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OZET

BIR TURK POPULASYONUNDA BEYIN KANSERI
VE AXIN2 GEN POLIMORFIiZMi ARASINDAKI
ILISKININ ARASTIRILMASI

Emine Giilsen GUNES
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Ergiin PINARBASI
2009, 63 sayfa

Caligmamizda Axin2 geninin sekiz farkli bolgesinde goriilen, Ekzonl 148C>T
ve 432T>C, Intron2 956+16A>G, Ekzon5 1365G>A ve 1386C>T, Intron5
1712+19G>T, Ekzon7 2062C>T ve Intron7 2141+73G>A polimorfizmleri beyin
tiimorii olusumu arasinda bir iligki olup olmadigi arastirilmistir. Calismada beyin
timorii tanist konmus 100 birey hasta grubu olarak, herhangi bir kanser tanisi
konmamig saglikli 100 birey de kontrol grubu olarak incelemeye alinmistir. Axin2
geninin genotipleme caligmalar1 genomik DNA’lara PCR ve PCR’a dayali RFLP

yontemleri uygulanarak gerceklestirilmistir.

Yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucunda, Ekzon5 1386C>T polimorfizmi
ile beyin tiimdrii olusma riski arasinda 6nemli bir iligki bulunmus (p=0,022, p<0,05)
fakat diger bolgelerdeki polimorfizmler ile beyin tiimorii riski olugma arasinda
anlamli bir iligki bulunamamaistir. Bunun yani sira, Ekzonl 148 C>T bolgesinde CT
genotipi tasityan erkeklerin kadinlara gore beyin tiimoriine karsit koruyucu 6zellik
kazandiklari, Ekzonl 432 T>C polimorfizm bdlgesinde TC genotipi tastyan hipofiz
adenomal1 bireylerin diger hastalara gore beyin tiimoriine 8 kat daha yatkin olduklari,
Intron2 956+16A>G polimorfizm bdlgesinde AA ya da GG genotiplerinden birini
tastyan menengiomal1 bireylerin diger hasta bireylere gore beyin tiimoriine daha az
yatkin olduklari, Ekzon5 1386C>T polimorfizm bolgesinde TT genotipi tasiyan
menengiomal1 bireylerin beyin tiimériine 6.75 kat daha yatkin olduklar1 ve Intron5

1712+19G>T polimorfizm bdlgesinde GT genotipli olan hipofiz adenomali



bireylerin diger hastalara gbre beyin tiimoriine daha az yatkin olduklar

belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Axin2, beyin tiimorti, polimorfizm.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN BRAIN CANCER AND
AXIN2 GENE POLYMORPHISM IN A TURKISH POPULATION

Emine Giilsen GUNES
Master of Science Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ergiin PINARBASI
2009, 63 pages

In our study we aimed whether or not Ekzonl 148C>T, Ekzonl 432T>C,
Intron2 956+16A>G, Ekzon5 1365G>A, Ekzon5 1386C>T, Intron5 1712+19G>T,
Ekzon7 2062C>T and Intron7 2141+73G>A polymorphisms of Axin2 gene is related
to brain cancer development. In this study, 100 people with brain tumor as the patient
group and 100 healthy people as the control group are examined. Genotyping of
Ekzonl 148C>T, Ekzonl 432T>C, Intron2 956+16A>G, Ekzon5 1365G>A, Ekzon5
1386C>T, Intron5 1712+19G>T, Ekzon7 2062C>T and Intron7 2141+73G>A
polymorphisms of Axin2 gene has been performed by PCR and RFLP methods using
isolated genomic DNA.

After the statistical calculations, a significant relationship (p=0,022, p<0,05)
has been found between Exon5 1386C>T polymorphism and brain tumor
development risk, but no significant relationship has been found between the
polymorphism in other regions and the brain tumor development risk. Additionally,
it has been found that; compared to female, male with CT genotype in Exonl
148C>T region developed protection for brain cancer; individuals have pituitary
adenoma with TC genotype in Exonl 432T>C polymorphism region have brain
cancer tendency 8 times more than other patients; individuals with menengioma
having AA or GG genotypes in Intron2 956+16A>G polymorphism region have less
tendency to brain cancer than others; individuals have menengioma with TT
genotype in Exon5 1386C>T polymorphism region have brain cancer tendency 6,75

times more than others; and individuals have pituitary adenoma with GT genotype in

vii



Intron5 1712+19G>T polymorphism region have less tendency to brain cancer

compared to other patients.

Key words: Axin2, brain tumor, polymorphism.
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1. GIRIS

Tiimor baskilayici genler ve onlarin kontrol ettikleri sinyal yolaklari hiicre
proliferasyonu, farklilasma ve kanserde 6nemli roller iistlenirler. Bu genlerin aktivasyon
ya da inaktivasyonuna yol agan mutasyonlarin timdr gelisimi ile ilintili oldugu yapilan
birgok calismada ortaya konulmustur. Axis inhibisyon proteini 2 (Axin2) de bu tiimor
baskilayici genlerden biridir. Gen, insan kromozomunun 17q24 bolgesinde konuslanmis
2.5 kb uzunlugundadir. 10 tane ekzondan olusan gen, 843 amino asitlik (aa) bir protein
sifreler. Gen {irlini Wnt/B-katenin sinyal yolagimin negatif diizenleyicisidir ve timor
baskilayict olarak bu sinyal yolaginda gorev alarak bir¢ok kanserde gdzlenen Wnt
sinyalinin deregiilasyonunu sinirlar. Wnt yolagi omurgali gelisimi, hiicre ¢ogalmasi,
farklilagma ve karsinogenezde rol alan Onemli yolaklardan biridir. Bu yolagin
bilesenlerinde goriilen mutasyonlar kolon, melanoma, medullablastoma, hepatoselliiler
karsinoma ve uterus gibi cok cesitli kanser tiirlerine yol agmaktadir. Bu yolagin
bilesenlerinden biri olan Axin proteini olusan Adenomatdz Polipozis Koli (APC)
kompleksinde skaffold proteini olarak gorev alir ve B-katenin fosforliasyonunu GSK-3f3
ve CKla araciliiyla tesvik eder. Bu diizenleyici evre B katenin degredasyonuna kadar
uzanir ve proteinin sitoplazmada diisiik konsantrasyonda kalmasini saglar. Amino asit
disizi % 45 benzerlik gosteren iki tane AXin geni vardir ve herikisi de B-kateninin down-
regiilasyonundan sorumludur. Her iki genin de benzer islevleri olmasina karsin Wnt
aktivasyonuyla yalnizca Axin2 diizeyi yiikselmektedir. Dolayisiyla bu genlerde
meydana gelen bir degisim kanser gelisimi i¢in tetikleyici bir rol oynayabilir.
Polimorfizm de genlerde goriilen degisimlerdir. Genel olarak polimorfizm ayni tiiriin
bireyleri arasinda iki ya da daha fazla farkli formun var olmasi sonucunda ortaya
cikmaktadir. Polimorfizm biyo-gesitlilik, genetik varyasyon ve adaptasyon ile iligkili bir
cesit degiskenliktir. Evrimsel bir siirecin sonucu olan polimorfizm kalitilabilir ve
secilim yoluyla degistirilebilir. Bunun yani sira, molekiiler biyoloji alaninda yapilan
polimorfizm ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen bulgularin, bir¢ok hastalifa yatkinligin
belirlenmesindeki 6nemleri biiyiiktiir. Polimorfizm ve ¢esitli kanserler arasinda iligkinin

oldugunu gosteren bir¢ok arastirma vardir (De Roos A J. 2003).

