006).

Biz bu calisgmamizda, Konya ili ve ¢evresindeki sitokrom P450 (CYP2C9 ve
CYP2C19) gen polimorfizmlerini tespit ederek bu gen polimorfizmlerinin kolorektal
kanserli hastalardaki sikligin1 ve bunun bir risk faktorii olup olmadigini arastirmayi
amacladik. Ileri dénemde yapacagimiz arastirmalarda ise bu genetik polimorfizme
sahip hastalarda kemoterapik ajanlara direng¢ veya duyarlilik durumuna gore tedavi
semasinin planlanmasina yardimci olmayr planladik. Calismada giincel bilgi ve
teknolojinin kullanilmas1 dikkate alindi. CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve CYP2C19*2,
CYP2C19*3 gen polimorfizmleri molekiiler gen teknolojisi kullanilarak arastirildi;

elde edilen veriler degerlendirilerek tartigildi.



2. LITERATUR BILGIi

2.1. KOLON ve REKTUM

Kalin barsaklar yaklagik 120-200 cm olup ileogekal valvden aniise kadar uzanir. Bu
mesafe, toplam gastrointestinal sistem uzunlugunun yaklagik 1/5‘ini teskil eder.
Terminal ileum ileogekal valvde posteromedial sinirda ¢gekuma eklenir. Kalin barsaklar
cekum, cikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektumdan
olusmaktadir. Duodenum 6niinden gecen dikey bir planla sag ve sol kolon olmak {izere
ikiye ayrilir. Sag kolon; ¢ekum, apendiks, ¢ikan kolon, fleksura hepatika ve transvers
kolon baslangicina kadar, sol kolon; transvers kolonun distali, fleksura lienalis, inen
kolon, sigmoid kolon ve rektumdan olusur. Terminal ileum ile kolon arasindaki ge¢is
yerinde olan kapaga, kolon kapagi, Bouhin kapagi veya ileo-¢ekal-valv denir. Bu kapak
alt ve iist dudaktan olusur. Dudaklar cift kat mukoza ve sirkiiler adalelerden meydana
gelir. Bu valv bir sfinkter gorevi gorerek icerigin ileumdan ¢ekuma hizla bosalmasina

ve refliiye engel olur (Romolo 1996).

Hepatic

Splenic
Mexure

flexure

Sekil: 2.1. Kolon ve rektum anatomisi (Romolo 1996).



2.2. KOLOREKTAL KANSER

Kolon ve rektumun kanserlerine kolorektal kanserler denir. Kolorektal kanserlere
yakalanma siklig1, gelismis {ilkelerde hizla artmaktadir. ABD’de kolorektal kanser
goriilme sikligi akciger kanserinden sonra ikinci siradadir. Her 10 yilda bir, risk iki
katina ¢ikmaktadir. Her yil yaklagik 152.000 yeni kanser olgusu saptanmakta ve yilda
ortalama 57.000 hasta bu nedenle kaybedilmektedir (Boring ve ark 1993).

T.C Saglik Bakanligi Kanser Savas Daire Baskanligi’nin yaptig istatistiklere gore
tilkemizde kolorektal kanser, akciger kanseri ve meme kanserini takiben 3.sirada yer
almaktadir. Goriilme siklig %7.7 dir (Tablo 2.1).

Hastalarin % 59°u erkek, % 41°1 kadindir. Erkek/Kadin orani 1.44’diir. Erkeklerde
kolorektal kanser, akciger ve mide kanserinden sonra 3.sirada yer alirken, kadinlarda
meme, deri, mide ve over kanserini takiben 5.sirada yeralmaktadir (Tablo 2.2, Tablo
2.3).

Multifaktoryel nedenlerle gelisen kolorektal kanserlerin tani konma yasi
ortalama 62’dir. Kolorektal kanserler i¢in hastaliga yakalanma yas1 50-75 yas arasinda

degisir. Yas ilerledik¢e kolorektal kanser gelisme riski artar (Fenoglio ve ark 1990).

TABLO 2. 1. Tiirkiye’de en sik goriilen on kanser tiirii

ORGANLAR OLGU SAYISI  YUZDE%  INSIDANS* Per(100.000)
Akciger 7754 15.70 11.04
Meme 5828 11.80 8.30
Deri 3703 7.50 5.27
Mide 3448 6.98 491
Mesane 2400 4.86 3.42
Kalin Barsak 2247 4.55 3.20
Prostat 2122 4.30 3.02
Kemik fligi 1833 3.71 2.61
Beyin 1643 3.33 2.34
Rektum 1555 3.15 2.21
Diger 16854 34.13 24.00
Toplam 49387 100.00 70.32




TABLO 2.2. Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen on kanser tiirii

ORGANLAR OLGU SAYISI YUzDE INSIDANS®
% Per(100.000)
Akciger 6828 24.22 19.20
Mide 2275 8.07 6.40
Prostat 2122 7.53 597
Mesane 2109 7.48 5.93
Deri 2006 7.12 5.64
Larinks 1324 4.70 3.72
Kalin Barsak 1240 4.40 3.49
Kemik ligi 1090 3.87 3.06
Beyin 923 3.27 2.60
Rektum 906 3.21 2.55
Diger 7366 26.13 20.71
Toplam 28189 100.00 79.26
TABLO 2.3. Tiirkiye’de kadimlarda en sik goriilen on kanser tiirii
ORGANLAR OLGU SAYISI  YUZDE%  INSIDANS* Per(100.000)
Meme 5634 26.58 16.25
Deri 1697 8.01 4.90
Mide 1173 5.53 3.38
Ovaryum 1137 5.36 3.28
Kalin Barsak 1007 4.75 2.90
Akciger 926 4.37 2.67
Endometriyum 813 3.84 2.35
Tiroid 797 3.76 2.30
Serviks 763 3.60 2.20
Kemik iligi 743 3.51 2.14
Diger 6508 30.70 18.77
Toplam 21198 100.00 61.15

(T.C Saglik Bakanligi Kanser Savas Daire Bagkanlig1 Yay.no 518- 2003 )




2.2.1. Kolorektal Kanserlerde Etyolojik Faktorler

Kolorektal kanserler hem kalitsal (~%35), hem de sporadik (~%95) olarak ortaya
cikar. Bu kanserlerin etyolojisinde genetik faktorler, cevresel faktorler ve prekanserdz
hastaliklar rol oynamaktadir.
2.2.1.1. Genetik Faktorler

Kolorektal kanserlerin ortaya ¢ikisinda genetik degisiklikler 6nemli rol oynar.
Hastalarin biiylik ¢ogunlugunda kolon kanseri bir seri somatik mutasyon sonucunda
gelisir. Kolorektal kanserler malign gelisim ile sonucglanan genetik ve hiicresel olaylar
zinciri agisindan bilgi elde etmek amaciyla olduk¢a detayli arastirilmis bir kanser
tipidir. Tiimorlerin malign formu zaten var olan benign timorlerden gelisir. Gelisim
esnasinda bir¢ok prekanserdz asama gecirilir. Bu agamalar izole edilerek ¢aligilmistir.

Kalitsal olmayan sporadik gelisen kolorektal kanser spontan vakalarda
adenomatoz poliplerin ortaya ¢ikip tiimdr dokusunun gelismesinden, iki vurus modeli
(two-hit hipotezi) s6z konusudur. Adenomlarda APC (adenomatdz polipozis koli)
geninin her iki kopyasinda kayip olmast APC mutasyonu epitelyal hiicreleri 6zellikle
hiicre siklusunu kontrolden ¢ikarir. Sporadik tiimorlerin ve bu dokuyu ¢evreleyen
normal dokuda bu kaybin izlenmemesi bu goriisii desteklemektedir. Adenomlarin
%80’inde APC gen mutasyonu tesbit edilmistir. Bunu takiben ortaya ¢ikan baska
mutasyonlar timor olusum asamalarinin gerceklesmesine yol acarlar. Cevresel
faktorler kolorektal kanserlerin ortaya ¢ikisini hizlandirabilir. Bu kanserlerde kalitim
sekli mendeliyan degildir (Strate 2005).

Baglica kalitsal kolorektal kanser tipleri; a) Familyal Adenomatoz Polipozisler
(FAP), b) Kalitsal Nonpolipozis Kolon Sendromlar1 (HNPCC) = Lynch Sendromu,

c) Hamartamatdz Polipozis Sendromlar1 ve olus mekanizmalari asagida
Ozetlenmistir.
a) Familyal Adenomatoz Polipozisler (FAP)

Otozomal dominant ge¢is goOsteren, hemen hemen tiim vakalarda penetransi
%100 olan bir hastaliktir. Normalde ytlizlerce benign poliple seyreden bir durum soz

konusudur. FAP’1n bir takim varyantlari mevcuttur. Bunlar: i) Gardner sendromu,



i1) Turcot sendromu, iii) Ailesel adenomatdz polypozis coli (AAPC) dir. FAP ile
birlikte izlenen kolorektal kanserlerdeki mekanizma su sekilde gerceklesir; APC
genine ait mutant bir allel etkilenmis bir ebeveynden aktarilir. Diger allelde ortaya
cikan kazanilmig bir somatik mutasyon kanser gelisimine yol agar. Vakalarin 1/3’{inde
ise yeni ortaya ¢ikan bir germline mutasyon soz konusudur. APC geni 5 numarali
kromozomun uzun kolunda (5g21) haritalanmig bir timor baskilayici gendir. Bu
mutasyon kolondaki normal epitelyal hiicrelerde ortaya c¢ikar. Mutasyonlarin biiytik
cogunlugu >%90’nm1 nonsense veya frameshift mutasyonlardir. Vakalarin yaklagik
%80-90’1nda APC gen mutasyonu tanimlanmistir. APC geni Wnt arayolunu kontrol
eden gendir. Wnt arayolu uyarildig1 zaman hiicre proliferasyonu artar. Wnt proteinleri
hiicre ylizeyindeki Wnt reseptorlerine baglanirlar. APC-Axin-GSK (glikojen sentaz
kinaz-3) kompleksini inaktive edecek proteinleri indiikleyerek devreye sokarlar. Bu
kompleks [-katenin proteinini fosforilleyerek ubiquinizasyonla proteozomlarda
yikilmasina yol agmaktadir. Dolayisiyla hiicrede -katenin miktarmin azalmasi ile Wnt
arayolu inaktif, artmasiyla aktif hal almaktadir. pB-katenin niikleusa girerek
transkripsiyon faktorleri ile etkilesir. Aralarinda c-Myc geninin de yer aldigr cesitli
genlerin aktif okunmasina yol acarak hiicre ¢ogalmasinin indiiklenmesine yol acar.
APC mutasyonlart sonucunda her iki allel de kayba ugraymnca Wnt arayolu tizerindeki
kontrol kalkar. Bu yol siirekli agik kalir. Hiicre bdliinmesi kontrolsiiz kalir. Hiperaktif
B-katenin olusumuna yol agcan mutasyonlar da bu tabloya yol agabilir. Erken adenom
evresine gec¢ilmis olur. Bunu takip eden RAS onkogen mutasyonlar1 tabloyu bir ileri
asamaya tasir. Yaklasik 1 cm civarindaki adenomlarin %10’unda, lcm’in istiindeki
adenomlarmm %>50’sinde K-ras veya N-ras mutasyonlarindan biri izlenir. K-ras
mutasyonlar1 siklikla bulunurken, H-ras mutasyonlar1 nadirdir. Onkogenlerin bir
allelinde ortaya ¢ikan bir mutasyon onkojenik progresyon i¢in yeterlidir. 12p lizerinde
yer alan ras onkogenindeki mutasyonlar APC genindeki mutasyonla iistiiste binince
polip giderek biiyiir ve parmaksi uzantilara sahip bir hal alir. Bu asama intermediate
(ara) adenom asamasidir. Bunu takiben 18. kromozomun uzun kolunda kayiplar
izlenir. Erken ve intermediate adenomlarin %10 unda 18q’da kayip vardir. Ge¢ donem

adenomlar ve adenokarsinomlarda bu kromozoma ait kayip oran1 %50’lere yiikselir.



18g21°de yerlesim gosteren DCC (deleted in colon cancer) ve SMAD4 ve SMAD2
genleri kayba ugramis olur. DCC bir ylizey proteinini kodlar. Bu protein hiicre
adezyon proteinleri ve ylizey glikoprotein molekiilleri ile olduk¢a homoloji gosterir.
DCC’nin bir tiimdr baskilayict gen oldugu disiiniilmektedir. SMAD4 ve SMAD2
TGF-B arayolunda etkindir. TGF- arayolu normal hiicre biiylimesini baskilayarak
kontrol altinda tutar. TGF-f arayolunun devreden ¢ikmasi ile gelisim hizlanir. Geg
donem adenomlar geligir. Daha sonra p53 geninde ortaya g¢ikan kayiplar tabloyu
hizlandirir. Gen 17p13 bolgesinde yer almaktadir. Erken ve intermediate agamasinda
pS3 kaybi %20 civarindayken, ge¢ donem adenomlarda bu oran %30 olarak
izlenmekte ve kanserlerde %75’e ¢ikmaktadir. p53 geni bir tiimor baskilayict gendir
ve her iki allelin birden etkilenmesi sarttir. Hiicre boliinmesinin baskilanmasi, stres ve
hasara cevaben hiicrede apoptozis gelisimi p53 geninin kontrolii altindadir. Bunu diger
genlerde ortaya cikan degisiklikler takip eder ve tablo giderek agirlasir. Kolon
kanserlerinde APC, RAS, SMAD ve p53 mutasyonlar1 mutlak olarak izlenmektedir
(Strate 2005).

Adenom — karsinoma seklindeki asamali kolorektal karsinogenez agamalar1 su
sekilde sematize edilebilir:
Normal epitelyum — Kromozom 5q iizerinde APC ve MCC lokusunun kaybi veya
mutasyonu — Hiperproliferatif epitel = DNA metilasyon kaybi — Erken evredeki
adenom — Kromozom 12p iizerindeki ras geninin mutasyonu— Orta evredeki
adenom — Kromozom 18q iizerindeki DCC geninin kayb1 —Geg evredeki adenom
— Kromozom 17p iizerindeki p53 genini kaybi=KARSINOM (Rosai ve ark 1996).
i) Gardner Sendromu: Bu sendromda goriilen adenomlar yalniz kolonda degil mide,
duodenum ve ince barsakta da olusabilir. Gastrointestinal adenomatoz polipozise eslik
eden lezyonlar1 bulunan otozomal dominant gegigli bir sendromdur. Eslik eden
lezyonlari, osteom (mandibula ve kraniumda), fibrom epidermoid kist, desmoid tiimor,
dis anomalileri, glioblastoma, tiroid papiller karsinomu, hepatoblastoma, safra yollar
kanserleri ve pankreas karsinomu bunlardan bazilaridir (Malazgirt 1996, Topuz ve ark

1998).



ii) Turcot Sendromu: Kolon yerlesimli adenomatozis polipozise, noroepitelyal
santral sinir sistemi tiimorleri (medullablastoma) eslik etmektedir (Topuz ve ark 1998).
iii) Ailesel Adenomatoz Polipozis Koli (AAPC) : Oftalmolojik muayenede retinal
pigment epitelinin konjenital hipertrofisi tespit edildiginde hastaligin varlig:
belirlenebilir. Tiim gastrointestinal sistemi tutabilen, daha ¢ok kolon ve rektumda ¢ok
saylida polipoid olusumla karekterize ailevi bir hastaliktir. Bu adenomlar 10 yas
civarinda goriiliir ve 30-40 yaslarinda adenokarsinom geligsme riski %80’dir (Topuz ve
ark 1998).

b) Kalitsal Nonpolipozis Kolon Sendromlar1 (HNPCC) = Lynch Sendromu

HNPCC vakalarinda 2.2.1.1. (a)’da anlatilan APC gen mutasyon mekanizma
sina ek olarak hatali eslesme tamir (mismatch repair=MMR) genlerindeki mutasyon
larin bu hastaligin patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. hMSH2 kromozom
2p’de, hMLHI1 kromozom 3p ilizerinde yer almaktadir. Klinik tanist HNPCC olan
ailelerin %15-60’mmda bu genlere ait mutasyonlar saptanmistir. Diger daha az
rastlanan mutasyonlar ise hPMS1, hPMS2 ve hMSH6 genlerinde izlenmektedir.