Biz de calismamizda Tiirk populasyonunda Wnt/B-katenin yolaginda onemli
oldugu diistiniilen AXin2 geninin 8 farkli bdlgesindeki polimorfizmler ile beyin tiimorii

arasinda bir iliski olup olmadigin1 arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Axin2 Geni
2.1.1. Axin2 Geninin Yapis1 ve Fonksiyonlar

Axin ilk once farede tanimlanmis ve “fused” ya da”fu” olarak adlandirilmig bir gen
uriiniidiir, daha sonra ise Axin (Aksis inhibisyon proteini) olarak yeniden
isimlendirilmistir (Kanzaki H ve ark., 2006; Salahshor S ve Woodgett J. R. 2005). Axin
embriyonik gelisim siiresince axis olusumunun kontroliinde kritik bir role sahiptir. Wnt
sinyal iletimi aktivitesi, omurgalilarda dorsal-ventral duplikasyonu belirlemekte ve Axin
de bu sinyal iletim yolaginda negatif diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. Axin'in,
Wnt sinyal iletim yolaginin negatif diizenleyicisi olmasi diisiincesinden yola ¢ikilarak
yapilan c¢aligmalarda bir tiimdr baskilayic1 gen oldugu ortaya konulmus ve en az ii¢
farkli sinyal olusum yolaginda gorev aldigi belirlenmistir, SAPK (Stress-activated
protein kinase), TGFp (transforming growth factor ), ve Wnt sinyal iletim yolaklari
(Sekil 2.4) (Salahshor S and Woodgett J R. 2005).

Axin proteinleri Axinl ve Axin2 olarak iki ¢esittir. Axinl (Axin) ve Axin2 (Axil,
conductin) protein ve niikleotid diizeyinde %45 benzerlige sahiptir. Bu genlerin ayni1

zamanda kodlanmis kisimlar1 da benzer fonksiyonlara sahiptir. Insan Axinl geni;
v 16p13.3 kromozomal bolgede haritalanmistir.
v" Faredeki homologu ile %87 benzerlik gostermektedir.
v' Wnt yolagindaki B-katenin yikim kompleksinin esas bilesenidir.

v Axinl’in konsantrasyonu bu yolakta diger bilesenlerin yikim
konsantrasyonundan 1000 kez daha kii¢lik olmasiyla Axinl bu yolagin

smirlayict faktoriidiir.
v Bu yolakta siirekli exprese olur.
v" Axinl’in a izoformu 862 aa iken, b izoformu

exon 8’in splaysingi nedeniyle 826 aa’tir.



B Axin2 Elzon & splavs olur fizoform b
l Mutasyon bélgesi
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Sekil 2.1 Axinl geni

v" Bu splays bolge farkl tiirler arasinda korunmustur.

v N-terminalde APC’ye baglanma domaini olan RGS (G-protein sinyal

regiilatorii) domaini vardir.
v" Proteinin merkezinde GSK3p ve B-katenin baglama domainleri bulunur..
v C-terminali Dishevelled’in DIX domaini ile etkilesen bir domain igerir.
v’ Ayrica B-kateninin saperonu olarak da rol oynar.

Insan Axin2 geni;
v Axin1’in homologudur.
v" 'Wnt/B- katenin yolaginin negatif regiilatoridiir.
v Axin2, 2.5 kb’a denk gelen 10 exon ve 843 aa igerir.

v'ave b seklinde iki izoformu vardir. b izoformunda 65 aa’lik bir bolge igeren

exon 6 splays olmustur.
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Sekil 2.2 Axin2 geni

v Axin2 geni insanlarda 17q24’te bulunur.

v Axin2 de Axinl gibi APC, GSK3p ve B-katenin baglama domaini igerir.

v Bazi tiimor tiirlerinde 6rnegin meme kanserlerinde bu bélgede heterozigotluk

kaybinin oldugu bilinmektedir.

v Axin2 mutasyonu nedeniyle kolorektal kanserlerde B-katenin diizeyinde artig

gdzlenmistir.

v Artmig B-katenin konsantasyonuna yanit olarak hiicrede Axin2 exprese olur.

Axin2 proteini B-katenin degradasyonu icin gerekli olan bilesenler i¢in baglanma
domainleri icerir. APC’ye baglanan 81-200 amino asitleri arasinda bulunan N-terminal
G-proteini sinyal iletimi domaini, proteinin ortasinda sirasi ile 327-413 ve 413-476.
amino asitleri arasinda yer alan GSK3f ve B-katenin i¢in ayr1 baglanma domainleri, ve
bir dishevelled’in Axin dimerizasyonuna aracilik eden bir bdliimiine baglanan ve 761-
843 amino asitleri arasinda bulunan C-terminal (DIX) domaini igerir. Molekiiler
diizeyde Axin/conductin B-katenin’in fosforilasyonunda ihtiya¢ duyulan tiim bilesenleri
birbirine yaklastiran bir skaffold protein gibi gérev yapar (Behrens J ve ark. 1998; Ikeda
S., ve ark., 1998).

Axin2 genindeki degisimler farkli timor tiplerinde belirlenmistir. Mutasyonlarin

cogu APC ve [-katenin baglanma domainlerinde yer almaktadir. Ayrica, kolon,



yumurtalik, endometrium, adenokarsinoma, ve hepatoseliiler karsinoma hiicre
hatlarinda Axin dizi degisimleri bulunmustur. Bir¢ok c¢alisma c¢esitli tiimor tiplerinde
Axin’in rol aldigimi gdstermistir. Meme kanseri, noroblastoma ve diger tlimorlerde
kromozom 17q24’de AXin2 geninin yer aldigi bolgede heterozigotluk kaybi
gdzlenmistir. insan Axin2 bu nedenle, ¢oklu tiimdr tiplerinde gerekli olan ¢ok giiclii bir

adaydir (Salahshor S ve Woodgett J. R. 2005, Mai M, ve ark., 1999).

Son yapilan caligmalar Axin2 geninin bazi boélgelerinde meydana gelen
degisimlerin akciger kanseri, medullablastoma, kolon kanseri, ailesel dis gelisimsizligi,
karaciger kanseri, ve Alzheimer hastalig1 gibi bir¢ok alanda yatkinliga neden oldugunu
ileri siirmektedir. Ornegin bu ¢aligmalardan birinde Axin geninin 148. niikleotidinde
meydana gelen bir polimorfizmin Japon toplumunda akciger kanserine yatkinlik

olusturdugu belirlenmistir (Kanzaki H. 2006).

2.1.2. Axin2 Geninin Katildig1 Yolaklar
2.1.2.1.Wnt Yolag:

Wnt yolag hiicre cogalmasi, farklilasma ve hareketi ile gelisme ve morfogenez
icin hiicrenin kullandig1 en 6nemli yolaklardan biridir. Protein fosforilasyonundaki
degisimler Wnt sinyal iletim yolagmin diizenlenmesini saglayan ana bilesendir (Satoh
S. ve ark., 2000, Akiyama T., 2000, Wodarz A. and Nusse R, 1998). Wnt yolaginin ana
bilesenleri Axin, adenomatoz polipozis koli, glikojen sentaz kinaz (GSK3-GSKf ve
GSKa) ve beta katenin fosfoproteinlerdir ve fosforilasyonla aktiviteleri diizenlenir.
Uyarilmamis hiicrelerde GSKa ve  sitoplazmik beta katenini fosforile eder ve beta
transdusin tekrarlart igeren bir protein olan E3 ubikiitin ligaz i¢in tanima motifinin
olusmasini saglar. Ubikiitinlenen beta katenin hizli bir bigimde 26S proteozom
tarafindan parcalanir dolayisiyla beta kateninin sitoplazmik diizeyi diisiik tutulur.
Salinan Wnt ligandlar1 hiicre ylizeyindeki frizzled reseptorlerine baglandiginda heniiz
tam olarak anlasilamayan bir mekanizma ile Dishevelled (DVL) proteinini aktive eder.
Aktive olan DVL beta katenine baglanir ve GSKa ve [ tarafindan beta kateninin
fosforilasyonunu onler. Bdylece beta katenin parcalanmaz, birikir ve ¢ekirdege girer ve
orada TCF (T-hiicre reseptorii)/lenf enhanser baglanma faktorii 1 (LEF) olarak bilinen
transkripsiyon faktorii ile etkilesir. Bu etkilesim ¢esitli hedef genlerin (c-jun, c-myc,
siklin D1) tetiklenmesine aracilik eder. Cesitli yayinlar Axin’in bu etkilesimde skaffold

protein olarak iglev gordiigiinii ileri siirmektedir (Bellamy CO., ve ark., 1995). Axin wnt



yolaginda ise karigsan bir¢cok proteine direk baglanmakta ve dolayisyla da beta kateninin
fosforilasyonu icin gerekli APC, GSK gibi proteinlerin kompleks olusturmasini, onlarin
baglanacagi bir yer sunarak saglamaktadir. Burada beta katenin 6nemli bir rol alir ve
cesitli kanser tiirlerinde anormal bir ekspresyon ve yerlesim gosterir. Son yillarda
kanonikal olarak da adlandirilan Wnt yolag: bilesenlerinin tiimdr olusumu ile ilintili
oldugu diisiintilerek bir¢cok aragtirmanin {izerinde odaklanmasina neden olmustur. Beta
katenin miktar1 hiicrede siki bicimde APC-Axin-GSK pargalayict kompleks tarafindan
denetlenir. Bu komplekste yer alan APC kolorektal kanserlerin %70inde mutasyona
ugramaktadir. Beta katenin ve Wnt bu yolagin pozitif diizenleyicileri olarak goérev
yaptigindan protoonkogen olarak, APC ve Axin ise bu yolagin negatif effektorleri
oldugundan tiimor baskilayici gen olarak tanimlanmislardir (Ikeda S. ve ark. 1998,

Ikeda S ve ark., 2000).

2.1.2.2. TGFp Yolag:

Wnt yolagina benzer bicimde TGFp yolagi da Wnt ile uyumlu bi¢imde hiicre
cogalmasi, farklilagma, hiicre gocii ve apoptozis gibi ¢esitli hiicresel olaylar1 diizenler.
TGFp da karsinogenezde rol alir (Massague J, 1998). TGF-B reseptorleri TGF
effektorleri olan Smad proteinlerini fosforile eder. Fosforile olan Smadlar daha sonra
cekirdege girerek hedef genlerinin transkripsiyonunu saglarlar. Axin’in Smad3 igin
adaptor rolii oynayarak TGFp yolaginmi diizenledigi belirlenmistir. Axinl ve Axin2’nin
Smad3 ile, C-terminalinde bulunan ve beta katenin ile DVL’in baglandig1 domainlerin
arasinda bulunan bir domain aracilifiyla fiziksel olarak etkilesime girdigi belirlenmistir.
DVLnin Axin’e baglanmasi Axin aracili beta katenin downregiilasyonunu
saglamaktadir. Hem DVL hem de smad3 Axinin ayn1 bdlgesine baglanmasina karsin
biyokimyasal ¢aligsmalar ikisinin Axin’e baglanmak {izere yarigma igerisinde olmadigini
gostermistir. (Heldin C H. ve ark. 1997, Jass J R. ve ark. 1998). Reseptor aktivasyonu
ile Axin’e bagli smad3 TGFp reseptor 1 tarafindan fosforile edilir ve Axinle
olusturdugu kompleksten ayrilir. TGFP antionkogenik faktdrlerden biridir ve Wnt
yolaginda cekirdekteki beta katenin sinaylini inhibe eder. Bu 6zelligi nedeniyle (bir
yandan wnt yolagmin negatif regiilatorii ve TGFP yolagmin pozitif regiilatorii) ikili bir
rol Ustlenir. Bu iki yolaktaki diizensizlikler insan kanser hiicrelerinde siklikla gozlenir

(Furuhashi M. ve ark., 2001).



2.1.2.3. SAPK/JNK Yolag

SAPK/INK (stresle aktive protein kinaz/JUN N-terminal kinaz) sinyal iletim
yolag1 strese bagl olarak hiicrede aktive olur. Bu yolak normal fizyolojik siire¢lerde de
gorev alir. Bunlar arasinda doku morfogenezi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre yasamim
siirdiirme ve hiicre 6liimii sayilabilir (Leppa S., ve ark. 1998). Hiicre tipi ya da aktive
olan yolaga bagl olarak bu yolak hiicrenin hayatta kalmasini yada apoptozisin
gerceklesmesine aracilik eder. Hiicrede Axin miktarin artis1 bu yolagi aktive eder ve
MEKK (mitojen aktive protein/ekstraselliiler regiile kinaz kinaz kinaz) aktivasyonuyla
da apoptozisi tetikler. Axin iizerindeki MEKK etkilesim domaini APC ve GSK3
baglanma bolgeleri tarafindan c¢evrelenmistir. Axin’in C-terminal domaini bir
oligomerizasyon domaini icerir ve bu domain SAPK aktivasyonu ig¢in gereklidir.
Axin’in apoptozisi indiiklemedeki etkisi SAPK/JUN aktivasyonu ve [-katenin
destabilizasyonu ile ger¢eklesir. Axin-MEKK interaksyionunu takiben SAPK/JNK
aktivasyonu apoptozise direngli olan kanser hiicrelerinde Axinl mutasyonuyla beraber

tanimlanmustir (Schaeffer HJ.,ve ark. 1999, Clevers H., 2000, Aaltonen LA., 2000).

Wat Sinyal fletimi TGFB Sinyal iletimi SAPK Sinyal iletinj

Hayatta Kalm Wht Gelisim Yolag Stres Yolag

Yolag: v
Frizzled

@B Catenin

SAPK

p-Katenin Apoptozis

Degradasyonu

Sekil 2.3 Axin proteininin gorev aldig1 sinyal iletim yolaklar1
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AXin gen ailesinin ¢esitli tiirlerde varligi gosterilmistir. Axinl (basit olarak axin)
ve Axin2 (Axil ya da conductin) niikleotit diizeyinde %45°1ik bir benzerlik gosterirler ve
kodladiklar proteinler fonksiyonel olarak benzer goziikmektedir. AXin geni insan, rat,
fare, tavuk, ve Xenopus’da korunmus bir gendir (Hedgepeth C. M. ve ark.. 1999).

Axinl geninin insan homologu kromozom 16p13.3’de haritalanmistir. Fare
embriyogenezi siiresince devamli olarak eksprese olan Axinl B-katenin degradasyon
kompleksinin esas olarak eksprese olan bilesenidir ve diislik diizeylerdeki Wnt sinyal
iletimi aktivitesinin korunmasinda esastir. Axinl’in 862 amino asitlik polipeptidi
kodlayan “a” ve 826 amino asitlik polipeptidi kodlayan “b” izoformu olmak iizere iki

izoformu vardir (Salahshor S. ve Woodgett J. R. 2005).