DNA MMR proteinleri DNA replikasyonu esnasinda ortaya ¢ikan kiigiik
dizilim hatalarimi tanmiyarak diizeltirler. MMR genlerinin her iki kopyasinda birden
ortaya ¢ikan mutasyonlar 6zellikle DNA’nin ¢ok sayida kisa tekrarlayan dizilimlerinin
yani mikrosatellitlerin (6rn. —G-C-G-C-G-C) oldugu bolgelerde yer alan genlerde
DNA dizilim hatalarmin birikmesine yol acarlar. Bu dizilim hatalar1 kritik 6neme haiz
biiylime-regiilasyon genlerinde ortaya c¢iktiginda kanser gelisimi izlenir. HNPCC
hastalarindaki tiimér dokularinda karakteristik olarak MSI= mikrosatellit instability
izlenir. HNPCC‘de kolorektal kanserli vakalarin %90°’ninda ve adenomali vakalarin
%80’inde MSI tesbit edilmistir (Strate 2005).

Bu hastalik, genellikle sag kolon kanseriyle karekterizedir ve erken yasta ortaya
cikar. Lynch I, Lynch II Sendromlar1 olarak da bilinmektedirler. Lynch I’de kolon ve
rektumda kanserler olmasina karsin, Lynch II sendromunda mide, kolorektal,
jinekolojik, tiriner sistem, ve meme kanserleri birlikte goriilebilir. Bu hastalarin

%25’inde metakron, %20’sinde senkron tiimorler goriiliir (Malazgirt 1996).



c)Hamartamatoz Polipozis Sendromlari
i) Peutz-Jeghers Sendromu: Gastrointestinal sistem boyunca en c¢ok ince
barsaklarda, daha az oranda mide ve kolonda olmak iizere 1-4 cm biiytikliiglinde
hamartamat6z polipler ile birlikte dudaklar ve agiz mukozasinda melanin lekeleri ve
benekleri ile karakterizedir. Kanser gelisme riski %2-3 kadardir.
Ii) Familyal Juvenil Polipozis: Polipler genellikle kolon ve rektumdadir, puberte
sirasinda kaybolabilir. Hastalarin %70’inde soliter, geri kalanlarda 2-3 polip olabilir,
nadiren say1 10°dan fazla oldugunda hastalik juvenil polipozis olarak nitelendirilir.
Kanser bakimindan risk tasir (Kalayc1 2002).
2.2.1.2.Cevresel Faktorler

Kolorektal kanserler gelismis iilkelerde ¢ok goriiliirken Asya ve Afrika da daha
azdir. Ozellikle yiiksek 1s1da pisirilen kirmizi et (heterosiklik aminler), seker ve yag
(kolesterol) oranindan yiiksek kalorili, lifsel komponenti olmayan beslenme
aliskanlig1, karsinojenlerle temas, sigara, alkol, iyonize radyasyon, katki maddeleri ve
oksijen radikallerinin timor olusumunda 6nemli rolii vardir. Buna karsin taze sebzeler
bol ve kaba lifli gidalarin, vitamin A, C, E, Beta Karoten ve selenyum gibi
antioksidanlarm, kalsiyum ve balik yaginin digkida mutajenlerin iiretimini azaltarak
kolon adenom ve kanserlerinin olusmasini 6nledigi belirtilmektedir (Malazgirt 1996,
Topuz ve ark 1998).
2.2.1.3. Prekanseroz Hastaliklar
1. Kolorektal polipler
ii. {ltihabi (inflamatuar) barsak hastaliklar:
iii. Yiiksek risk gruplari
2.2.1.3. 1. Kolorektal Polipler ve Polipozis Sendromlari

Polip terimi barsak liimenine projekte olan herhangi bir epitelyal lezyona

verilen addir. Polip klinik ve endoskopik bir terim olup, makroskopik tanimlar yapilir
ancak, en 6nemli 6zelligi histolojik tipidir. Kolorektal polipler olustugu mukozaya bir
uzant1 ile bagh olabilir (pedikiillii, sapli polip) ya da genis bir tabani ile mukoza
lizerine oturabilir (sesil, sapsiz polip). Poliplerde biiyiime ya da iilserasyon

gozlendiginde malignite yoniinden degisim akla getirilmelidir. Cok sayida ve yaygin
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oldugunda polipozis olarak isimlendirilir. Kesin tan1 histopatolojik inceleme sonucu
yapilir (Topuz ve ark 1998, Kalayc1 2002).
2.2.1.3.2. Iltihabi Barsak Hastalhklar

Kolorektal mukozanin prekanserdz ve tlimoral lezyonlarinda kripta tabaninda yer
alan hiicrelerin hiperproliferasyonuna neden olan faktdrler arasinda, iltihabi barsak
hastaliklar1 6zellikle tlseratif kolit ve chron hastaligi bulunmaktadir. Lezyon iltihabi
barsak hastaligi zemininde displazi gosteren adenomatdz, hiperplazik ve polip6z
lezyon olarak tanimlanir. Etyolojileri tam olarak bilinmeyen iltihabi barsak
hastaliklarinda 6zellikle tilseratif kolitlerde, kolorektal kanser riski hastaligin yasi ile
paralel olarak displazi zemininde artis gosterir. Mukozada yaygin {ilserler ve
psodopolipoid lezyonlar ile mukozal atrofinin goriilmeye basladigi kripta ve yiizey
epitelinde erken yass1 adenom tipinde displazik hiicresel degisiklikler uzun yillar sonra
dikkati ¢ekmektedir. Bu tiir vakalarda ilk 10 yilda % 3-5, ikinci 10 yilda % 20’ye
kadar yiikselen malign dejenerasyon s6z konusu olmaktadir (Malazgirt 1996, Topuz
ve ark 1998).
2.2.1. 3. 3. Yiiksek Risk Gruplari

Kolorektal kanser Oykiisii olanlar (Daha dnce opere edilip takip edilenler).
En az iki, birinci derece akrabasinda kolorektal kanser Oykiisii olanlar, kolonik
adenomatoz polipleri olanlar, meme, over yada endometrium kanser Oykiisii olanlar,
radyoterapi hikayesi olanlar, inflamatuar barsak hastaligt olanlar, familyal
adenomatozis polipozisi olanlar, Lynch I-II sendromlu hastalardir (Malazgirt 1996,
Topuz ve ark 1998).
2.2.2. Kolorektal Kanserlerde Klinik Bulgular

Genellikle goriilen klinik bulgular sunlardir; digkilama aliskanliginda degisiklik,
aniisten kanama, rektal akinti seklinde veya digskiyla karisik mukus sekresyonu,
digkinin 6zelliklerinde ve capinda degisiklik, tenezm, yas ve kotii kokulu gaz, karin
agris1 ve anorektal agri, distansiyon, obstriiksiyon, tiimor perforasyonu, abse, fistiil,
kilo kayb1, halsizlik, istahsizlik ve anemi goriilmektedir. Fizik muayenede ele gelen
kitle, rektal tusede tiimoriin tespit edilebilmesi miimkiindiir. Rektum tiimorlerinin

1/3°1 tuse mesafesindedir (Topuz ve ark 1998).
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2.2.3. Kolorektal Kanserlerde Laboratuvar Tetkikleri

Laboratuar tetkiklerinde; kan sayimi, karaciger fonksiyon testleri, CRP, diskida
gizli kan, Siasyltransferaz, Galaktosiltransferaz II, Procalcitonin, CEA, CA-19-9, CA
50, CA 242, TPA (Tissue polipeptit antijen) ve TPS (Tissue polipeptit spesifik antijen)
dir. En sik kullanilanlar1t CEA, CA 19-9 ve TPA dir. Primer tiimoriin rezeksiyonundan
once CEA diizeyi tespit edilirse prognoz acisindan yol gosterici olabilir. Ancak
bunlarin higbiri tek basmna tant koydurucu degildir, diger radyolojik tetkiklerle
desteklenmesi gerekmektedir (Malazgirt 1996, Topuz ve ark 1998).
2.2.4. Tamda Kullanilan Genetik Testler
Amerikan Gastroenteroloji Birligi HPNCC’li vakalara Beshesta kriterlerine gore
diizenlenmis tiimor dokusunda MSI testi yapilmasi ile baglayan bir test stratejisi
onermektedir (Strate 2005). Bunu takiben MSI-yiiksek tiimdrlere sahip olanlara
germline hMSH2 ve hMSH1 mutasyonlarina bakilir. Tiimor dokusu elde edilmesi
miimkiin olmayan vakalara ise Bethesta kriterlerinin ilk t¢iine sahiplerse, (1. 50
yasindan Once teshis konmugsa 2. Yasa bakilmaksiniz senkron, metakron veya diger
HNPCC tiim6r bulunmasi 3. 60 yasindan once infiltratif lenfositik kanser tipine sahip
olmak) germline test Onerilir. Eger patojenik bir mutasyon tanimlanirsa diger aile
tiyeleri de test edilmelidir HPNCC ile birliktelik gosteren hPMS1, hPMS2 ve hMSH6
genlerinin rutin klinik uygulamas1 ise yoktur. FAP’ta ilk Onerilen test protein
truncation testtir. Hasta oldugu bilinen bir aile iiyesi ile teste baslanir. APC
mutasyonlar1 aragtirilir. Etkilenen bireyler (tek gen mutasyonlu) hastalik gelismeden
evvel saptanirsa hastalik hakkinda bilgilendirme yapilarak bir takim cerrahi metodlara
gidilebilir (Strate 2005).
2.2.5. Kolorektal Kanserlerde Radyolojik Tani
i. Akciger Grafisi: Kolorektal karsinomlar karacigerden sonra en sik akcigere
metastaz yaparlar. Bu nedenle cerrahi girisim Oncesi ve takipler esnasinda akciger
grafisi ¢ekilmelidir (Kodner ve ark 1994).
ii. Baryumlu Kolon Grafisi: Digital radyografi cihazlar1 ile yapilan ¢ift kontrast
yontemle saptanabilen en kiiciik polip ¢apt 2 mm olarak 6l¢iilmiistiir. En etkin primer
basvurulmasi gereken radyolojik goriintiileme yontemidir (Topuz ve ark 1998, Kodner

ve ark 1994).
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iii. Ultrasonografi (USG): Batin ici kitlelerin degerlendirilmesinde, karaciger
metastazlarin  saptanmasinda ve rektum  tiimorlerinin  evrelendirilmesinde
kullanilmaktadir (Kodner ve ark 1994, Scrock ve ark 1996).

iv. Bilgisayarhh Tomografi: Cerrahi girisim Oncesi abdominal kavitenin deger-
lendirilmesine imkan tanir. Karaciger, adrenal, over, lenf nodu ve pelvis i¢i
organlardaki metastazlar1 gosterir. Ayrica niiks veya rezidii kanser arastirilmasinda
yardimct olur. Anjiografi ile BT nin birlikte yapildigi dinamik BT’ de karacigerdeki
metastazlarin saptama orani % 95’ lere ulagmaktadir. Tetkikin tek dezavantaji barsak
duvari katmanlarinda invazyon derinligini ayirt edememesidir (Scrock ve ark 1996).

v. Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MRG): Yumusak dokunun goriintiilen-
mesinde BT ye gore daha iistiin bir yontem olmasi ve multiplanar inceleme olanag:
saglamas1 avantajlaridir. Cerrahi girisim Oncesi evrelendirmede ve karaciger
metastazinin ortaya konulmasinda tomografiye esdegerken, niikslerin saptanmasi
acisindan BT den iistiindiir (Kodner 1994, Scrock ve ark 1996).

vi. Pozitron Emisyon Tomografisi (PET): Pelvisteki niiks tiimor ile fibroz dokuyu
ayirt etmekte kullanilir. Temeli hastaya fluorodeoksiglukoz adli substrat enjekte
ederek doku metabolizmasindaki farkliligi ortaya koymaya dayanir. Kanserli
hiicrelerde hipermetabolizma olmasi nedeniyle kanser hiicrelerinin bulundugu yerde
aktivite tutulumu olacaktir (Kodner 1994). PET ve CT kiiclik rekiirrensleri veya
lenfadenopatilerdeki tiimor odaklarini gosterebilir. Helikal CT ise artefaktlarin az
olmas1 ve birgok planda ii¢ boyutlu goriintii verebilmesi ile farkli avantajlar
sunmaktadir (Fabbri ve ark 1997).

vii. Endoskopik incelemeler: Endoskopik tetkik oncesi iyi bir barsak temizligi
yapilmasi sarttir. Endoskopi ile direk tan1 ve inceleme i¢in biopsi alinabilir.

viii. Rektosigmoidoskopi: Linea dentata’nin 20-25 cm proksimalindeki lezyonlar
goriintiilenebilir. 40 yas alt1 diistik riskli bireylerin taramasi i¢in uygundur.

ix. Fleksibl Sigmoidoskopi: Kolorektal kanserlerin % 50 si bu bolgede oldugu icin
double kontrastli baryum enema ile birlikte yapilirsa kolonoskopiye alternatif olabilir.
x. Kolonoskopi: Diger radyolojik teshis metotlarina karsin endoskopik tetkikin en
onemli Ustlinliigli; biyopsi alma, taniyr dogrulama ve gereginde tedaviyi ayni anda

gerceklestirmesidir (Waxner ve ark 1998).
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2.2.6. Kolorektal Kanserlerde Lokalizasyon: Tiimor % 55-60 oraninda rektosigmoid
yerlesimli olup, % 25 oraninda inen kolonda, % 5 transvers kolonda, % 15 ¢ikan
kolonda goriliir. Sag kolon tiimdrleri ileri yaslarda daha sik olup, divertikiiloz
hastalig1 ile beraberlik gostermektedir. Kolorektal karsinomlarin % 3-6’s1 multisentrik
ve senkron olarak gelisebilir (Topuz ve ark 1998).

2.2.7. Kolorektal kanserlerin histolojik tipleri: Adenokarsinom (lyi, orta, kotii
diferansiye), Miisindz adenokarsinom, Taghi yiiziik hiicreli karsinom (Skirdz tip,
lenfangiozis tip), Skuamoz diferansiasyon gosteren karsinom (Adenoskuamoéz, saf
skuaméz), Saydam hiicre komponentli karsinom, Bazaloid (Cloacogenic) karsinom,
Koriokarsinomatéz  diferansiasyon  gdsteren  adenokarsinom,  Noroendokrin
diferansiasyon gosteren adenokarsinom, Noroendokrin tiimdrler (Karsinoid timdr,
noroendokrin, kiiclik hiicreli karsinom). En fazla goriilen kanser tipi adenokarsinom
olup, tiim tiimorlerin %85 “ini olusturur (Topuz ve ark 1998).