Sinirli bigimde eksprese olan Axin2 B-katenin ile olan etkilesimi nedeniyle
tanimlanmistir. AXin2 artan B-katenin konsantrasyonlarina yanit olarak artan diizeyde
eksprese edilir ve Wnt sinyalinin siiresini ve siddetini sinirlayict olarak is gormektedir.
Molekiiler ¢aligmalar, AXin2 geni’nin insanlarda kromozom 17q23-24’de yer aldigini,
cDNA’sinin 2529 bg¢ okuma gergevesi igerdigini ve toplam 10 ekzona sahip olan 843
amino asitlik bir proteini kodladigini gostermistir. Ayrica insan AXin2, rat ve fare
homologlar1 ile karsilastirildiginda %89’luk bir amino asid benzerligi gosterir
(Salahshor S. and Woodgett JR., 2005, Mai M., ve ark. 1999, Yamamoto H.,ve ark..
1998, Wiechens N., ve ark. 2004).

2.2. Primer Beyin Tiimorleri
2.2.1. Giris

Beyin tiimorleri tiim kanserler (%1.4) ve kanserle ilgili 6liimler (%2.4) arasinda
cok kii¢iik bir paya sahiptir. Bununla birlikte bu tiimdrlerin ¢ogu 6liimciil olup, 6limciil
olmayanlar1 da beyin fonksiyonlarina zarar verdiginden giinlik yasami kotii sekilde
etkilemektedir. Amerikan Kanser Birligi’nin (The American Cancer Society (2006)) bir
arastirmasina gore, 18,820 bireye malign beyin tiimorii tanist konmus ve bu bireylerin
12,820 ayni yil beyin tiimorii dolayisiyla Olmiistiir. Beyin tiimoérleri genel kanser
nedeniyle oliimler arasinda 10. sirada yer alirken 20-39 yas arasi kadinlarda 5. sirada
yer almaktadir. Ayrica 20 yas alti genclerde 6liim nedeni olarak beyin tiimdrleri
l6semiden sonra 2. sirada yer almaktadir (Jemal ve ark., 2005).

Yiiksek Olim oranit nedeniyle 6zellikle glioblastoma tanist konmus hastalar

arasinda beyin tlimorleri 6nemli bir Oliim sebebidir ve bu durum etiyolojisinin
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anlasilmasindaki ilgiyi daha da pekistirmektedir. Epidemiyolojik calismalari
giclendirmek miimkiindiir. Birincisi, beyin tiimorii tipleri ile demografik
karakteristiklerine goére, beyin tiimoriiniin insidans ve mortalitesinin tanimlayici
caligmalarmi yapmak (Srnegin, yas, cinsiyet ve cografik dzellikler gibi). Ikincisi, beyin
timorii olan insanlarin Ozelliklerini belirlemek ve saglikli bireylerin 6zelliklerini
analitik olarak karsilagtirmaktir. Ayrica, epidemiyolojik analizler beyin tiimdrlerinin
molekiiler olarak siniflandirilmasi, hastaligin olusum siirecindeki genetik roliin daha iyi

anlasilmasini saglayacaktir.
2.2.2. Primer Beyin Tiimoriiniin Epidemiyolojisi
Amerikada beyin tiimdrleri verileri lizerine olusturulmus iki biiylik program vardir.

IIki National Cancer Enstitute’ niin bir programi olan Surveillance Epidemiolgy and

End Results (SEER, http://seer.cancer.gov), ikincisi ise Central Brain Tumor Registry

of the United State (CBTRUS, http://cbtrus.org) programidir. Her iki kurulusta farkli

veri tipleri ile 6nemlilik arz etmektedir. SEER programi malign primer beyin tiimdrleri
iizerinde veriye sahipken, CBTRUS her iki tiirdeki yani hem malign hemde benign
beyin tiimorleri konusunda veri sahibidir. Her iki programda da Amerika’daki beyin

tiimorlerinin mortalite ve insidansina ulasmak miimkiindiir.

2.2.2.1. insidans:

Yakin zamanda CBTRUS’ in yaptig1 bir ¢alismada (1998-2002 yillar1 arasinda
toplanan veriler) tiim primer malign ve benign beyin tiimorleri ile merkezi sinir sistemi
(Central Nervous System, CNS) tiimorleri yilda 100,000 kiside 14,800 kisi de
goriilmiistiir. Bu tablo daha detayli incelendiginde yilda 100,000 kiside 7438’ ine
malign beyin tiimorii tanist konumustur. SEER programinin yakin zamandaki bir
raporuna gore ise (1994-2003 yillar1 arasinda toplanmis veriler) yillik primer malign
beyin tlimori ve CNS tiimérlerinin insidansi 100,000 kiside 6400 kisidir. Erkeklerde bu
oran (7600 kisi), kadinlara gore (5300 kisi) daha yiiksektir. CBTRUS programinin
pediatrik beyin tlimorleri i¢in veri tabanlar1 da oldukga genistir. 0-19 yas aras1 ¢ocuklar
icin primer malign ve benign beyin tiimdrleri ile CNS beyin tiimoérlerinin insidansi yilda
100,000 kisi de 4280 kisidir. Ayn1 sekilde erkekler arasinda (yilda 4490 kisi) kadinlara
gore (4040 kisi) da yaygindir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).



2.2.2.2. Mortalite ve Hayatta kalim Oram

The American Society’nin bir raporuna gore 2006 yilindaki bir raporuna goére
12,820 Oliimiin primer malign ve CNS beyin tiimorlerinden kaynaklandigi tespit
edilmigtir. Bu degerin yilda 100,000 kiside 4600 degerine tekabiil ettigi SEER
programinca rapor edilmistir (2000 yilindaki U.S. popiilasyonu baz alinarak).
SEER programinin bes yil boyunca kaydettigi datalara gore hayatta kalim orani
erkeklerde %33,2 kadinlarda ise %36’dir. Bu oran yasla birlikte dikkat ¢ekici bir sekilde
azalmaktadir. 20 yas altindaki c¢ocuklarda hayatta kalma orani yaklasik %65tir. Bu
deger 45-54 yas arasi yetigkinlerde dramatik bir sekilde diiser (%28,1), bu oran 75 yas
ve lizeri yetiskinlerde sadece ve sadece %4 tiir. Beyin kanseri tiirlerinden biri olan
glioblastoma biitiin yas gruplarinda 2-5 yillik stire ile takip edildiginde hayatta kalma
orani en az olandir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

Iki yillik hayatta kalim oram 45 yas oncesi tan1 konanlar igin yaklasik %30 dur ve
bu oran yasin artmasiyla dramatik olarak azalmaktadir, 75 yas ve iizeri yetiskinlerde ise
oran %2 den daha azdir. Glioblastomal1 ve diger histolojik tiplerdeki beyin tiimdrii olan
hastalarin bes yillik hayatta kalim oranlar 6zellikle yashlarda ¢ok kotiidiir. Her ne kadar
hayatta kalim oranlar1 i¢ agici olamasa da , malign beyin tiimorii ve CNS tiimdriiniin
yasam boyu olma riski ¢ok diisiiktiir, erkekler i¢in %0,67, kadinlar i¢in %0,51, 6liim
riski ise erkeklerde %0,49 kadinlarda ise %0,39 dur (Sawaya R. ve Alfred Yung WK.,
2007).

2.2.2.3. Insidans ve Mortalitedeki Egilim

Beyin tiimorlerindeki insidans ve mortalite orant 1960’1in sonlarindan itibaren
artmistir. Yaglilar arasinda mortalite ve insidanstaki bu artis neredeyse iki kati1 kadardir.
Insidans ve mortalite gocuklarda da artmistir, yayginligi kiiciik olsa da %35 oranindadir.
Bu konudaki raporlarin artmasinin nedeni bilgisayarli tomografi (CT) ve manyetik
rezonans (MR) gibi tanidaki teknolojik gelismelerin olmasidir. Diger bir artis nedeni de,
uzun bir ortalama yasam iimidi, tibbi uygulamalardaki degisime ve gelismeler ve beyin
cerrahlarin istiin yetenekleridir. Beyin tiimorlii cocuklarda insidan ve mortalitesinin
artmasinin nedeni, bu oram arttiracak durumlara maruz kalmalaridir. Bununla birlikte
birka¢ cevresel faktorde beyin tiimorii insidansinda gegici egilimler ile ilgilidir. Ayrica
beyin kanserindeki egilimlere yonelik ¢alismalar ile oranlar1 kiyaslarken ii¢ ana faktore
dikkat edilmelidir; referans popiilasyonunun yas ayarlamasina, malign olmayan beyin

timorlerinin de dikkate alinmasina ve metodolojik farkliliklara. Biitiin bu faktorler
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analizin yOniinii biliylik oranda etkileyecektir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

2.2.2.4. Yas, Cinsiyet ve Etnik Koken Farkhiliklar:
Yas

CBTRUS programina gore tiim primer beyin tiimorleri i¢in baslangic yas1 53
olarak belirlenmistir. Bununla birlikte glioblastoma ve menengioma igin ortalama
baslangi¢ yas1 olarak yetiskinler arasinda 62 yas ile ikinci sirada yer almaktadir. Daha
da onemlisi yas etkisi tiimoriin histolojik tipi ve bulundugu bolgeyi onemli derecede
degistirir. Ornegin, glioblastoma ve astrositoma insidans1 65 ve 74 yaslarinda pik yapip
sonra azalirken menengiomada artan yasla birlikte insidansta artan bir siireklilik vardir.
Clinkii baz1 kanserler, ge¢ yaslarin hastaligi olarak bilinir. Ancak beyin tiimdrlerinin
epidemiyolojisindeki ilging bir 0Ozellik de gen¢ yastaki c¢ocuklarda primitif
noroektodermal tiimorleri (PNEG) ve medulloblastomalarin insidansinin pik yapmis
olmasdir.
Cinsiyet

Cogu beyin tiimorleri ile ilgili epidemiyolojik bulgular, néroepitel tiimorlerin
erkekler arasinda, menengial tlimorlerin ise kadinlar arasinda yaygin oldugu konusunda
birbirleri ile uyumludur (Counsell and Grant, 1998, Surawics ve ark., 1999). Ornegin,
glioma insidans1 erkeklerde %40 olarak kadinlardan daha yiiksek iken, menengioma
insidans1 %80 olarak ¢ok yiiksektir. Biyolojik ve sosyal faktorler cinsiyet oranlarindaki
farkliliklar1 etkileyebilir. Ancak tani olarak bu etkiler belirlenmemekle beraber, bu
faktorlerin beyin tiimdrii etiyolojisi kapsaminda bulundugu goz ardi edilmemelidir.
Etnik Koken

Beyin tiimorii insidanslarinda etnik ve cografik varyanslari, yeterli saglik
kosullarinin olmadig1 bazi populasyonlarda yorumlamak zordur ve bu nedenle varolan
raporlarda da tutarsizliklar mevcuttur. Risk faktorleri igindeki kiiltiirel, etnik ve cografik
farkliliklar tiimor insidansindaki farkliliklart etkileyebilir. Japonya’daki malign beyin
tiimori insidansi kuzey Avrupanin yarisindan azdir. Amerika’da ise gliomalarin biiyiik
bir kismi1 beyazlarda siyahlardan daha fazladir. Menengiomalarda ise, durum neredeyse
esittir. Bu farkliliklar siyah ve beyazlar arasindaki tani uygulamalar1 ya da saglk
bakimlar1 agisindan bir farklilik olmasindan dolay1 degildir (Surawics ve ark., 1999).
Amerika ile diinya geneli arasinda beyin tiimorii insidansi arasindaki cografik
degisiklikler, yiiksek risk ile diisiik risk bolgeleri arasindaki degisikligin 4-5 kati

kadardir. Tersine, akciger kanserinde goriilen cografik farklilik etkisi 20 Kkat,
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melanomada ise 150 kattir (Inskip ve ark., 1995).

Amerika’daki Kanserden Oliim Oraninin Atlasina gore (Devasa ve ark., 1999),
1970 ile 1994 yillar1 arasinda malign beyin tiimodriinden en yliksek 6liim orani giliney ve
orta bati ile pasifik kuzeybati beyazlarinda olurken, en diisiik oran ise Ingiltere ve
giineybatidadir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

Ciddi caligmalar Amerika dogumlu olanlar ile yabanci uyruklu Amerika’lilar
arasinda kanser riskinin farkli oldugunu géstermistir (Wrensch ve ark., 2002). Ornegin,
Amerika’da dogmus bir kadin ve erkegin beyin kanseri, mide kanseri ve enfeksiyondan
Olim riski, yabanci uyruklu bir Amerikaliya gore daha disliktiir. Bu sunu da
gdstermistir, Ispanyol olmayan beyazlarda, beyin malignansilerindeki insidansini beyaz
ispanyollar, siyahlar, cinliler, japonlar ve filipinlilere goére daha yliksek yapar.
Tiimorlerin molekiiler alt yapisinda etnik degisikliklerin de olduguna dair kanitlar vardir
(Wrensch ve ark., 2002). Bir ¢aligmada beyazlarin beyaz olmayanlara gore p53 gen
mutasyonlu astrositik gliomaya 3 kat daha yatkin oldugu gdsterilmistir. Baska bir
alismada Japon hastalarin menengiomali beyaz hastalara gore daha fazla pl6™*

genindeki mutasyon ve delesyonlara sahip olduklar1 bulunmustur.

2.2.3. Molekiiler Genetik Farklihklari ile Histolojik Karakteristiklerine Gore

Tiimor Tipleri

Histolojik karakteristikleri ve bulundugu bolgeye gore siniflandirilan beyin

tiimorleri invazyona ve kotli huylu olmalarina gore de siniflandirilirlar.