2.2.8. Kolorektal Kanserlerde Evrelendirme: Kolorektal kanserlerde ilk kez
patolojik evrelendirmeyi Cuthbert E. Dukes 1932 yilinda yapmustir. Siniflandirma
kanserin direkt yayilimi ve lenfatik tutulum tizerine dayanir (Topuz ve ark 1998).

1954 yilinda Aster-Coller tarafindan tiimor derinliginin énemine dayanarak Dukes
klasifikasyonu modifiye edilmistir. 1967 Yilinda Turnbull, Dukes sistemine uzak
metastazla ilgili olan stage D yi eklemistir. Giiniimiizde American Joint Committee on
Cancer (AJCC) ve Union Internationale Contre Le Cancer (UICC) tarafindan yapilan
TNM evrelemesi kullanilmaktadir.

To : Primer tiimore ait bulgu yok.

Tis : Sadece mukozada sinirli. Karsinoma insitu.

T1 : Tiimor submukozaya ulagmas.

T2 : Timdr muskularis propriay1 tutmus.

T3 : Tumdr serozaya ulagmus, perikolik yag dokusu invazyonu mevcut.
T4 : Tumdr periton bosluguna veya organlara yayilim yapmus.

Tx : Primer tiimdr degerlendirilemedi.

No : Lenf nodu tutulumu yok.

N1 : Perikolik veya perirektal lenf nodlarindan 1-3 adet metastaz.

N2 : Perikolik veya perirektal lenf nodlarindan en az 4 adet metastaz.
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N3 : Major arterler trasesinde pozitif lenf nodlari.
Mo : Bilinen uzak metastaz yok.
M1 : Uzak organ metastaz var (Sayek 1991).
Kolorektal kanserlerde yapilan bu evreleme sistemlerine gore 5 yillik yasam
oranlar1 hesaplanabilmektedir, buna gore:
Evre 0 Tis No Mo ---- ----
EvreI T1 No Mo

T2 No Mo A B1 % 85-95
Evre I T3 No Mo
T4 No Mo B B2 % 60-80

Evre III Tx N1 Mo
Tx N2-3 Mo C C1 -C2 % 30-50
Evre IV Tx Nx M1 D % 5-10 yasam sans1 bulumaktadir.

Kolorektal karsinomlar; komsu yapilara direk invazyon, implantasyon, lenfatik
gecis ve hematojen yolla yayilirlar. Timor hiicrelerinin deskuamasyonu sonucu
hiicreler limen icine dokiilebilirler. Bu hiicrelerin mukozaya invazyonu
gosterilememistir. Intraperitoneal implantasyon peritoneal karsinomatozise yol
acmaktadir. En sik yayilma yolu lenfatiklerledir. Barsak duvarindaki invazyonu tam
kata ulagmis olan hastalarin %50’sinde lenf bezi metastazi saptanir. Hematojen
yayilim karsinom hiicrelerinin kan dolasimina ge¢mesi ile en sik karaciger, ikinci
siklikta akcigere metastaz yaparlar (Sayek 1991).

2.2.9. Kolorektal Kanserlerde Prognozu Etkileyen Faktorler

Kolorektal kanserlerde tiimor muskularis propriay1r tamamen penetre etmemisse 5
yullik survi % 95, tamamini penetre etmis, fakat lenf nodu yayilimi yoksa 5 yillik survi
% 80, nodal metastaz varsa 5 yillik survi % 20-40 dir.

Kolorektal kanserlerin prognozu ¢ok sayida klinik ve patolojik parametrelerle
iligkilidir. Bunlar 6nem sirasina bakilmaksizin agagida belirtilmistir:

i. Yas; Tiimor cok geng ve yaslilarda goriildiiglinde prognoz kotiidiir.

ii. Cinsiyet; Prognoz kadinlarda erkeklere gore daha iyidir.
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iii. Lokal yayilhm; Mukoza ve submukozada smirli olanlarda da prognoz iyidir.
Regional lenf nodlarina metastaz yapmis veya barsak duvarin1 agmis invazyonu olan
tiimorlerde prognoz kotiidiir.

iv. Perforasyon; Barsak duvarinda asir1 timér invazyonu sonucu olusan perforasyon
kot prognozla iligkili bulunmustur.

v. Mikroskopik tip ve Grade; Mikroskopik grade ve prognoz arasinda belirgin iligki
bulunmustur. Mikroskopik subtiplerinden miisindz karsinom, signet ring cell
karsinom, kii¢iik hiicreli karsinom diger olagan adenokarsinomlarindan daha koti
prognozludur.

vi. Miisin iliskili antijenler; Miisinle iligkili sialasyl-Tn ve sialsyl Lewis antijeni
eksprese eden kolorektal karsinomlar ¢ok agresiv klinik seyirli bulunmustur.

vii. Inflamatuar reaksiyon; Stromanim eozinofiller ve S100 protein pozitif dendritik
hiicrelerle infiltrasyonu, Crohn hastaligindakine benzer Ozellikteki peritiimoral
lenfositik infiltrasyon iyi prognozla iligkilidir.

viii. Vaskiiler ve perindral invazyon; Ven invazyonu oldugunda 5 yillik yasam
belirgin azalir. Perinoral invazyon ilerlemis bir hastaligin isaretidir ve genellikle kotii
bir patolojik bulgudur. Lenf damar invazyonu daha az 6nemlidir.

ix. Lenf nodu tutulumu; Timoér lenf nodlarina yayildiginda 5 yillik yasam orani
diiser. Lokalizasyon ve lenf nod tutulumunun yayginligi énemlidir. Tiimoriin hemen
komsulugunda tutulan nodlar disinda lenf nodu tutlumu varsa kiir ¢cok nadirdir. Apikal
nod tutulumu kotii prognozu gosterir. Cok sayida lenf nodu tutulumu oldugunda
prognoz iyi degildir. Lenf nodu tutulumu derecesi ve tiimériin boyutlar1 arasinda
korelasyon bulunmustur.

x. Kromozom 18q’nun allelik kaybi; Bu karyotipik degisiklik kolorektal karsinomun
giiclii negatif prognostik isaretidir.

xi. Tiimor belirleyiciler; Kolorektal karsinomlar i¢in 6 degisik timor belirleyicisiden
bahsedilmektedir. Bunlar TPA (tissue polipeptit antijen) , CEA, CA 19-9, CA 50, CA
242, ve TPS (tissue polipeptit spesifik antijen)’dir. En sik kullanilanlar1 CEA, CA 19-
9, ve TPA’dir. TPA ve TPS tiimér DNA’simin S fazim1 dolayisiyla proliferasyon hizini
gosterir. CEA, CA 19-9 ve TPA primer tiimoriin tanisi, niikslerin saptanmasi ve gerek

cerrahi gerekse adjuvan tedaviye tiimoriin verdigi cevabin gosterilmesinde rol oynar.
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Ik ameliyatta safra kesesi i¢inden alman sivida yapilan CEA &lciimlerinde yiiksek
deger tespit edilmesi gizli karaciger metastazlariin ortaya konulmasina yardimci
olmaktadir. Ayrica ameliyat sonrasi yapilan kolonoskopik tetkiklerde anastomoz
kenarlarindan alinan biyopsilerde, human metallo panstimulin’in (MPS-1) yiiksek
olusu kolon tiimoriiniin daha agresif kimligi oldugunu ortaya koyar. Adenomatdz
polipi olanlarin rektal biyopsilerinde tirozinaz artisinin kanser gelismesinin en erken
belirtisi oldugu bildirilmektedir (Lindmark ve ark1991, Wojciechowics ve ark 1999,
Ganger ve ark 1993, Kordek ve ark 1997).

xii. Tiimor hiicrelerinin DNA indeksi; Flow sitometre ile tiimor hiicrelerinin DNA
indeksi ortaya konulabilir. Bu hiicreler daha ziyade diploid niikleuslu olup aneuploid
niikleuslu tiimorlere gore daha az metastaz yaparlar. Ileri evre tiimorlerin aneuploid
olma egilimi vardir. Baz1 ¢aligmalarda tiimoriin klinikopatolojik evresinden bagimsiz
olarak DNA indeksinin prognostik degeri oldugu ortaya konulmustur (Jones ve ark

1988, Kokal ve ark 1989).
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3. POLIMORFiZM

Organizmada gelisimsel planlar1 belirleyen ve tiim hiicresel aktivitelerin
yonetiminden sorumlu olan molekiil DNA’dir. DNA dizilerindeki degisiklikler
bireylerin birbirinden farkli olmasina yol acar (genetik cesitlilik). Genom proteine
doniisecek olan genler ve cok miktarda protein kodlamayan dizilerinden olusur.
Genlerin i¢inde de ekzon ve intron dedigimiz iki farkli kistm vardir. Bunlardan
ekzonlar protein yapisina katilirken protein kodlamayan ve genomun %25’ini
olusturan intronlar RNA islenirken kesilerek sifreden uzaklastirilirlar. Diger yandan
genomun %060’ mdan fazlasini, cesitli tipte tekrarlayan DNA dizileri, psodogenler,
genler arasindaki tekrarlanmayan aralayict diziler ve mRNA’larin 5° ve 3 uglarinda
bulunan, proteine c¢evrilmeyen diziler olusturur (Cooper 2000). Boylece genetik
cesitlilige yol agtigin1 var saydigimiz degisikliklerin DNA’nin hangi kisminda oldugu
onem kazanir.

Protein kodlayan ve olusan proteinin islevini 6nemli Slgiide simirlayan DNA
degisiklikleri mutasyon olarak adlandirilir ve hastaliga yol agarlar. Proteinlerde
farklilik yaratmayan, ya da olusan farkliliklarin fenotipte degisiklige yol agmadigi,
DNA dizi degisiklikleri ise ‘normal varyasyonlar’ ya da polimorfizm kavrami altinda
ele almir. Evrim boyunca segici baski altinda olan mutasyonlar toplumda nadir
gozlenen degisiklikler olmasma karsin polimorfizmler toplumda yaygin olarak
bulunurlar (%1’in {lizerinde). Olus mekanizmalarina ve bulunduklar1 yere gore farkli
tipte polimorfizmler mevcuttur.

3.1. Kisa DNA Baz Tekrarlar1 (Short tandem repeat polimorfizm; STRP veya
microsatellite): Insan genom calismalar1 sirasinda genomda sifreye déniismeyen
bolgelerde iki baz (0rnegin sitozin-adenin; CACACACA....gibi) ya da dort bazlik
(Guanin-Adenin-Timin-Adenin; GATAGATAGATA....... gibi) tekrar bolgeleri
oldugu goriilmiistiir. Bunlarin su andaki bilgilerimize gore islevsel herhangi bir
gorevleri yoktur, ancak bireylerin DNA’larinin birbirinden farkli olmalarina neden
olurlar ve toplumda yaygin bulunurlar. Bu bélgeler igerdikleri tekrar sayilarma gore
DNA’da bolgeye 0Ozgli bireysel biiyiiklik farklari yaratirlar. Homolog

kromozomlardan birisi babadan digeri anneden gelmis oldugu icin ilgilendigimiz
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tekrar bolgesi acisindan bireyin iki kromozomu arasinda fark olabilir. Bdyle bir
bireyin DNA’simin ilgili bolgesini PCR metodu ile ¢ogaltip jelde yiiksek elektrik akinm
altinda yiiriitecek olursak, daha kisa olan DNA parcast daha hizli ilerleyecek digeri ise
geride kalacaktir. Boylelikle jel iizerinde farkli bant goriinlimleri olusacaktir.
Incelenen bireylere ait DNA’lar cogaltilip jelde yan yana yiiriitilecek ve jel
gortintiileri karsilagtirilacak olursa bireysel DNA farkliliklar1 saptanabilir ve genetik
gosterge olarak kulanilabilir.

Insan genom projesi kapsaminda genomda boyle 6zellige sahip bdlgeler saptanarak
bu bolgelerin PCR metodu ile ¢ogaltilmasina olanak verecek, bolgeye 6zgii niikleotid
dizileri (Primer) ve bunlarin kromozom bdlgelerine gore yerleri bilinmektedir. Gen
haritalama c¢alismalarinda kullandigimiz genetik gostergeler STRP boélgelerini
cogaltmaya yarayan bu primer dizilerinden olusmaktadir ve gen haritalama
calismalarinda kullanim kolayligi saglamaktadir (Akarsu 2004).

3.2. Uzun DNA Baz Tekrarlar1 (Variable Number Tandem Repeats (VNTR);
minisatellitler ): DNA’nin bazi bdlgelerinde blok halinde biiyiik DNA parcalarmin (9-
70 baz ¢ifti ve daha uzun bolgeler ) tekrarlandig1 goriiliir. Bu tekrar bdlgelerini iceren
DNA pargcalart bolgeyi igine alacak sekilde bolgenin disindan enzimler araciligi ile
(Restriksiyon enzimleri ) kesilir. Daha sonra ilgili bolge nitroseliilloz bir membrana
aktarilir ve VNTR bolgelerine 6zgii isaretli DNA pargalar ile (probe) birlestirilir
(Southern blotting yontemi). Boylelikle bireyler arasinda farkli uzunlukta olan DNA
parcalar1 goriiniir hale getirilmis olur. VNTR’lerin saptanmas1 6zellikle adli tipta
genetik parmak izi (genetic fingerprinting) dedigimiz islemde genis kullanim alani
bulmustur (Brock 1993).

3.3. DNA’nin Tek Bir Bazindaki Degisiklikler Single nucleotid polymorphisms
(SNP): Burada tek bir DNA bazinda (Ornegin Adenin) baska bir baza degisme
(Ornegin  Guanin) sdz konusudur. Bu degisiklik genomun sifreye donmeyen
kisimlarinda meydana geldigi zaman yorumlanmalari tipki yukarida anlatilan kisa ve
uzun baz tekrarlarindaki farkliliklar gibidir (bireyler arasinda genetik cesitlilige yol
acar). Genetik materyaldeki normal varyasyonlar bazen gen iginde hatta ekzonlar
icinde de olabilir. Proteinlerin yapisina katilan amino asitler 3’lii DNA baz dizilerini

(codon) tanirlar. Ornegin GTT dizisi daima Valin amino asidini kodlar. Bu iiclii
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yapmin ilk iki bazindaki degisiklikler amino asit yapisinda degisiklige yol agarken son
bazdaki degisiklik (GTC;GTA;GTG gibi) yine valin amino asidini taniyarak, sonugta
olusan amino asit sifresinde bir farklilik yaratmaz. Bu tip degisiklikler gen icinde
olduklar1 halde proteinde degisiklik yapmadiklari i¢in “esanlamli” (synonymous)
mutasyonlar olarak adlandirilirlar. Bazi durumlarda da olusan DNA degisikligi amino
asidi degistirir ancak bu degisiklik proteinin fonksiyonunda etkili olmaz. Bu tip
degisiklikler de “sessiz mutasyonlar” ya da es anlamli olmayan (nonsnonymous)
degisiklikler olarak adlandirilir. Biitiin bu degisiklikler polimorfizim kapsami i¢inde
ele alinir, toplumda yaygm olarak bulunurlar ve bireylerin genetik materyalini
birbirinden farklilagtirarak  genetik  gOsterge olarak  kullanilabilirler. SNP
degisikliklerinin son yillarda fark edilen onemli bir yarar1 da bu degisikliklerin pek
cogunun gen iginde yer almalar1 nedeni ile gen haritalama caligmalarinda hastaligin
dogrudan calisilan gene baglant1 gdsterip gostermediginin saptanabilmesine yardimci
olmasidir. SNP’ler bugiin 6zellikle DNA ¢ip teknolojisinin gelismesi ile ilgili
hastaliklara genetik yatkinliklarin sinandigir en 6nemli gosterge haline gelmislerdir
(Akarsu 1999).