Glioma (Astrositik Tiimorler)

Astrositik  beyin tlimoérleri, morfolojik karakteristiklerine, CNS ig¢indeki
lokasyonuna, biiyiime potansiyeline, invazyon genisligi ve ilerleme yoniine, yas ve
cinsiyet dagilimlarma gore farkli neoplazmalarin genis bir araligin1 kapsar.
Astrositomlarda ciddi kromozomal bozukluklar oldugu kaydedilmistir. Astrositik
tiimorlerin %40’1inda p53 geni mutasyonu rapor edilmis ve 6zellikle geng yetiskinlerde
cocuklardan daha fazla oranda goriilmiistiir. p16 geninin her iki kopyasinin delesyonu
ve yeniden diizenlenmeleri ileri sathalardaki astrositomlarda yaygindir. 10°ncu
kromozom delesyonlar1 da yine ileri sathadaki astrositomlarda goriiliir (Sawaya R. ve

Alfred Yung WK., 2007).
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Oligodendrioglioma

Oligodendrioglioma tipik olarak serebrumda olusur ve yetigkinlerde, ¢ocuklardan
daha cok, kadinlarda ise erkeklerden daha yaygin goriiliir. Bu tiimdrler serebrospinal
stv1 yolu ile metastaz yapar ve prognozu ve hayatta kalim orani diger gliomlara gore
genel olarak daha iyidir. Oligodendriogliomlar, kromozoml, 9, 19, ve 22’de
karakteristik bolge kayiplart sergiler. Bu tiimdrlerde pl16 geninde homozigot delesyon,
10°’ncu  kromozomda heterozigotluk kaybi1 ve epidermal growth faktorde de
amplifikasyonlar goriiliir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

Ganglioma

Gangliomlar sadece cerrahi miidahale ile biiyiik oranda tedavi edilirler. CNS
gangliomlar1 ¢ocuklarda yetiskinlerden daha sik goriiliir. Fakat, cinsiyet ya da etnik
farklilik insidansi etkilemez. Cogu olgular 30 yas alti bireylerde goriiliir. TSC2
(Tuberous Sclerosis 2) geninde goriilen mutasyon bireyde sporadik gangliomlarin
olusumuna zemin hazirlayabilir. Ayrica kromozom 7 ve 9’daki genetik degisimler bu

timorlerle ilgilidir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

Medullablastoma

Medullablastomlar tiim beyin tiimorleri arasinda %3-5 iken ¢ocukluk ¢agi beyin
tiimorlerinde %25 oraninda goriiliir. Yetigkinlerde de goriiliir ancak 3-8 yas arasi
cocuklarda goriildiigii kadar degildir. Bu tiimorler ile ilgili delesyonlar 17p’de ve daha
az siklikla 2p, 6q, 10q, 11p ve 16q’dadur.

Ependioma
Ependiomlar 6zellikle 20 yastan daha kiiciik ¢cocuklarda goriiliir. 3 yas Oncesi
cocukluk caginda %30 oraninda goriiliir ve ¢ocukluk donemi ependiomlar yetigkinlik

donemindeki ependiomlardan daha agresiftir.

Menengioma

Meninkslerin iyi huylu tiimorleri tiim beyin tiimorlerinin %10-20 kadaridir.
Menengiomlar adaletli bir yas dagilimina sahiptir. Orta yas grubunda pik yapar. Ancak
cocuklarda ¢ok nadir goriiliir (%2’den daha az). Menengiomlar kadinlarda erkeklerden

2 kat daha sik goriiliir. Biiylik oranda kromozom 1 iizerindeki delesyonlar ile ilgilidir.
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Daha az oranda 6q, 9q ve 17p kromozomlarinda delesyonlar ve p53 genindeki

mutasyonlar ile ilgilidir.

Schwanom

Schwanomlar tipik olarak kafatas ile ilgili sinirlerin tiimorleridir ve primer beyin
tiimorlerinin %8’ni olusturur. Bu tiimorler kadinlarda erkeklerden iki kat daha fazla
yaygindir ve cogunlukla orta yash hastalarda goriliirler. Birka¢ schwanomada 1p
kromozomunda kayiplar, 11q kromozomunda ise kazanimlar saptanmistir(Sawaya R. ve

Alfred Yung WK., 2007).

Chordoma

Nadir goriilen neoplazmlardir. 30 ve 50’li yaslardaki hastalarda baskin goriiliir
ve erkeklerde baskinligi azalir. Bu tiimorlerin genetik aragtirmalar1 azdir. Bununla
birlikte baz1 ¢calismalarda tlimor baskilayici genlerde ya da genlerdeki hata onariminda

dengesizlik oldugu goriilmiistiir(Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

2.2.4. Risk Faktorleri

Epidemiyolojik ¢aligmalarin sayilarinin artmasina ragmen primer beyin
timorlerinin risk faktorlerinin dogast ve dnemi hakkinda ortak bir goriis yoktur. Fakat,
caligmalarin ¢ogu gliomalarla ilgili olup menengiomlarla ilgili ¢aligmalar da

mevcuttur(Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

2.2.4.1. Genetik Yatkinlik ve Ailesel Birikim

Primer beyin tiimoérleri ve diger kanserlerin patogenezini agiklamak igin
genetiklerinin yapilarinin  incelenmesi O6nemli rol oynar. Kanserlerde genetik
degisimlerin birikimleri sonucunda gelistigini ve bu degisimler ile immiin sistemin
yikim mekanizmasindan kacip hiicrelerin dengeli kontrol mekanizmalarindan ¢ikarak
hiicre sayilarinin normal dist arttigina inanilir. Kalitimsal ya da sonradan edinilmis
degisimlerin (6rnegin, hiicre hayat dongiisiinii kontrol eden p53 genindeki gibi) kanser
olusumuna sebep olduguna dair isaretler vardir. Beyin tiimorlerinin olusumunda
gozlenen genetik ve ailesel faktorler daha Onceki ¢alismalarda gozden gegirilmistir

(Bondy ve ark., 1994; Minn ve ark., 2002; Wrensch ve ark., 2002). Biolojik olasiliklarin

14



gerceklesmesi ve ciddi sonuglart nedeniyle belirli genlerin primer beyin tiimoriine katk1

saglayabilecegi genel anlamda kabul gérmiistiir.

Cizelge 2.1 Menengisler ya da Noroepitellerin primer beyin tiimorleri i¢in potansiyel

risk faktorleri ve gecgerli bulgular

Risk Faktorii

Gecerli Bulgularin Ozetleri

Genetik yatkinlik ve ailesel birikim:
kalitimsal sendromlar ve beyin tiimdrlerinin
ailesel Oykiisii (tuberous sclerosis,
ndrofibromatozis tipl ve 2, nevoid bazal
hiicre karsinoma sendromu, Li-Fraumeni
ailesel kanser sendromu [kalitimsal p53
mutasyonlari]); DNA onarimindaki 6nemli
polimorfizmler, hiicre dongiisii regiilasyonu,
karsinojen metabolizasyonu ve immiin

fonksiyon genleri

Iyonize ve non-iyonize radyasyon: iyonize
radyasyon (tedavi ya da tan1 amacl),

elektromanyetik alanlar ve mobil telefonlar

15

P53 ya da diger hiicre dongiisii
diizenleyen genlerin (6rnegin, p16,
RB, MDM?2) mutasyonlari ailelerdeki
artmis risk icin muhtemel
sorumlulardir

Cokca maruz kalinan c¢evresel etkiler
ve gen cevre etkilesimleri ailelerdeki
artmis risk icin olasidir

Bu genlerdeki polimorfizmler
(6rnegin, glutatyon-S transferaz,
sitokrom p450, N-asetiltransferaz,
ERCCI ve ERCC2) ¢ok biiyiik
olasilikla ailelerdeki risk artigindan
sorumludur

Diisiik doz tedavi amacgh
radyasyonlarin gliomalar,
menenjiomalar ve sinir kilif tiimorleri
icin risk faktorii oldugu kesinlesmistir
Tan1 amagli radyasyona maruz
kalmak karmasik sonuglara yol agar.
Elektromanyetik alan ¢aligsmalari
karmagik sonuglara sahiptir