SNP degisiklikleri ile ¢aligmak, DNA par¢aciginda biiytikliik farki yaratan diger
polimorfizmlerle (6rnegin STRP) caligmaktan farklidir. Burada tek bir baz baska bir
baza degismektedir ve biiyiikliik farki olusmadigr icin bu bolgeleri PCR metodu ile
cogaltip jelde olusturacagi biiyiikliikk farklar1 agisindan degerlendirmenin bir anlami
yoktur. Alellerden birinde olugan bu baz degisikligini taniyacak ve cogaltma
sonrasinda iki allel arasinda biiyiiklilk farki yaratacak farkli primer kullanilmasina
dayali “allele 6zel amplifikasyon” bu amacla kullanilan yontemlerden biridir. Olusan
degisiklik belli DNA bolgelerini taniyip kesen enzim bolgelerinde olusmussa, ilgili
enzimin DNA’y1 kesip kesmemesini denemeye dayali DNA’y1 kesen enzimlerin
olusturdugu uzunluk polimorfizmleri (Restriction Fragment Length Polymorphism;
RFLP) de kullanilabilir. Yine bu degisimi florasan isaretlerle taniyan otomatik
analizatorlerin kullanilmasi da bu amagla kullanilan pahali fakat etkin yontemlerdir

(Akarsu 2004).
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3.4. DNA’y1 Kesen Enzimlerin Olusturdugu Uzunluk Polimorfizmleri (Restriction
Fragment Length Polymorphism; RFLP): DNA ‘y1 belli baz dizilerinden taniyip kesen
enzimler “DNA kesim enzimleri (Restriction Endonucleases)” olarak isimlendirilirler.
Baz1 kesim enzimlerinin 6zgiil tanima bolgeleri genellikle 4-6 DNA bazindan olusur.
Normalde enzimin tanima bolgesi olan bu bazlarda bir degisiklik oldugunu var
saydigimizda enzimin DNA’y1 kesme kalibi degisecektir. Yani genomik DNA’da
olusan dizi degisiklikleri, belirli kesim bolgeleri yaratir veya onlar1 yok eder. Bu
nedenden dolay1 boyutlar1 degisen bir veya birden fazla DNA fragment Southern blot
ve klonlanmig DNA probu ile hibridizasyondan sonra goriiniir hale getirilebilir. Bu
enzim kesim Ozellikleri polimorfik nitelikteki genetik gostergelerin bir diger 6rnegi
olarak kabul edilebilir ve baglanti1 ya da iliskilendirme analizlerinde kullanilabilir (Dib
ve ark 1996).

Gortliyor ki altta yatan molekiiller degisiklik ne olursa olsun polimorfizm
dedigimiz zaman genetik materyalde bireyleri (hatta ayni bireyin farkli allellerini)
birbirinden farklilagtiran ve toplumda yaygin olarak bulunan degisikliklerden s6z
edilmektedir.

3.5. Kan Gruplar1 ve Diger Polimorfizmler

Genetik olarak belirlenmis ilk polimorfizm 6rnegi kanda bulunan antijenlerde
tesbit edilmistir. Bunlara kan grubu antijenleri adi verilmistir. Cok sayida
polimorfizmin insan kan bilesenlerinde, 6zellikle de kirmizi kan hiicrelerinin ABO ve
Rh antijenlerinde, bulundugu bilinmektedir. ABO ve Rh sistemleri kan
transflizyonunda, doku-organ transplantasyonunda ve yeni dogan hemolitik
hastaliklarin tedavisinde Onemlidir. Daha sonra serum protein caligsmalari, al-
Antitripsin geninin polimorfik oldugunu ve ayni allellerin farkli populasyonlarda %10-
75 arasinda degisebilecegini ortaya koydu. Bu allellerin her biri fonksiyonel olarak bir
proteinin farkl tiplerini kodlar ve al-Antitripsin polimorfizminin tibbi 6nemi, serum
al-Antitripsin aktivite eksikligine neden olan allellerle ilgilidir.
al-Antitripsin loksunda olusan genetik polimorfizmler enzim aktivitesinde birkac kat
degisime neden olabilir. Bu degisikliklerin bazilari, genel saglik agisindan ¢ok anlaml

olabilir. Goriiniimde normal olan insanlar arasinda akciger hastaligi, asthma ve
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romatoid artrit hastaliklarma yatkinligin ol-Antitripsin polimorfizmleriyle iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. (Robert ve ark 2005).
3.6. Tibbi Genetik’te Polimorfizmlerin Kullanimi

Polimorfizmler, tiim insan genetik arastirmalarinda anahtar niteligindeki
elementlerdir. Polimorfizmler, genin farkli kalitsal formlarmi veya genomun farkli
bolgelerini ayirt edebilmek i¢in kullanilmaktadir. Genetik belirleyiciler olarak tibbi
genetikte kullanim i¢in pratiklik sunar. Kullanildig1 alanlar baglanti analiz yolu ile
kromozomlarin belirli bolgelerindeki genlerinin haritalanmasi, genetik hastaliklarda
dogum Oncesi tani, heterozigot tasiyicilarin belirlenmesi, koroner kalp hastaligi, kanser
ve diyabet gibi yaygin yetiskin hastaliklara yatkin kisilerde yiiksek ve diisiik risklerin
degerlendirilmesi, adli tipta, babalik testi ve organ transplantasyonu i¢in doku

tiplemesidir (Robert ve ark 2005).
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4. CYP450 ( Sitokrom P450 Monooksijenaz) ENZIM SISTEMLERI

CYP450 (Sitokrom P450 monooksijenaz) enzim sistemleri, matiir eritrosit ve
iskelet kas1 hiicreleri disinda tiim memeli hiicre tiplerinde ve prokaryotlarda bulunan
hem-protein ailesidir. Bu enzimler, yapisal olarak c¢esitli farkli bilesiklerin
oksidasyonunu katalize ederler. Endojen sentezlenen bir¢ok bilesik, CYP450
enzimlerinin substrati olarak gorev yapar. Bu bilesikler: prostaglandin ve 16kotrienler
dahil yag asitleri, steroidler, eksojen yiyecek katki maddeleri, ilaglar olup ayrica
besinlerle, enjeksiyonla, havadan inhalasyonla ya da deriden absorbsiyonla viicuda
giren endistriyel maddelerdir. Sitokrom P450 enzimleri, ila¢ biyotransformasyonu ve
metabolizmast i¢in en Onemli sistemlerden biridir. Bu sistem indiiksiyon veya
inhibisyon gibi sayisiz mekanizmalarla degisime ugrayabilir ve bireyler arasinda
oldukca farkli formlar1 ortaya ¢ikabilir. CYP450 enzimleri, 400—530 aminoasitten
olusan proteinlerdir. Baz dizilimi benzerliklerine gore P450 sistemi 40 farkli aile
icinde siniflandirilir. CYP450 sisteminin organizmada ¢ok dnemli etkileri vardir:

Bunlar; a) terapotik maddeleri inaktive veya aktive etme b) kimyasal maddeleri
oldukga yiiksek derecede reaktif molekiillere doniistiirme ve istenmeyen hiicre hasari,
hiicre 6liimii veya mutasyon gibi olaylara neden olma c) steroid hormon sentezindeki
baz1 adimlara katilma ve d) yag asidi ve tiirevlerinin metabolizmasidir (Ozerol 1996,
Cetin 1999).

CYP450 sistemi katalitik fonksiyonlar1 bilinmeden once spektral ozellikleri ile
tanimlanan proteinlerden olugsmustur. Bu gruptaki proteinlerin benzersiz bir absorbans
spektrumu vardir. Genellikle mikrozom olarak adlandirilan endoplazmik retikulum
vezikiillerinden hazirlanan siispansiyondan karbondioksit gazi gegirildikten sonra
sodyum dithionate gibi indirgeyici bir ajan eklenince spesifik bir absorbans spektrumu
elde edilir. Bu islem sirasinda indirgenmis hem proteinine CO baglanir ve 450 nm'de
pik yapan absorbans spektrumu elde edilir. Bu enzimlere P450 adi, 450 nm'de
absorbans gosterdigi icin verilmistir. Spesifik CYP450 formlari, 446 ile 452 nm
arasinda maksimum absorbans veren dalga boylarina sahiptir. Karacigerde bir ¢ok

CYP450 enzimleri bulunmakta ve CYP450 enzimleri baz dizilimi benzerliklerini
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kontrol eden gen ailelerine veya substrat spesifikligine gore siniflandirilmaktadirlar

(Ozerol 1996).
CYP450 enzimleri ile katalizlenen genel reaksiyon asagidaki gibidir
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Sekil 4.1 CYP450 enzimlerinin genel reaksiyonu (Ozerol 1996)

Buradaki substral (S), bir steroid, yag asidi, ilag yada oksijen baglama yeri olarak
gorev yapan alkan, alken, aromatik halka veya heterosiklik halka ekleri olan diger
kimyasal maddeler olabilir. Substrata iki oksijen atomundan sadece biri katildig1 icin
bu reaksiyona monooksijenasyon reaksiyonu ve bu enzimlere de sitokrom P450

monooksijenaz enzimleri ad1 verilmektedir (Ozerol 1996).

4.1. CYP450'nin Yapisi
CYP450 proteinlerinde bir tek demir protoporfirin IX prostetik grubu bulunur. Her

hem proteininde hem bir oksijen molekiiliiniin hem de substratlarin baglanabilecegi

yerler vardir. Bilinen tiim CYP450'lerdeki hem demiri, porfirin halkasindaki 4 pirol
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nitrojen atomuna ve iki aksiyal liganda baglidir. Aksiyal ligandlarin birinde molekiiliin
karboksil ucuna yakin yerlesmis bir sistein aminoastinde bir siilfidril grubu bulunur.
Hem demiri, hekza yerlesimde diisiik spinli demir ve penta yerlesimde yiiksek spinli
demir olmak tizere iki farkli spin durumunda bulunabilir. Diisiik ve yiiksek spinli
durumlar demir atomunu ceviren elektronik kalkanlar olarak tanimlanir ve hemdeki
demir atomunu hekza yerlesimli durumdan penta yerlesimli duruma g¢evirir. CYP450
molekiilii bir substrata baglaninca, bu elektronik kalkanda irritasyon meydana gelir ve
hemdeki demir atomu hekza yerlesimden penta yerlesime gecger. Substrata bagli, penta
koordine durum (-170 mV), substrata baglanamayan hekza koordine duruma (-270
mV) gore daha fazla pozitif indirgenme potansiyeline sahip oldugu icin CYP450,
NADPH'dan  elde  edilen  elektronlarla  indirgenebilir. Hidroksilasyon
(monooksijenasyon) reaksiyonunun meydana gelmesi sirasinda oksijenin hem
demirine baglanabilmesi i¢in (hemdeki demir ferrik (Fe’") durumundan ferro (F ez+|
durumuna indirgenmelidir. Monooksijenasyon reaksiyonunda toplam 2 elektron (e°)
gerekir. Elektronlar CYP450 molekiiliine tek tek transfer edilir. Ilk once oksijen
baglanir ve daha sonra substratin reaksiyona katilabilmesi icin aktif oksijen tiirleri

olusturarak ayrilir (Ozerol 1996).

Sekil 4.2 CYP450 molekiilii (Cetinkaya ve ark 2002)
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CD region

Sekil 4.3 CYP450 molekiilii baglant1 bolgeleri (Cetinkaya ve ark 2002)

4.1.1. CYP Enzimlerinin Ozellikleri

1. Bir¢ok dokuda iglev gortirler.

2. Hepatositlerde en yiiksek derisimde bulunurlar.

3. Primer olarak oksidatif metabolizmay1 diizenlerler.

4.Hiicre i¢inde bulundugu yere gore: Mitokondride bulunan streoidojenik CYP

enzimleri ve endoplazmik retikulumda bulunan ksenobiyotik CYP enzimleri
olmak tizere iki grupta incelenirler (Cetin 1999, Nemeroft 1996).
4.1.2. Streoidojenik CYP Enzimleri

1. Tek hiicreli organizmalarin hiicre zar1 biitiinliigiinii saglarlar.

2. Farklilagmis organizmalarin gelisiminin hormonal diizenleyicileridirler.

3. Etki ettigi maddeler konusunda 6zgiindiirler.

4. Tiketilen maddelerin biyolojik kullanim yapilarina doniistiiriilmesini saglarlar
(steroidler, safra asitleri, kolesterol, prostaglandin sentezi) (Cetin 1999, Nemeroff ve
ark 1996).

4.1.3. Ksenobiyotik CYP Enzimleri

1. Bitki-hayvan farklilagmasi doneminde streoidojenik CYP enzimlerinden

tiiremislerdir.

2. Transferaz enzimleriyle es zamanl tiiremislerdir.
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3. Bitkilerin olusturdugu diyet toksinlerini yikarlar.

4. Eliminasyon i¢in ilaglar1 biyotransformasyona ugratirlar.

5. Tiiketilen maddelerin detoksifikasyonunda gorev alirlar (toksinler, karsi-
nojenler, ilaclar, mutajenler (Cetin 1999, Nemeroff ve ark 1996).

Sitokrom P450 enzimleri hepatositlerde en yiiksek derisimde bulunmakla birlikte,
baska dokularda da gorilebilirler. Tiplerine gore hiicrenin mitokondrisinde veya
endoplazmik retikulumunda bulunabilirler (Cetin 1999, Nemeroff ve ark 1996).

Spesifik CYP enzimlerini kodlayan genlerin izole edilmesiyle bu enzimlerin
aminoasit dizilimleri belirlenebilmistir. Bu bilgi kullanilarak, farkli enzimler aminoasit
dizilimine gore smiflandirilmistir. Bu siniflandirmada enzimler hem yapt hem
fonksiyonel olarak birbirlerine yakin enzimlerdir. CYP enzimleri ilk numaradan
itibaren ailelere ayrilmistir. Bu ailedeki biitiin enzimler aminoasit dizilimi yoniinden
en az %40 benzerlik gosterenler ayni aile i¢ine alinmaktadir. Alfabetik harfler ile alt
grup ailelere ayrilmaktadir. Ayni alt aile grubunda ise aminoasit dizilim homolojisi en
az %55 olmaktadir. En son numara ise enzimi kodlayan genin numarasidir (Cetin

1999, Rogers ve ark 2002).

Ornek 4.1
CYP + numara +  harf + numara
(aile) (alt aile) (gen)
CYP 2 C 9

Sitokrom P450 enzimleri igerdikleri aminoasit benzerliklerine gore
siniflandirilirlar. En 6nemli CYP450 izoenzimleri CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 ve
CYP2C19'dur (Rogers ve ark 2002, Linder ve ark 2002).

4.2.1. CYP2C9 Gen Ailesi

CYP2C gen ailesi 10 numarali kromozomun uzun kolunda (q24) yer alan
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 ve CYP2C19 alt aile genlerinden olusur. CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C18 ve CYP2C19 genleri %82'den fazla aminoasit dizi benzerligine

sahip olmalaria ragmen, oldukca az substrat spesifitesi gosterirler.
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Bu alt ailenin biitiin tiyeleri polimorfiktir. CYP2C9'un kodladig1 protein 490
aminoasit icermekte olup CYP2C19 ile %92 oraninda homologdur ve 490
aminoasitten sadece 43'ii farklidir (Tassies ve ark 2002, Herrman ve ark 2003).

CYP2C9 geni kromozomun 10 q24.1 bolgesinde haritalanmig yaklasik 55 kb
uzunlugunda ve 9 ekzondan olusan bir gendir (Sekil 4.4). CYP2C9 da diger P450
enzimleri gibi substratlarinin dealkilasyon, demetilasyon ve hidroksilasyonundan
sorumludur. Ayrica diger P450 enzimleri gibi CYP2C9'un metabolize ettigi substratlar
arasinda endojen bilesiklerde yer almaktadir. CYP2C9 karaciger arasidonik asitini tek

basina metabolize etmektedir

o oo o M = .10 H M
m O A NN NN MM a0 A6m DAl o N d AN O
BB g B NN = oo o o o NN BRR e P PR Y vy
drd o f wveld S oW O 6 N NN N NAMNN O NAN oW N NN W
g0 & 90 49 9° L4840 FES T O 0 OO0 8T OO0 OO0 L A R v O

H

B BN 1 N I B

10.Kromozom (10g24.1) (Tassies ve ark 2002).
Sekil 4.4 . CYP2C9 geninin kromozomal yerlesimi

CYP2C9 birgok ilacin metabolize edilmesine katilir ve bu gendeki polimorfizm
ilaglarin etkisini degistirebilir veya toksisitesini artirabilir (Ablin ve ark 2004).

CYP2C9 i¢in en iyi bilinen ila¢ substratlar1 yapilarinda karboksilik grup iceren
zay1f asitlerdir. Tolbutamid gibi oral hipoglisemik ajanlar, fenitoin gibi antiepileptik
ilaglar, oral antikoagiilan kumadin, ibubrufen gibi nonsteroidal anti-inflamatuvar
ilaclar ve losartan gibi angiotensin II blokerleri CYP2C9 tarafindan metabolize edilir
(Ablin ve ark 2004, Tabrizi ve ark 2002).

CYP2C9'da olusan genetik polimorfizm enzim aktivitesi lizerinde 6nemlidir. Wild
tip (Normal) allele (CYP2C9*1) ek olarak CYP2C9'da nokta mutasyonlar sonucu iki
allelik varyant olugsmustur. CYP2C9*2 ekzon 3'de Cg43¢T transisyonu sonucu arjininin
sistein ile yer degistirmesi sonucu; CYP2C9*3 ekson 7'de A,y75C transversiyon sonucu
izoldsinin 16sin ile yer degistirmesiyle olusur (Herrman ve ark. 2003, Ablin ve ark
2004, Tabrizi ve ark 2002).

Tiirk populasyonunda CYP2C9*1, CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 allelleri bulunur;
frekans1 Beyaz Irk ile benzerlik gosterir (Pchelina ve ark 2005, Aynacioglu ve ark

1999).
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CYP2CO9*1/*1 genotipi: Wild tip olarak bilinen, enzimin tam kapasite ile calistig1
ve her iki allelin de normal oldugu formdur. Bu genotipi tasiyan bireyler "hizlhi
metabolizor" olarak adlandirilir (Gaedigk ve ark 2001, Linder ve ark 2002, Spreafico
ve ark 2003).

CYP2CO9*1/*2 ya da *2/*2 genotipi: CYP2C9*2 genotipini heterozigot (CYP2C9
*1/*2) ya da homozigot (CYP2C9 *2/*2) olarak tastyan, bir ya da her iki allellinde
mutasyon olan bireylerdir. CYP2C9 Cysl44Arg (C430T) olarak da bilinen bu genotipe
sahip bireylerde enzim %12 kapasite ile ¢alisir.

CYP2CO9*1/*3 ya da *3/*3 genotipi: CYP2C9*3 genotipini heterozigot
(CYP2C9*1/*3) ya da homozigot (CYP2C9 *3/*3) olarak tasiyan, bir ya da her iki
allellinde mutasyon olan bireylerdir. CYP2C9 Ile359Leu (A1075C) olarak da bilinen
bu genotipe sahip bireylerde CYP2C9 enzimi %5 kapasite ile ¢alisir.

CYP2C9 *2/*3 genotipi: Her iki mutant alleli de tasiyan "compound heterozigot"
bireylerdir- CYP2C9 *I/*2, *2/*2, 1/*3, *3/*3 ve *2/*3 genotiplerini tasiyan bireyler
"yavas metabolizér" olarak adlandirilir (Gaedigk ve ark 2001, Linder ve ark 2002,
Spreafico ve ark 2003).

29



4.2.2. CYP2C19 Gen ailesi

Bu enzim ila¢ metabolizmasinda 6nemli rol oynayan ve genetik polimorfizm
gosteren enzimlerden biridir. Basta karaciger hepatositleri olmak iizere akcigerler,
gastrointestinal kanal mukozasi ve liimeni, bobrekler, cilt, santral sinir sistemi, plazma,
eritrositler, agiz mukozasi, dis etleri ve plasenta gibi yapilarda bulunur (Avlan ve ark
1991, Kayaalp 1994).
Bu enzimdeki polimorfizm ilk kez S-mefenitoinin hidroksilasyonunda bireyler
arasinda farkliliklarin saptanmasiyla tanimlanmistir (Wedlund ve ark 1984, deMorais
ve ark 1994).

Daha sonra yapilan ¢aligmalar CYP2C19 enziminin S-mefenitoin'in yani sira
omeprazol, diazepam, mefobarbital, imipramin ve sitalopram gibi klinikte sik
kullanilan pek ¢ok ilacin ve bazi ksenobiyotiklerin metabolizmasina da aracilik ettigini
gostermistir (Kupfer ve ark 1985, Bertilsson ve ark 1989, Ward ve ark 1989, Helsby
ve ark. 1990, Belpaire ve ark 1996, Marzo ve ark 1996, Coller ve ark 1999).

CYP2C19 enzimini kodlayan CYP2C19 geni 1473 baz ¢ifti uzunlugundadir ve 10.
kromozomda lokalize olmustur (10q24.1-10g24.3) (Alvan 1991, Romkes ve ark 1991,
Daly 1995, Meyer ve ark 1997).

CYP2C19 enziminin oOzelliklerini belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda
CYP2C19 genindeki mutasyonlarin enzimin katalitik aktivitesinin azalmasina ya da
yokluguna neden olduklar1 belirlenmistir. CYP2C19 polimorfizminin arastirilmast
amaciyla yapilan ilk ¢alismalarda enzim yetersizligi ile metabolizma kusurlarindan iki
mutant allelin sorumlu oldugu deMorais ve arkadaslar1 (1994) tarafindan saptanmaistir.
CYP2C19'un simdiye kadar belirlenen 7 mutant alleli gosterilmistir. Normal aktiviteli
allel CYP2C19*1 (wild tip)'tir. Aktivite azlifina ya da yokluguna neden olan mutant
alleller ise CYP2C19*2 (ml), CYP2C19*3 (m2), CYP2C19*4 (m3), CYP2C19*5
(m4), CYP2C19*6 (m5), CYP2C19*7 (m6) ve CYP2C19*8 (m7)'dir (deMorais ve
ark. 1994a, 1994b, deMorais ve ark. 1995, Kupfer ve ark. 1997, Xiao ve ark. 1997,
Ferguson ve ark 1997, Ibeanu ve ark.1998).

CYP2C19 yavas metabolizorlerinin orani toplumlar arasinda da farklilik

gostermektedir. Bu enzim bakimindan Beyaz irkta yavas metabolizor siklign %2-5
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iken, Dogu populasyonunda bu siklik %11-23 arasinda degismektedir. Tablo 4.1'de
degisik toplumlardaki CYP2C19 yavas metabolizor oranlar1 gosterilmistir.
Tablo 4.1. Farkli populasyonlarda CYP2C19 yavas metabolizor sikligi

Populasyon Yavas metabolizor (%) Kaynak
Tiirkler 0.99 Aynacioglu ve ark. 1999
Tirkler 0.94 Basci1 ve ark. 1994
Kafkaslar (isveg) 2.1 An Goldstein ve ark. 1997
Zenci Amerikalilar 3.6 Edeki ve ark. 1996
Etiyopyalilar 5.2 Persson ve ark. 1996
Zimbabweli Shonalar 3.9 Masimirembwa ve ark. 1995
Cinliler 11 deMorais ve ark. 1995
Koreliler 16 Roh ve ark. 1996a
Koreliler 12.6 Roh ve ark. 1996b
Cinli-Tayvanlilar 16 Goldstein ve ark. 1996
Cinli Hanlar 20 Xiao ve ark. 1997
Japonlar 23.6 Kimura ve ark. 1998

( Herken ve ark 2000)

Tiirk populasyonunda CYP2C19 polimorfizmi ile ilgili az sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Basc1 ve arkadaslar1 (1994) S-mefenitoin kullanarak 106 saglikli
bireyde yaptiklar1 bir fenotipik c¢alismada yavas metabolizor sikligin1  %0.94
bulmuslardir. Aynacioglu ve arkadaslari 1999 ise CYP2C19 ml, m2, m3 ve m4
mutasyonlarint 404 Tiirk bireyinde tayin etmisler ve genotipik olarak yavas
metabolizor sikligint ~%]1 bulmuslardir. Bu c¢aligmalarinda yavas metabolizor
genotipten sorumlu mutasyonun CYP2C19*2 (ml) oldugunu, ayrica bireylerin
hi¢birinde m3 ve m4 mutasyonu saptamadiklarini ve CYP2C19*3 (m2) mutasyonu
bakimindan homozigot olan bireylerin bulunmadigini da bildirmislerdir.

CYP2C19*2 (G682A), CYP2C19*3 (G636A)’deki tek nokta mutasyonu ile
CYP2C19*1 (wild tip)’den farklilagan allellerdir, bu farkliliklar enzim aktivitesinde
azalmaya sebep olmaktadir. CYP2C9 ve CYP2C19’daki niikleotid degisiklikleri ve

enzim aktivitesine etkisi Tablo 4,2’de verilmistir.
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Tablo 4.2 CYP2C9 ve CYP2C19’daki niikleotid degisiklikleri ve enzim aktivitesi

Allel Niikleotid degisikligi Etki Enzim Aktivitesi
CYP2C9*1 Yok Yok Normal
CYP2C9*2 C430T R144 C Azalir
CYP2C9*3 A1075C I359L Azalir
CYP2C19*1 Yok Yok Normal
CYP2C19*2 G681 A Splicing defect Yok
CYP2C19%*3 G636 A Stop kodon Yok
(Nada ve ark 2003)
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S. MATERYAL VE METOT

5.1. Calisma Grubu ve Ornek Alim

Bu c¢alisma 07102004 proje no ile Selcuk Universitesi BAP destegi; Selguk
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun 28.05.2007 tarih ve 2007/126 karar no’lu
gerekli onayin almmasiyla baslanustir. Calisma grubu, Selguk Universitesi Meram T1p
Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi ve Tibbi Onkoloji Ana Bilim Dallarina bagvuran ve
yatarak tedavi goren klinik ve histopatolojik olarak kolorektal kanser tanis1 almis 41
kadin ve 44 erkek toplam 85 hasta ve Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Hastanesi Kan Merkezine kan bagislamak tizere basvuran, belirli bir hastaligi olmayan
40’1 kadim 60’1 erkek 100 saglikli dondr (kontrol grubu) olusturmaktadir. Hasta ve
kontrol grubuna kolorektal kanser i¢cin muhtemel risk faktorlerini belirleyebilmek i¢in
hasta tarama ve onam formu (Form 5.1) uygulanmis ve %7.5 etilendiamin tetra
asetikasit (EDTA) iceren tiiplere 2 ser cc kan 6rnegi alinmistir. Alinan 6rnekler DNA
izolasyonu yapilincaya kadar +4°C'de muhafaza edilmistir. Calismalar Selguk
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Mikrobiyoloji Ana Bilim Dallari

laboratuvarlarinda yapilmistir.

Form 5.1 Hasta tarama ve onam formu

KOLOREKTAL HASTA TARAMA ve ONAM FORMU

Ad Soyad

Cinsiyet :

Yas

VKI:

Kan Grubu

il

Meslek

Sigara kullanimi: Evet Hayir

Alkol  kullanimu: Evet Hayir

Beyaz Toprak Maruziyeti: Evet Hayir

Ailede hastalik risk faktorii: Meme Over Kolon  Diger Ca Hikayesi:
Eslik eden Sistemik Hastalik: D.M HT Hiperkolesterolemi  Diger:
Yukardaki bilgileri ve kan 6rnegini bilimsel arastirmada kullanmak i¢in onadim. Imza:
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5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Mutlak etil alkol Merck (Almanya)

Mutlak isopropranol Merck (Almanya)
5.3. Kullanilan Aletler

Sogutmali santrifiij ( Sigma 3K30, Almanya)

Santrifiij (Niive NF 800, Sigma Ultrasantrifiij, Almanya)

Etiiv (Niive EN 500, Almanya)

Derin dondurucu (Ugur derin dondurucu, Tiirkiye)

Sogutucu (Bosch, Danimarka)

Eppendorf tiipii (1,5 ml'lik, isolab)

5 ml'lik EDTA'l1 cam tiip (%7,5'lik)

Otomatik pipet (Medisis)
5.4. Kullanilan Cihazlar

Light Cycler 2.0 System Real Time PCR (Roche, Almanya)
5.5. Kullanilan Kitler

High Pure PCR Template Kit (Katalog no. 1 796 828 001, Roche Diagnostics

GmbH Mannheim, Germany)

Light Cycler CYP2C9 Mutation Detection Kit (CYP2C9*2 and CYP2C9*3)

(Katalog no. 3 266 982, RocheDiagnostics GmbH Mannheim. Germany) .

LightCycler CYP2C19 Mutation Detection Kit (CYP2C19*2 and CYP2C19%*3)

(Kat. no. 03 515 575 001, RocheDiagnostics GmbH Mannheim. Germany) .
5.6. Tam Kandan DNA izolasyonu

Hiicreler, tiim niikleazlar1 hemen inhibe eden bir koatropik tuz (guanidin-HCl)

varliginda proteinaz K ile kisa bir inkiibasyon sonunda pargalandi. Hiicresel niikleik
asitler ¢ok saf piirifikasyon filtre tiiplerinde bulunan 6zel fiber glas yapiya segici
olarak baglandi. Bagli niikleik asitler kontamine edici hiicresel elemanlardan hizli
yikama ve cevirme islemleri ile arindirildi. Ozel bir inhibitdr temizleyici tampon ile bu
islem gerceklestirildi. Son olarak diisiik yogunluklu tuz soliisyonu ile niikleik asitlerin

fiber glastan ayrilmasi saglandi.
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5.6.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Ayira¢larin Hazirlanmasi
Calismada DNA izolasyonu i¢in high pure PCR template kiti kullanilmistir. Kit
icerigi (Tablo 5.1)'de verilmistir.

Tablo 5.1. DNA izolasyon kit igerigi (Roche Diagnostic-Germany)

Kimyasal Miktar1  |Igerigi

Binding (baglayic) tampon 20 ml 6 M guanidine-HCI, 10 mM fire, 10 mM Tris-HC1, %20
Triton X-100 (v/v), pH:4.4

Proteinaz K 90 mg Liyofilize proteinaz K

Inhibitér uzaklastirict tampon 33 ml 5 M guamdine-HCL, 20 mM Tris-HCI. pH:6.6

Yikama tamponu 20 ml 20 mM NaCl. 2 mM Tris-HCK pH:7.5

Eliisyon tamponu 40 ml 10 mM Tris, pH:8.5

Yukarida kit igeriginde verilen DNA izolasyon setinde bulunan Proteinaz-K,
inhibitér uzaklastirict tampon, yikama tamponu DNA izolasyon kitinin
prospektiisiinde verilen bilgiler dogrultusunda islemlere tabi tutuldu. Proteinaz K:
Liyofilize proteinaz K'ya 4.5 ml bidistile su eklendi ve ¢alisma giiniine kadar 500'er
ul'lik porsiyonlara ayrilarak -20°C'de saklandi. Inhibitdr uzaklastirici tampon: 33 ml
tampona 20 ml mutlak etil alkol eklendi. Yikama tamponu: 20 ml yikama tamponuna
80 ml mutlak etil alkol eklendi.

5.6.2. DNA izolasyon protokolii:
1. Ependorf tiipiine, 200 ul EDTA'll tam kan kondu ve iizerine sirasiyla 200 pl
binding tampon ve 40 pl proteinaz K eklendi ve vortekslendi.

2. 10 dakika 72 °C'de inkiibe edildi.

w

Tiipe 100 pl izopropanol eklendi, vortekslendi ve karisim 6zel filtre tiiplerine
aktarildu.

1 dakika 8000 rpm'de santrifiij edildi, filtreden gecen karigim atildi.

Filtre tliptin i¢ine 500 pl inhibitor uzaklastiric1 tampon eklendi.

1 dakika 8000 rpm'de santrifiij edildi, filtreden gecen karigim atildi.

Filtre tiipiin i¢ine 500 pl yikama tamponu eklendi.

® NS s

1 dakika 8000 rpm'de santrifiij edildi, filtreden gegen karisimu atildi.

35



9. lkinci kez filtre tiipiin igine 500 pl yikama tamponu eklendi.

10. 1 dakika 8000 rpm'de santrifiij edildi, filtreden gegen karisim atildi.

11. Filtre tiip bosaltildiktan sonra 10 saniye 8000 rpm'de santrifiij edildi.

12. Filtre tiipii, yeni bir ependorf tiipii icine yerlestirildi. 72 °C'de bekletilmis olan
eliisyon tampondan 200 pl, filtre tiipe pipetlendi.

13.1 dakikada 8000 rpm'de santrifiij sonunda, filtre tiipten ayrilan, saf DNA elde
edilmis oldu.

5.6.3. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Real Time PCR hedef DNA'daki niikleotid dizisi bilinen nokta mutasyon iceren bir
bolgenin amplifiye edilerek mutasyonun tespit edilmesi amaciyla kullanildi. Analiz
denaturasyon, amplifikasyon. melting ve cooling olmak iizere dort basamakta yapildi.
Calismaya baslarken Taq polimeraz, iki primer ve prob, dort ¢esit deoksiriboniikleotid
fosfat (ANTP), belirli derisimde magnezyum kloriir (MgCl,) ve iizerinde ¢alisilacak
DNA'dan olusan karisim hazirlandi.

Denatiirasyon basamaginda sicaklik arttirildt ve DNA zincirindeki niikleotidler
arasindaki baglar koparilarak amplifikasyon islemine hazir hale getirildi. DNA
denatiire edildikten sonra oligoniikleotid yapisindaki primerler sentezlenecek hedef
bolgeyi belirleyecek sekilde ayrilan DNA zincirlerine yapistilar. Termofilik bir bakteri
olan Thermus aquaticus'dan saflastirilan Taq polimeraz enzimi yardimiyla belirlenen
bolge dort ¢esit ANTP kullanilarak sentezlendi. Annealing (uzama) adi verilen sentez
islemi sirasinda mutasyon olan diziye uygun olarak sentezlenmis olan mutasyon probu
(mutation probe) mutasyon bdlgesine, diger prob olan ¢apa probu (anchor probe) ise
mutasyon probunun 5' ucu tarafina ve arada en fazla 5 niikleotidlik mesafe kalacak
sekilde yerlesti. Amplifikasyon islemi ortalama 40-50 kez tekrar edilerek yaklasik
2%-%sayida iiriin elde edildi.
5.6.3.1. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu Melting Curve Analizi ile
Genotip Belirlenmesi

Bir DNA molekiiliiniin erime 1sis1 (Melting temperature: Tm) igerdigi G+C
(guanintsitozin) miktarma, uzunluguna ve iki zincir arasinda gosterdigi homolojiye
baglh olarak degismektedir. Melting curve analizi ile genotip belirlenmesi Iki

hibridizasyon probu kullanilarak yapilmaktadir. Hibridizasyon problarindan ilki
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mutasyon olan diziye baglanan ve 5'ucundan LightCycler-Red (LC-Red) fluorophore
(LC-Red 640 yada LC-Red 705) ile isaretlenmis olan mutasyon probudur. Diger
hibridizasyon probu ise 3'ucundan fluoroscein ile isaretlenmis olan ¢apa probudur. Iki
hibridizasyon probu hedef dizilere yapistiktan sonra verici prob olan ¢apa probundaki
fluoroscein maddesi LightCycler cihazinin 1s1k kaynag tarafindan eksile edilir ve
eksilasyon enerjisinin bir kismi mutasyon probunda bulunan LC-Red’e transfer edilir
(Fluoroscence Resonance Transfer Energy: FRET). LC-Red tarafindan sagilan floresan
LightCycler cihazi tarafindan 6l¢iiliir. Melting basamaginda sicaklik yavas yavas (0.1
sn/°C) arttirilir. Mutasyon probunun baglandigi bélgede mutasyon varsa niikleotidlerin
eslesmesi tam olarak gerceklesmedigi icin Tm daha diisiik olacak ve prob baglandigi
yerden daha diisiik sicaklikta ayrilacaktir. Eger mutasyon yoksa prob daha yiiksek
sicaklikta ayrilacaktir. Mutasyon probunun baglandigi diziden kopmasiyla iki prob
arasindaki FRET gerceklesemez, cihaz tarafindan Olgiilen floresan diizeyi azalir ve
ekrana bir pik olarak yansir.
5.6.4. CYP2C9 ve CYP2C19 PCR Protokolii ve Melting Pik Analizi

PCR ve mutasyon goriintilleme icin, LightCycler CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve
LightCycler CYP2C19*2 ve CYP2C19*3 Mutasyon Belirleme Kitleri kullanildi.
CYP2C9 i¢in kit igerikleri ve 6rnek basina kullanilan miktarlar tablo 5,2 ‘de CYP2C9
PCR protokolii tablo 5,3’de CYP2C19 i¢in kit igerikleri ve 6rnek basina kullanilan
miktarlar tablo 5,4’de, uygulanan; CYP2C19 PCR protokolii ise tablo 5,5’de verildi.
Tablo 5.2. CYP2C9 mutasyon belirleme kit igerigi ve kullanilan miktarlar (Roche
Diagnostic-Germany)

Bir ornek i¢in
Karisimlar Icerikleri harcanan miktar

(uD)
LC-CYP2C9Mutasyon Primer, hibridizasyon probu
Belirleme Karigimi g
LC-CYP2C9 Reaksiyon Fast Start Taq polimeraz reaksiyon
Karigimi karigimi, ANTP karigimi 2
LC-CYP2C9 Enzim Soliisyonu |Fast Start Taq polimeraz 03
Kontrol Templat Heterezigot Plazmit DNA's1 5
Steril Su PCR grade steril distile su 10.7
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Tablo.5.3. CYP2C9 i¢cin PCR protokolii

Denatiirasyon
Siklus 1
Hedef sicaklik(C®) 95
Inkiibasyon siiresi (sn) 600
Sicaklik degisim orani (C°/sn) (20
Amplifikasyon
Siklus 45

Segment 1 Segment 2 Segment 3
Hedef sicaklik(C®) 95 55 72
Inkiibasyon siiresi (sn) 10 10 10
Sicaklik degisim orani (C°/sn) (20 20 3
Melting Curve analizi
Siklus 1

Segment 1 Segment 2 Segment 3
Hedef sicaklik(C®) 95 40 80
Inkiibasyon siiresi (sn) 60 60 0
Sicaklik degisim orani (C°/sn) (20 20 0.1
Cooling
Siklus 1
Hedef sicaklik(C®) 40
Inkiibasyon siiresi (sn) 30
Sicaklik degisim orani (C°/sn) (20
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Tablo 5.4. CYP2C19 mutasyon belirleme kit igerigi ve kullanilan miktarlar

Karisimlar Icerikleri Bir ornek icin harcanan
miktar (ul)

LC-CYP2C19 Mg solusyonu 1.6
LC-CYP2C19 Fast Start Taq polimeraz reaksiyon|4
Mutasyon Belirleme Karigimi |karigimi, dNTP  karisimi  Primer,
ReaksiyonKarigimi hibridizasyon probu
LC-CYP2C19Enzim Fast Start Taq polimeraz 2
Soliisyonu
Kontrol Templat Heterezigot Plazmit DNA's1 2
Steril Su PCR grade steril distile su 7.4
Tablo 5.5. CYP2C19 i¢in PCR protokolii
Denatiirasyon
Siklus 1
Hedef sicaklik(C®) 95
Inkiibasyon siiresi (sn) 600
Sicaklik degisim orani (C°/sn) (20
Amplifikasyon
Siklus 45

Segment 1 Segment 2 Segment 3
Hedef sicaklik(C®) 95 60 72
Inkiibasyon siiresi (sn) 10 10 10
Sicaklik degisim orani (C°/sn) (20 20 3
Melting Curve analizi
Siklus 1

Segment 1 Segment 2 Segment 3
Hedef sicaklik(C®) 95 40 85
Inkiibasyon siiresi (sn) 60 60 0
Sicaklik degisim orani (C°/sn) (20 20 0.2
Cooling
Siklus 1
Hedef sicaklik(C®) 40
Inkiibasyon siiresi (sn) 30
Sicaklik degisim orani (C°/sn) (20
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Calismada, 2. Kanal (F2)’de izlenen CYP2C9*2 genotiplemesi, Melting pik
sayt ve Tm dereceleri C° tablo 5,6’da; 3. Kanal (F3)’de izlenen CYP2C9*3

genotiplemesi, Melting pik say1 ve Tm dereceleri C° tablo 5,7’de gosterildi.

Tablo 5.6. Kanal 2 (F2) ‘de izlenen CYP2C9*2 genotiplemesi, Tm ve Pik sayilar1

Genotip MeltingPik Sayisi MeltingPik . Tm ATm
Wild Tip 1 61.0 C°
Heterozigot 2 61.0 C°+50.0 C° 11.0C°
Mutant 1 50.0 C°

Tablo 5.7. Kanal 3 (F3) ‘de izlenen CYP2C9*3 genotiplemesi, Tm ve Pik sayilari

Genotip Melting Pik Sayis1 MeltingPik . Tm ATm
Wild Tip 1 60.0 C°
Heterozigot 2 61.0 C°+52.0C° 8.0C°
Mutant 1 52.0C°

Kanal 2 (F2) ve Kanal 3 (F3) de kullanilan floresan ve tesbit edilen mutasyonlar
tablo 5,8’de gosterildi.

Tablo 5.8. Kullanilan floresan ve tesbit edilen mutasyon

Kanal 2 (F2) Kanal 3 (F3)
Kulanilan Floresan Light Cycler Red 640 Light Cycler Red 705
C430-T A 1075—C
Analiz edilen Niikleotid Pozisyonu
CYP2C9*2 CYP2C9*3

2. Kanal (F2)’de izlenen CYP2C19*3 genotiplemesi, Melting pik sayis1 ve Tm
dereceleri C° tablo 5.9’da; 3. Kanal (F3)’de izlenen CYP2C19*2 genotiplemesi,
Melting pik sayis1 ve Tm dereceleri C° tablo 5.10’da; Kanal 2 (F2) ve Kanal 3 (F3)’ de

kullanilan floresan ve tesbit edilen mutasyon tablo 5.11°de gosterildi.
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Tablo 5.9. Kanal 2 (F2)‘de izlenen CYP2C19*3 genotiplemesi, Tm ve Pik sayilar1

Genotip MeltingPik Sayist MeltingPik . Tm ATm
Wild Tip 1 62.0 C° -
Heterozigot 2 62.0 C°+53.5 C° 85C°

Mutant 1 53.5C° -

Tablo 5.10. Kanal 3 (F3)‘de izlenen CYP2C19*2 genotiplemesi, Tm ve Pik sayilar1

Genotip Melting Pik Sayisi MeltingPik . Tm ATm
Wild Tip 1 60.0 C° -
Heterozigot 2 60.5 C°+52.0C° 85C°

Mutant 1 52.0C° -

Tablo 5.11. Kullanilan floresan ve tesbit edilen mutasyon

Kanal 2 (F2) Kanal 3 (F3)
Kulanilan Floresan Light Cycler Red 640 Light Cycler Red 705
Analiz edilen Niikleotid G —>A 636 CYP2C19*3 G —A 681 CYP2C19*2

Real Time PCR ile Kanal 2 ve Kanal 3°de elde ettigimiz bulgular; Sirasiyla
Tablo 5.6- Tablo 5.10°da belirtilen genotiplemelerin Tm ve melting Pik sayilarinin

goriintiileri, Sekil 5.1- Sekil 5.7°de verildi.
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5.1: CYP2C9*2 (C430T) heterozigot genotip Ormegi melting curve analiz sonucu. Pik 1:

mutant, Tm 50.0+2.5 °C; Pik 2: wild tip. Tm 61+2.5 °C. Kanal 3 (F3)
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5.7. lIstatistiksel Yontem

Veriler bilgisayar ortamina aktarilarak hata kontrolleri yapildi. Statistic Packet of
Social Science (SSPS 15.0) paket programi kullanilarak istatistik c¢oziimlemeler
yapildi. Veriler ortalama, standart sapma ve yiizde olarak oOzetlendi. Kategorik
verilerin karsilastirmasi 3-kare testiyle gerekli durumlarda Fisher Exact testi
kullanilarak yapildi. Parametrik verilerin gruplar arasi karsilagtirmasi t Testi ile
yapildi. Farklilik ¢ikan parametreler Multiple Logistik Regresyon analizine tabi
tutuldu. CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve CYP2C19*2, CYP2C19*3 genlerinin mutant,
heterozigot allel frekanslari, ylizdesi ve odds oranlar1 (%95 CI) olarak hesaplandi.
Anlamlilik seviyesi 0.05 olarak alindu.
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6. BULGULAR
6.1. Calisma Grubunun Demografik Ozellikleri ve Kan Gruplari

100 saglikli kontrol grubu ve 85 hastadan olusan vaka kontrol calismamizda,
kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyet, yas ve viicut kitle indeksleri Tablo 1’de, kan

gruplarina gore dagilimi Tablo 2’°de gosterildi.

Tablo 6.1 Demografik bilgileri

Kontrol (n=100) Hasta (n=85)
Cinsiyet 40 kadm (% 40) 41 kadm ( %48 )
60 erkek (% 60) 44 erkek ( %52)
Yas 339 £9.74 *60.1 +12.1
Viicut Kitle Indeksi 25.79+3.86 25.46+6.75
*P<0.05
Tablo 6.2 Kan gruplari
Kontrol  (n=100) Hasta
(n=85)
ARh+ 28 (%28) 34 (% 40.0)
A Rh- 2 (%2) 3 (%3.5)
B Rh + 27(%27) 10 (% 11.8)
B Rh - - 1 (%12)
AB Rh + 6 (%6) 4 (%4.7)
ABRh -
ORh+ 35(%35) 29 (%34.1)
ORh- 2 (%2) 4 (%4.7)

Kontrol grubu (n=100), 40 kadin (% 40), 60 erkek (% 60)’ den; yaslar1 33.9 =+
9.74, viicut kitle indeksleri 25.79 + 3.86 idi. Hasta grubu (n=85), 41 kadin ( %48), 44
erkek ( %52 ) den olusmaktaydi; viicut kitle indeksleri 25.46 & 6.75; yaslar1 ise 60.1 +
12.1 di (Tablo 6.1).

Kontrol grubunun kan gruplarina gore sirasiyla dagilimi: O Rh+ % 35, ARh+ %
28, BRh+ % 27, ABRh+ % 6, ARh-% 2, ORh- % 2; Hasta grubunun kan
gruplarina gore sirastyla dagilimi ise: A Rh+ % 40, O Rh+ % 34.1, BRh+ % 11.8, AB
Rh+ %4.7,0Rh- % 4.7, ARh— % 3.5,BRh- % 1.2 dir (Tablo 6.2).
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6.2. Cahisma Grubunda Saptanan Kolorektal Kanser Icin Muhtemel Risk
Faktorleri

Calisma grubunun Form 5.1 ile saptanan kolorektal kanser i¢in muhtemel
risk faktorleri Tablo 6.3’de gosterildi.

Tablo 6.3:Kolorektal kanser i¢in muhtemel risk faktorleri

Hasta
Kontrol (n=100)
(n=85)
Sigara 51 (% 51) 20 (% 23.5)
Alkol 14 (% 14) 1 (%1.2)
Ailede kanser
) ] 10 (% 10) 13 (% 15.3)
hikayesi
Beyaz toprak
o 1 (%1) *26 (% 30.6)
maruziyeti
Eslik eden hastaligi
5(%5) 10 (% 11.8)
olan
*P<0.05

Kontrol grubunda sigara i¢gme % 51, alkol kullanma % 14, ailesinde kanser
hikayesi olan % 10, beyaz toprak maruziyeti olan % 1, eslik eden sistemik hastalig1
(Diabetes Mellitus, Hipertansiyon, Hiperkolesterolemi v.b) olan % 5. Hasta grubunda
ise; sigara icme % 23.5, alkol kullanma % 1.2, ailesinde kanser hikayesi olan % 15.3,
beyaz toprak maruziyeti olan % 30.6, eslik eden hastalig1 olan %11.8 dir.

6.3. CYP2C9 ve CYP2C19 Allel Frekanslar1 ve Odds Oranlari

Calismamizda Real Time PCR ile LightCycler CYP2C9*2 ve CYP2C9*3;
LightCycler CYP2C19*2 ve CYP2C19*3 Mutasyon Belirleme Kitleri kullanarak,
elde ettigimiz CYP2C9 *2/*1 (wild Tip, wt/wt), CYP2C9 *2/*2 (heterozigot, wt/mut),
CYP2C9 *2/*3 (mutant, mut/mut) ; CYP2C9 *3/*1 (wild tip, wt/wt), CYP2C9 *3/*2
(heterozigot, wt/mut), CYP2C9 *3/*3 (mutant, mut/mut) allellerinin frekanslar1 ve
odds oranlari, Tablo 6.4’de; CYP2C19 *2/*1 (wild tip, wt/wt), CYP2C19 *2/*2
(heterozigot, wt/mut), CYP2C19 *2/*3 (mutant, mut/mut), CYP2C19 *3/*1 (wild tip,
wt/wt), CYP2C19 *3/*2 (heterozigot, wt/mut), CYP2C19 *3/*3 (mutant, mut/mut)
allel frekans1 ve odds oranlar1 OR (%95 CI) ise; Tablo 6.5’de gosterildi.
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Tablo 6.4: CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 allel frekansi ve odds orani

0Odds Oranlari
Kontrol  (n=100) Hasta (n=85)
% 95 CI
CYP2C9*2/*1 25
Wild Tip 65
(%75.0) -
wt/wt (%76.5)
CYP2C9*2/*2 22 18 0.944
Heterozigot wt/mut (%22.0) (% 21.2) (0.466-1.912)
CYP2C9 *2/*3 3 2 0.769
Mutant mut/mut (%3.0) (%2.4) (0.125-4.746)
87
CYP2C9*3/*1 74
o (%87) :
Wild Tip wt/wt (% 87.1)
13
CYP2C9*3/*2 11 0.995
) (% 13.0)
Heterozigot wt/mut (% 12.9) (0.421-2.352)
CYP2C9*3/*3 - -
Mutant mut/mut (%0) (%0)

P>0.05




Tablo 6.5 : CYP2C19*2 ve CYP2C19*3 allel frekansi ve odds orani

Odds Oranlart
Kontrol  (n=100) Hasta (n=85)
% 95 CI
CYP2C19*2/*1 -
Wild Tip 70
(%67) -
wt/wt (%82.4)
CYP2C19%2/*%2 30 14 0.447

Heterozigot wt/mut (% 30) (% 16.5) (0.218-0.915)

CYP2C19 *2/*3 3 1 0.319

Mutant mut/mut (%3) (% 1.2) (0.032-3.144)

CYP2C19%3/*1 95 83

Wild Tip wt/wt (% 95) (% 97.6)

5
CYP2C19*3/*%2 2 0.458
. (%5)
Heterozigot wt/mut (%24) (0.087-2.423)
CYP2C19%*3/*3 - -
Mutant mut/mut (%0) (%0)
P>0.05
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7. TARTISMA VE SONUC

Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi ile tam genom dizilerinin belirlenmesi
ve hiicre davraniglarinin genetik temelinin agiklanabilmesi gibi heyecan verici bir
noktaya ulasilmistir. Gen klonlama, genlerin yapilarin1 ve islevlerini inceleme imkani
saglamis; genom dizileme projelerinin gelismesi ise genetik hastaliklarin tan1 ve tedavi
yaklasimlar iizerine zengin bilgi kaynagi olusturmustur.

Giiniimiizde artik bireysel farkliliklar 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle kanser ve
cesitli hastaliklara genetik yatkinliklarin saptanmasi, gen-cevre etkilesiminin
incelenmesi, enzim polimorfizmlerinin ilaca yaniti, genetik kimlige gore ila¢ dozunun
ayarlanmas1 ve bireye 6zel tedavi stratejilerinin diigiiniilmesi DNA dizi polimorfizm
caligmalarinin sonuglarina dayandirilmaktadir. Genomun farkli bolgelerini veya genin
farkl1 kalitsal formlarmi ayirt edebilmek icin polimorfizmler anahtar niteliginde
pratiklik sunmaktadir.

Son yillarda endojen, ekzojen kimyasallar ve ilag metabolizmasinda 6nemli rolleri
olan enzimlerden biri olan Sitokrom P450 enzimlerinin polimorfik yapist ve
fonksiyonlar1 konusunda ayrintili arastirmalar yapilmstir.

Sitokrom P450 enzim sistemini kodlayan genler baz dizilim benzerliklerine gore 40
farkl aile i¢cinde siniflandirilmis ve bunlardan en ¢ok ¢alisilan CYP2C gen ailesinin;
CYP2C8, CYP2C9, CYP2CI8 ve CYP2CI19 alt ailelerinden olusmustur. Bu alt
ailelerin tim iyelerinin polimorfik yapilar1 ile ila¢ metabolizmasi ve kanser gibi
multifaktoriyal hastaliklardaki rolii ¢esitli populasyonlarda arastirilmaktadir
( Stubbins ve ark 1996, Maria ve ark 2004, Tasies ve ark 2002).

Genellikle CYP2C aileleri tek tek ele alinarak incelenmistir. CYP2C9 geni i¢in
simdiye kadar 7 farkli CYP2C9 cDNA dizisi rapor edilmis ve bunlardan yalnizca
ticiinin CYP2C9 genlerini temsil ettigi goriilmiistiir; digerlerinin ise klonlama
artefaktlar1 olabilecegi belirtilmistir. Bunlar CYP2C9*1, CYP2C9*2 ve CYP2C9*3
olarak adlandirilmistir (Daly ve ark 1999, Stubbins ve ark 1996).

CYP2C9*1 i¢in homozigot bireyler enzimin tam kapasite ile calistigi ‘hizli
metabolizor’lerdir. CYP2C9*2 ekson 3'de 144. kodonda arjinin’in sistein ile yer
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degistirmesine, CYP2C9*3 ekson 7'de 359. kodonda izoldsin’in ldsin ile yer
degistirmesine neden olan sifre degisikligi bulunmaktadir (Herrman ve ark. 2003,
Ablin ve ark 2004, Tabrizi ve ark 2002). Bu allelleri heterozigot veya homozigot
tastyanlarda enzim aktivitesi azalmaktadir. Bu nedenle metabolizmasinda rol aldiklari
ilaglarin etkisini degistirebilirler (Ablin ve ark 2004).

CYP2C9 i¢in en iyi bilinen ila¢ substratlar1 yapilarinda karboksilik grup iceren
zay1f asitlerdir. Tolbutamid gibi oral hipoglisemik ajanlar, fenitoin gibi antiepileptik
ilaclar, oral antikoagiilan kumadin, ibuprofen gibi nonsteroid anti-inflamatuvar ilaglar
ve losartan gibi angiotensin II blokerleri CYP2C9 tarafindan metabolize edilir (Ablin
ve ark 2004, Tabrizi ve ark 2002).

Tirk populasyonunda yapilan c¢aligmalar ile CYP2C9*1, CYP2C9*2 ve
CYP2C9*3 allellerinin varhigi gosterilmis ve frekansinin Beyaz Irk ile benzerlik
gosterdigi bildirilmistir (Pchelina ve ark 2005, Aynacioglu ve ark 1999).

CYP2C19 gen polimorfizmleri ise; CYP2C19*2 (G682A), CYP2C19*3 (G636A)’
deki nokta mutasyonlari ile CYP2C19*1 normal tipinden farklilasmislar-dir (deMorais
ve ark. 1994a). Bu enzimdeki polimorfizm ilk kez S-mefenitoinin hidroksilasyonunda
bireyler arasinda farkliliklarin saptanmasiyla tanimlanmistir (Wedlund ve ark. 1984,
deMorais ve ark. 1994). Daha sonra yapilan ¢alismalar CYP2C19 enziminin S-
mefenitoin'in yan1 sira omeprazol, diazepam, mefobarbital, imipramin ve sitalopram
gibi klinikte sik kullanilan pek ¢ok ilacin ve bazi ksenobiyotiklerin metabolizmasina
da aracilik ettigini gostermistir (Kupfer ve ark 1985, Bertilsson ve ark. 1989, Ward ve
ark. 1989, Helsby ve ark. 1990, Belpaire ve ark 1996, Marzo ve ark1996, Coller ve
ark. 1999).

CYP2C19 enziminin oOzelliklerini belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda
CYP2C19 genindeki mutasyonlarin enzimin katalitik aktivitesinin azalmasina ya da
yokluguna neden olduklar1 belirlenmistir. CYP2C19 polimorfizminin arastirilmast
amaciyla yapilan ilk ¢alismalarda enzim yetersizligi ile metabolizma kusurlarindan
CYP2C19’un mutant allellerinin sorumlu oldugu deMorais ve arkadaglari (1994)
tarafindan saptanmistir. CYP2C19'un simdiye kadar belirlenen 7 mutant alleli
gosterilmistir. Normal aktiviteli allel CYP2C19*1 (wild tip)'dir. Aktivite azligina ya
da yokluguna neden olan mutant alleller ise CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4,
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CYP2C19*5, CYP2C19*6, CYP2C19*7 ve CYP2C19*8'dir (deMorais ve ark. 1994a,
1994b, deMorais ve ark 1995, Kupfer ve ark 1997, Xiao ve ark 1997, Ferguson ve ark
1998, Ibeanu ve ark 1998).

CYP2C19 yavas metabolizorlerinin orani toplumlar arasinda da farklilik
gostermektedir. Bu enzim bakimindan Beyaz irkta yavas metabolizor siklignr %2-5
iken, Dogu populasyonunda bu siklik %11-23 arasinda degismektedir (Tablo 4.1).

Tiirk populasyonunda CYP2C19 polimorfizmi ile ilgili az sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Basc1 ve arkadaslar1 (1994) ‘de S-mefenitoin kullanarak 106 saglikli
bireyde yaptiklar1 bir fenotipik c¢alismada yavas metabolizor sikhigin1  %0.94
bulmuslardir. Aynacioglu ve arkadaslari 1999 ise CYP2C19’un mutant allellerini 404
Tiirk bireyinde tayin etmigler ve genotipik olarak yavas metabolizor sikligint ~%1
bulmuslardir. Bu c¢aligmalarinda yavas metabolizér genotipten sorumlu mutasyonun
CYP2C19*2 oldugunu, ayrica bireylerin hi¢birinde CYP2C19*4 ve CYP2C19*5
mutasyonu saptamadiklarin1 ve CYP2C19*3 mutasyonu bakimindan homozigot olan
bireylerin bulunmadigini bildirmislerdir.

Stubbins ve arkadaslar1 (1996) yaptiklar1 ¢calismada CYP2C9 allel frekanslarinn
irklar arasi degiskenlik gosterdigini belirlemisler; yine ayni ¢alismada Beyaz irkta
CYP2C9*1 frekansin1 0.79, CYP2C9*2 frekansmi 0.125, CYP2C9 frekansim1 0.085
olarak tesbit etmislerdir.

Italyan populasyonunda CYP2C9, CYP2C19 ve CYP2D6 allel ve genotip
frekanslarini ¢alisan Maria ve arkadaslar1 (2004) CYP2C9*1’1 0.778, CYP2C9*2’yi
0.125, CYP2C9*3’i 0.097; CYP2C19*1’1 0.89, CYP2C19*2’nin 0.11, CYP2C19*3
"lin ise bulunmadigini saptamislardir.

Saglikli Iranlilarda CYP2C9 ve CYP2C19‘un genetik polimorfizminin arastirildig
bir ¢alismada; CYP2C9*1’in 0.82, CYP2C9*2’nin 0.105, CYP2C9*3’iin 0.075;
CYP2C19*1 0.75, CYP2C19*2’nin 0.22, CYP2C19*3’iin 0.03 oldugu ancak
CYP2C9*2’nin Beyaz 1wrktan daha sik oldugu, CYP2C19*3’iin farkli olmadigi
bildirilmistir (Zand ve ark 2007).

Sitokrom P450 CYP2C9 Kanada’da yerlesik Hint kokenlilerde, Kuzey
Amerikal1 beyazlar, Cinliler ve Eskimolarda arastirilmis ve CYP2C9*2 ve
CYP2C9*3’in Cin ve Eskimo populasyonunda c¢ok nadir bulundugu veya
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bulunmadigi; ancak Hint ve Beyaz irkta 0.03 ve 0.08-0.15 oldugu, bu durumun da
ilaclarin yavas metabolize edilmesine sebep olabilecegi vurgulanmistir (Andrea ve ark
2001).

Cin populasyonunda CYP2C9*1’in 0.98 oraninda bulundugu diger allellerin ¢ok
nadir oldugu gosterilmistir (Wang ve ark 1995).

Giliney Hint populasyonunda ise CYP2C9*1’in 0.88, CYP2C9*2nin 0.04,
CYP2C9*3’tin 0.08; CYP2C19*I’in 0.67, CYP2C19*2’nin 0.33, CYP2C19*3’iin
olmadig; CYP2C9*2’nin Cinli ve Beyaz irktan yiiksek, CYP2C9*3/*3’{in ise benzer
oldugu bildirilmistir (Rosemary ve ark 2004).

Calismamizin kontrol grubunda CYP2C9*1 0.75 olarak tesbit edilmistir. Bu
frekans Stubbins ve arkadaslarinin bulduklar1 Beyaz irk allel frekansina ¢ok yakin
Wang ve arkadaslarinin (1995) Cin toplumu icin bulduklar1 allel frekansindan
diistiktiir. CYP2C9*2 0.22 olarak bulunmus olup, Stubbins ve arkadaglarin saptadigi
Beyaz irk allel frekansindan yiiksek; CYP2C9*3 0.03’iin ise diisik, CYP2C19*1’in
wild tipi 0.67, CYP2C19*2’nin heterozigot tipi 0.30, CYP2C19*2’nin mutant tipi
0.03, CYP2C19*3’in wild tip 0.95, CYP2C19*2’nin heterozigot tipi 0.5,
CYP2C19*3’lin mutant tipinin ise olmadig: tesbit edilmistir.

Bulgularimiz CYP2C9*2, ve CYP2C19*2’nin heterozigot ve mutant tiplerinin Beyaz
irktan yiiksek oldugunu, CYP2C19*2’nin Iran populasyonuna benzer;

CYP2C9*3 ve CYP2C19*3’iin heterozigot ve mutant tiplerinin Beyaz irka benzer
oldugunu; Beyaz irkta ¢ok az bulunan allellerden CYP2C19*2 mutant tipinin bizde
0.03 oldugunu; CYP2C9*3lin ve CYP2C19*3’iin mutant tipinin bizim ¢alismamiz da
bulunmadigini gosterdi (Tablo 6.4- Tablo 6.5).

Calismamizda hasta ve kontrol grubumuzda; CYP2C9*2 ve CYP2C19*2’nin allel
frekanslarinin Stubbins ve arkadaslarinin saptadigi Beyaz ik allel frekanslarindan
yiiksek oldugu icin; Tolbutamid gibi oral hipoglisemik ajanlar, fenitoin gibi anti
epileptik ilaglar, oral antikoagiilan kumadin, ibuprofen gibi non-steroid anti
enflamatuvar ilaglar, losartan gibi angiotensin II blokerleri, karboksilik grup igeren
zay1f asidik ilaglar (kemoterapotikler), omeprazol, diazepam, mefobarbital, imipramin

ve sitalopram gibi klinikte sik kullanilan ilaglar 6ncelikle hasta-kontrol grubumuzda ve
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Konya popiilasyonunda kullanilirken, yavas metabolize olabileceginden tedavide bu
ilaclarin yan etkisi akla getirilmeli, kullanilacak doz ona gore ayarlanmalidir.

Martinez ve arkadaglart (2001), CYPC29*1 genotipinin olusturdugu enzim
aktivitesi ve kolorektal kanser arasinda iligki oldugunu, heterosiklik aromatik
aminlerin ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin metabolik aktivitesine aracilik eden
CYP2C9*1I’in, distal kolon kanserlerine gore proksimal kolon kanserlerinde daha
yiiksek bulundugunu (p<0.024 ve Odds orani 2.36 %95 CT 1.185-4.72) saptamis,
bunun c¢alisilan popiilasyonda kolon kanseri i¢in sekonder risk faktorii olabilecegini
savunmuslardir.

Yasar ve arkadaslart (2002), ayn1 popiilasyonda kendi caligmalarimin da
oldugunu; Martinez’in ¢alismasindaki risk olusturan yiiksek oranin, saglikli kontrol
grubunun atipik allelik dagilimindan kaynaklanabilecegini vurgulamislardir.

Sachse ve arkadaslar1 (2002), kolorektal kanser etyolojisinde yer alan diyet
karsinojenleri tiizerine yaptiklar1 farmakogenetik bir calismada CYP2C19*2 ile
kolorektal kanser riski arasinda ters iliski oldugunu saptamiglardir.

Landi ve arkadaglar1 (2005) kolorektal kanser riski ve Faz I, Faz II metabolizma
enzimleri polimorfizminin karsilagtirildigr c¢alismalarinda, CYP2C9 ve CYP2C19
polimorfizmlerinin risk olusturmadigint CYP1B1 ve CYP1A1 genlerinin kolorektal
kanser etyolojisinden sorumlu tutulduklarini, kolorektal kanserlerde aromatik amin
metabolizmasinin karsinojenik rol aldigini1 kanitladiklarini 6ne stirmiislerdir.

Tamer ve arkadaglar1 (2006), cevresel karsinojenlerin, ilaglarin, ksenobiyo- tik
on metabolizatorii olan Sitokrom P450°nin gastrik ve kolorektal kanserli hasta- larda
risk faktorii olup olmadigini arastirdiklar: bir ¢alismada CYP2C19*2 ‘nin heterozigot
genotiplerinin bu kanserlerde yiiksek goriilmesine ragmen (OR 1.79, CI:0.829-3.865)
bu yiiksekligin kolorektal kanserlerle iliskili olmadigini ortaya koymuslardir.

Calismamizda CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve CYP2C19*2, CYP2C19*3 genetik
polimorfizmleri 85 kolorektal kanserli ve 100 saglikli kontrol grubunda ayri1, ayr1 tesbit
edilerek karsilastirildi ve allel frekanslar1 arasinda anlamh bir fark bulunmadi. Odds
oranlart OR (%95CI)‘da kolorektal kanserli hasta grubunda saptanan heterozigot ve
homozigot mutant genotip oranlarinin saglikli kontrollerden farkli olmadigini ortaya

koydu. Bu sonuglar CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve CYP2C19*2, CYP2C9*3 genetik
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polimorfizmleri ile kolorektal kanser arasinda anlamli bir iliski bulunmadigim
gostermektedir.

Calismamizin sonugclar1 Yasar ve arkadaslari, Tamer ve arkadaslar ile Landi ve
arkadaslarinin  sonuclarini1 desteklemektedir. Bu durum Sitokrom P450 enzim
sistemlerini kodlayan gen sayismmin ¢ok fazla olmasi ve polimorfik yapilarinin
yayginligi organizma i¢in bir avantaj olabilecegini diisindiirmektedir.

Yapilan calismalar kolorektal kanserin ortaya c¢ikma yasinin ortalama 62 yas
civarinda yogunlagtifini ortaya koymustur (Fenoglio ve ark1990). Bizim c¢aligma-
mizda da kolorektal kanserli hastalarimizin yaslarinin 60.1 =+ 12.1 oldugu (p<005)
Tablo 6.1°de goriilmektedir.

Verilere gore kolorektal kanserin kadinlara gore erkeklerde 1.44 oraninda daha sik
goriildiigii ortaya konmustur (Boring ve ark 1993). Calismamizda da hasta
grubumuzun %352 nin erkek %48’nin kadin oldugu belirlendi (Tablo 6.1).

Hasta grubunda en sik goriilen kan grubu %40 ile A kan grubu iken, kontrol
grubunda %37 ile 0 kan grubuydu. Hasta ve kontrol kan gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli degildi (Tablo 6.2).

Sigara igenlerin orani1 kontrol grubunda %352, hasta grubunda %23.5 alkol
kullananlarin orani kontrol grubunda %14 ve hasta grubunda %1.2 olarak tesbit edildi.
Sigara kullaniminin kolorektal kanser igin risk faktorii olarak bildirildigi ¢alismalar
bulunmakta (Sache ve ark 2002, Naoka ve ark 2000), ancak calismamizda sigara ve
alkol kullanimimnin hasta ve kontrol gruplarinin kullanimi arasinda istatistik olarak
anlam tagimadig1 goriilmiistiir (Tablo 6.3).

Ailesinde kanser hikayesi olanlarin orani hasta grubunda %15.3 kontrol grubunda
%10 bulunmus, hasta grubunda artis olmasina ragmen bu yiiksekligin istatistik olarak
anlam tagimadig1 goriilmiistiir (Tablo 6.3).

Kolorektal kansere eslik eden hastaligi olanlarin orani hasta grubunda %11,8
kontrol grubunda ise %5 dir. Bu oranlarda da istatistiksel onem bulunmamistir (Tablo
6,3).

Calismamizda beyaz toprak maruziyeti olan hasta grubumuzun oran1 %26, kontrol

grubunun ise %1 dir. Kolorektal kanserli hastalarimizin beyaz topraga daha sik maruz
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kaldig1 belirlendi ve literatiirde pek fazla ele alinmamis olan beyaz topragin kolorektal
kanserler i¢in risk faktorii olabilecegi diisiintildii (p<005) (Tablo 6.3)

Sonug olarak; cesitli ¢cevresel kimyasallarin ve ilaglarin metabolizmasinda anahtar
role sahip olan Sitokrom P450 gen polimorfizmlerinin (CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve
CYP2C19*2, CYP2C9*3) kolorektal kanser ile iligkisinin arastirildigi bu vaka kontrol
calismasinda incelenen polimorfik allellerle kolorektal kanser arasinda iliski
bulunmadi (P>0.05). Ancak hasta grubunda beyaz topraga maruz kalanlarin oram
kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05). Bu sonug¢ beyaz
topragin kolorektal kanser igin g¢evresel bir risk faktorii olabilecegini diisiindiirdii.
Calismamiz beyaz toprak maruziyetinin ve Sitokrom P450 enzimlerinin daha ayrintili

incelenmesinin geregini ortaya koymustur.
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8. OZET
S.U. Saglik Bilimleri Enistitiisii
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Genetik Bilim Dal1
DOKTORA TEZi/ KONYA-2007
Murat BUYUKDOGAN
Kolorektal Kanserli Hastalarda Sitokrom P450

(CYP2C9 ve CYP2C19) Enzim Genetik Polimorfizmi

Kolorektal kanserin multifaktoriyel bir hastalik oldugu bilinmektedir. Maruz
kalinan ¢evresel kanserojenler veya endojen kaynakli bilesikler ile bireyin genetik
yapisinin etkilesimi sonucu kompleks bir yolla hastalik icin risk olugmaktadir. Bu
iliskiyi aydinlatmak igin ¢esitli arastirmalar yapilmaktadir.

Calismamizda, endojen ve ekzojen kaynakli bilesiklerin modifikasyonunda
Ozellikle de ila¢ metabolizmasinda Onemli roller alan Sitokrom P450 enzim
sistemlerini kodlayan gen ailelerinden CYP2C9 ve CYP2C19 alt ailelerinin polimorfik
yapilar1 85 kolorektal kanserli hasta ve 100 saglikli kontrolde arastirildi. CYP2C9*2,
CYP2C9*3 ve CYP2C19*2, CYP2C9*3 genlerinin her birinde tek baz
degisiklikleriyle normal allellerden farklilasan heterozigot ve mutant alleller Real
Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemiyle calisildi. Veriler hasta-kontrol grubu
istatistik sonuglar1 ve odds oranlar1 incelenerek degerlendirildi. Ayrica hasta ve kontrol
gruplarina uygulanan hasta formunda sigara-alkol aligkanliklari, kanserli akrabalarmin
varligi, kolorektal kansere eslik eden hastaliklar1 ve beyaz topraga maruziyetleri
sorgulandi.

Sonucta; polimorfik bir yapiya sahip olan CYP2C9 ve CYP2C19 genlerinin
allel siklig1 kolorektal kanser hastalarinda ve saglikli kontrollerde karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Bulgularimiz
incelenen heterozigot ve mutant allelerden higbirinin kolorektal kanser i¢in risk
faktorii olmadigini ortaya koydu. Ancak kolorektal kanserli hastalarda beyaz topraga
maruz kalanlarin oran1 saglikli kontrollerden anlamli oranda (p<0.05) yiiksek bulundu

ve beyaz topragin kolorektal kanser i¢in bir risk faktorii olabilecegi diisiiniildii.
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9. SUMMARY

Gene Polimorphism in The Cytochrome P450 (CYP2C9 and CYP2C19)

Enzymes in Patients with Colorectal Carsinoma

Colorectal carsinoma is considered to be a multifactorial disease, in which
multiple exposures to endogenous factors and environmental carcinogens interact with
individual genetic background in a complex manner resulting in modulation of the
risk. There are kindly researches which examined especially relation with the
colorectal carsinoma and Cytochrome P450.

In this case-control study; we researched the gene polimorphisms of CYP2C9
and CYP2C19, which are the members of CYP 450 super family, playing important
roles in metabolisms of endogenous and exogenous compounds and also drugs, in 85
patients with colorectal carcinoma and 100 wunrelated, healthy volunteers.
Heterozygote and mutant allels of CYP2C9*2, CYP2C9*3 and CYP2C19*2,
CYP2C9*3 gene allels which is differ from each other with a single base substitutions;
called heterozygote type and mutant type, determinated by Real Time Polymerase
Chain Reaction. Results were compared in this case-control subjects statistically and
calculated odds ratios were used. Alcohol consumption, smoky habbits, presence of
multisystemic diseases, carcinoma history in their families and exposure to asbestos
were determined in both control and patients groups.

As a result; we compared the polymorphic allel frequencies of CYP2C9 and
CYP2C19 genes between patients with colorectal carsinoma and control groups, there
were no significant differences among the groups (p>0.05).

None of the heterozygote and mutant allels which we studied was a risk factor
for colorectal carcinoma. But exposed asbestos ratio in the patients with colorectal
carsinoma was significantly higher (p<0.05) then control subjects in our patients, so

exposed asbestos may be a risk factor for colorectal carcinoma.
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Tavli’ya ve Yard. Dog. Mehmet Erikoglu’na Halk Sagligit AB’ dalindan Prof. Dr.
Kemal Tahir Sahin’e, Tibbi Onkoloji AB ’dalindan Yard. Do¢.Dr. M.Cem Boriiban’a
Uzm. Dr. Fatih Kara’ya, Hemsire Esra Giivece’ye, Bahar Yumak’a ve aileme

tesekkdir etmeyi bir borg bilirim.
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