Mobil telefon ¢alismalarinda 6nemli
bir iligki goriilmemistir. Bununla
birlikte, uzun siireli kullanimin etkisi
izerine son zamanlarda yapilan

caligmalar devam etmektedir



Cizelge 2.1(devami) Menengisler ya da Noroepitellerin primer beyin timdérleri i¢in potansiyel

risk faktorleri ve gecerli bulgular

Risk Faktorii Gegerli Bulgularin Ozetleri
Mesleki maruz kalimlar: sentetik kauguk ve e Beyin tiimdrii riski ile mesleki
polivinil klorit fabrikalari, petrol rafineri ve hastaliklar arasinda bir baglanti tespit
iiretim yerleri, lisansl pestisit uygulamalari, edilememistir

zirai igyerleri ve ebeveynlerin is yerlerindeki e Belirli endiistriyel alanlarda

maruz kalimlar calisanlarda artan beyin timori

mortalitesi goriilmiis fakat bulgular
istatistiksel olarak anlam ifade
etmemektedir
e Prenatal ve postnatal maruz
kalimlarda riskin arttigina dair higbir
kanit goriilmemistir
Yasam stili faktorleri: beslenme, sigara ve e N-nitrozo bilesiklerinin, sebze ve
alkol kullanim1 meyvelerdeki vitamin zenginliginin
azalmasi beyin tiimdri riskini arttirir
e Sigara i¢imi iizerine yapilan
caligmalarda bir sonuca
varilamamistir
e Prenatal alkole maruz kaliminin beyin
tiimorii riski agisindan ¢ok az ya da
hig etkisi yoktur
e Sarap ve bira yetiskinlerde beyin
tiimoriine kars1 ¢cok hafif diizeyde

koruyucu etki yaratir
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Cizelge 2.1(devami) Menengisler ya da Noroepitellerin primer beyin tiimorleri i¢in potansiyel

risk faktorleri ve gecerli bulgular

Risk Faktorii Gegerli Bulgularin Ozetleri

Tibbi 6ykii ve ilag kullanimi: bag travmasi ve e Bastaki bir travmanin akustik nérom

nobetler; ilag kullanimi ve menengioma riskini arttirdigi
stiphelidir

e Bas agrisi, uyku ve agr ilaglar1 beyin
tiimorlerine karsi koruyucu olabilir

e Diiiretikler ve antihistaminikler
menengioma i¢in riski arttirabilir

e Diger haplarin etkisi saptanamamigtir

Enfeksiyon ajanlar1 ve immiinolojik yanit: e Baz viriisler beyin tiimdri riskini
grip, zona, BK ve JC viriisleri; toksoplazma arttirir
gondii; allerjiler e Varisella zona viriisii ve alerjiler

beyin tlimoriine karsi olasi bir

koruyuculuk saglayabilir

Kaynaklar: Bondy ve ark., 1994; Berleur ve Cordier, 1995; Wrensch ve ark., 1997,
2002; Minn ve ark., 2002.

2.2.4.2. Iyonize ve Non-iyonize Radyasyon

Iyonize radyasyon

Tedavi amagh iyonize radyasyon beyin tiimorleri ig¢in sadece ¢evresel bir risk
faktorii olarak tespit edilmistir. Cogu ¢alismada radyasyona maruz kalmanin glioma
olusum riskini az oranda arttiracag: tespit edilmistir. Niikleer tesisler ve niikleer madde
dretiminin beyin tiimorii riskini ¢ok az oranda etkiledigi, ancak spesifik olarak
radyasyon ya da kimyasallara maruz kalimin etkilemedigi ¢ogu c¢aligmada tespit
edilmistir. Ancak pilotlar arasinda beyin tiimorii kaynakli oliimlerdeki artisin ¢ok
yiikksek rakimlardaki radyasyonun potansiyel rolii nedeniyle olmasi konusundaki

raporlar diger ¢alismalarla ortiismemektedir.
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Elektromanyetik alanlar

Ikamet edilen yere gore elektromanyetik alanlarm saglik iizerine potansiyel
etkisi konusunda yapilan ¢alismalarda, yasadiklari evleri yliksek elektromanyetik alana
maruz kalan cocuklarda 16semi ve beyin timori riskinin arttigr gorilmistiir.
Elektromanyetik alanlar ile beyin tiimorii arasindaki iligkinin ne nedeni kanitlanmis, ne
de elektromanyetik alanlarin beyin tiimorii {izerinde risk olusturmasinin aksi

ispatlanmistir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

Mobil telefonlar

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda beyin tlimori riski ile analog cep
telefonlarinin  kullanimi arasinda 6nemli ya da kayda deger herhangi bir iliski
bulunamamistir. Bunun yami sira, dijital cep telefonlarinin da risk olusturup

olusturmadig1 heniiz belirlenmemistir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

Mesleki Maruz Kalimlar

Insanlar calistiklar1 is yerlerinde genis bir kanserojenik potansiyele sahip
kimyasal, fiziksel ya da biyolojik ajanlara maruz kalabilirler. Ozel isyerlerinde bu
ajanlara maruz kalan beyin tiimorlii bireyler olmasina ragmen giiclii bir aralarinda bir

baglanti olup olmadig: sliphelidir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

Ebeveynlerin Mesleki Maruz Kalimlari

Ebeveynlerin meslek hastaliklarina maruz kalmasi c¢ocuklarda kanser riskini
arttirabilir. Gebelikten 6nce babanin DNA’sindaki degisim ya da prenatal donemde
anenin maruz kalimi, direkt olarak fetus gelisimini etkiler. Bununla birlikte post natal ya
da fetal bebeklerde 6nemli kanit bulunmaz iken, prenatal ve postnatal caligmalarin

sonugclari birbirleri ile uyusmamaktadir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

2.2.4.3. Yasam Stili Faktorleri
Beslenme

N-nitrozo  bilesiklerinin  beyindeki karsinojenik etkilerinin  potansiyel
mekanizmalari tespit edilmistir. Cocukluktaki beyin tiimorleri prenatal ya da postnatal

donemde bu bilesiklere maruz kalimlar nedeniyledir. Prenatal ya da erken c¢ocukluk
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doneminde maruz kalinmasi yetigkinligin baslarinda tiimorlerin  olusum riskini
arttirmas1 miimkiindlir. Fakat, bugiin tiimoér gelisimi hakkinda ¢ok fazla sey

bilinmemektedir.

Sigara ve alkol kullanim

Kanser ile ilgili epidemiyolojik caligmalar ¢ogunlukla sigara ve alkol gibi
karsinojenik maddelerin kullanimi ile ilgilidir. Sigara baslica ¢evresel kaynakli
karsinojen olmasina ragmen, yetiskin ya da ¢ocukluk dénemi beyin tiimorii ve sigara
icme aligkanliklarina gore yapilan calismalarda genellikle Onemli bir kanita

rastlanmamistir (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

2.2.5. Molekiiler Biyolojik Calismalarda Primer Beyin Tiimorii

Potansiyel prognostik ve diagnostik belirte¢ olarak calisilanlarin basinda gelen
en yaygin sitogenetik ya da molekiiler belirte¢ler kromozomlarin 1p kollari, 19q
delesyon bolgeleri ve O°-metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) promotor
metilasyon bolgesi ve epidermal growth faktor reseptdr (EGFR) gen amplifikasyon ya
da over ekspresyondur. Diger potansiyel belirteclar ise, kromozomlarin 9p ve 10q
delesyon bolgeleri ve EGFRVII, PTEN, TP53 ve P16™"* amplifikasyonu,
overekspresyonu ya da mutasyonudur (Sawaya R. ve Alfred Yung WK., 2007).

2.3. Polimorfizm Tanimi ve Genetik Polimorfizm

Poli ve morfizmos kelimelerinden olusan polimorfizm, eski Yunanca’da “cok

sekillilik” anlam1 tagiyan bir sozciiktiir.

Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda, farkli allellere bagli olarak, genetik

olarak belirlenmis iki ya da daha cok alternatif fenotipin goriilmesidir.

Popiilasyon genetikgileri, bir gen lokusu i¢in, nadir alleller en az %1 frekansina
sahip ve bu alleller i¢in heterozigotlar en az %2 oraninda goriiliirlerse polimorfik olarak
tanimlarlar. Popiilasyon genetigi acisindan belli bir frekansa gereksinim olmasina
karsin, molekiiler biyoloji agisindan, frekansin 6nemi olmayip, bir ailede dahi goriilen

varyant, polimorfik olarak adlandirilmaktadir.

Polimorfizmler, tiirlerin bulunduklar1 ortama adaptasyonlarini kolaylastirarak,

evrimsel siirecte ayakta kalabilmelerine olanak verir.
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Polimorfizm, tiim birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu
bilesiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin
morfolojik 6zelliklerinde (kromozomal polimorfizm) ya da DNA diizeyinde niikleotid

farkliliklart (DNA polimorfizmi) seklinde goriilebilir.

Genetik polimorfizmlerin belirlenmesinde PCR (Polymerase Chain Reaction),
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorpfism), VNRT (Variable Number of
Tandem Repeats: degisken ardisik tekrarlar), SSCP (Single Stranded Conformational
Polimorphism: tek iplikcik yapisal ¢esitlilik), Allel Spesifik Oligoniikleotid (ASO) gibi
laboratuar yontemleri kullanilmaktadir. Polimorfizm c¢alismalarinda elde edilen
bulgular, hastaliklara yatkinligin belirlenmesinde ve tedavinin yonlendirilmesinde 6nem

tagimaktadir (Liileci G. ve ark., 1995).

2.3.1. Tek NUkleotid Polimorfizmi (SNP)

Adindan da anlagilacagi gibi bu polimorfizm tipinden tek bir niikleotid
sorumludur. SNP’lerin ¢ogu, tek bir niikleotidin bir baska niikleotidle yer degistirmesi
seklindedir. Ancak SNP tanimi, tek bir niikleotidin insersiyon ya da delesyonunu da
icerir (Basit Indel Delesyonlari). Bazi SNP’ler ise kesim bolgelerinde degisimlere yol
acar (Kesim Bolge Polimorfizmleri, RSP: Restriction Side Polymorphism). Insan
genomunun yaklagik %1,5’1, kodlayan DNA dizileri icerir ve SNP’lerin ¢ogu intron ve
intergenik diziler gibi kodlama yapmayan DNA boélgelerinde sekillenir (Akgiin E.,
2007).

2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), ilgilenilen spesifik DNA dizilerinin, iki
oligoniikleotid primeri kullanilarak enzimatik olarak sentezlendigi bir in-vitro
molekiiler biyoloji teknigidir. PCR ile insan genomik DNA’s1t gibi kompleks DNA
kaliplarindan spesifik DNA boélgelerinin sentezinin birkag¢ saat i¢inde gerceklestirilmesi
ve c¢ok az miktarda DNA ile ¢alismaya olanak saglamasi, bu teknolojinin
yayginlagmasinda baslica neden olmustur. Yontem 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan
kesfedilmis ve Mullis, bu kesfinden dolayr kimya dalinda Nobel 6diiliinii kazanmigtir
(Mullis KB. ve Faloona FA., 1987).
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Gilinlimiizde polimeraz zincir reaksiyonu, kalitimsal hastaliklarin saptanmasi,
bulasict hastaliklarin tanisi, doku transplantasyonu icin doku tipinin belirlenmesi, adli
tip orneklerinin genetik tiplendirilmesi (analik-babalik tayini), tarim (tohum safliginin
belirlenmesi), sistematik ve evrim caligmalar1 (dogadaki gesitli canli tiirlerinin tanisi,
tirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesi) ve DNA computing (silikon kokenli
bilgisayar teknolojileri yerine DNA molekiili ve molekiiler biyoloji yontemleri

kullanilarak yapilan bir hesaplama tiirii) gibi oldukca genis bir alanda kullanilmaktadir.

Yontemin temeli, ¢cogaltilmak istenilen bdlgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki
baz dizilerine tamamlayici olan, bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primeri kullanilarak, bu
iki primerin 5' uglari ile sinirlandirilmis olan bélgenin enzimatik olarak sentezlenmesine
dayanir. Oligoniikleotid primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde
denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri tizerinde kendilerine tamamlayict
olan bolgelerle birlesirler. Bir PCR dongiisii sirastyla, DNA ¢ift zincirinin yliksek
sicaklikta birbirinden ayrilmasi (denaturation), sentetik oligoniikleotid primerlerin hedef
DNA bolgesine baglanmasi (annealing) ve primerlerin yeni DNA zincirini olusturacak
sekilde uzamasi (extension) asamalarindan meydana gelir. Ardi ardina tekrarlanan
denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve uzama evreleriyle DNA fragmentleri iissel
olarak artar. Boylece, 20 dongiiliik bir PCR sonucunda tek bir hedef diziden yaklagik bir
milyon kopya (2°°) olusturulur. Bu iissel artisin nedeni, bir déngii sonucu sentezlenen
iriiniin, ardisik dongiide diger primer i¢in kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PCR
dongilisi DNA molekiilii lizerinde istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir.
PCR boyunca biriken {irlinlerin boyu iki primerin boyu ve hedef DNA bdolgeleri
arasindaki mesafelerin toplami kadardir.

Bir PCR dongiisii i¢in gerekli olan bes ana bilesen vardir:
1. Cogaltilmak istenen DNA fragmentini (tek bir gen, genin bir boliimii ya da

DNA’daki kodlamayan bir dizi) i¢eren kalip DNA

2. Cogaltilacak bolgenin baslangic ve bitis bolgesini belirleyecek olan iki adet

oligoniikleotid primeri
3. Taq Polimeraz ya da baska bir 1s1ya dayanikli polimeraz enzimi

4. DNA polimerazin kalip DNA’dan sentezleyecegi yeni zincir i¢in kullanacagi

Deoksiriboniikleotid-trifosfatlar (INTP)

5. Kullanilan DNA polimeraz i¢in uygun bir kimyasal ¢evre saglayacak olan

tampon karigimi
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PCR islemi, reaksiyonun her bir adiminda gereksinim duyulan isitma ve
sogutma islemlerini gerceklestiren ve Is1t Dongii Cihazi (Thermal Cycler) adi verilen bir

makinede gerceklestirilir.

PCR verimini etkileyen onemli bir faktdr, DNA polimeraz enzimidir.
Baslangicta, PCR reaksiyonu icin E. coli’ nin DNA polimeraz I enziminin Klenow
fragmenti kullanildi (Mullis KB and Faloona FA., 1987). Ancak bu enzim her PCR
dongiisiiniin baglangicinda, iki DNA zincirinin ayrilmasi icin gerekli olan yiiksek 1sida
inaktive olmaktaydi. Bu yiizden yiiksek 1siya dayanabilen termostabil DNA polimeraz
arayisina gidildi. Su anda termostabil enzimlerden en yaygin olarak kullanilan Thermus
aquaticus dan elde edilen Tag DNA polimerazdir. Normalde enzim miktar1 25-30 PCR
dongiisii sonucunda hedef dizi artis1 ve termal denatiirasyon nedeniyle sinirlayici bir
etken haline gelir (enzimin yarilanma Omrii yaklagik 30 donglidiir). 7ag DNA
polimerazin bir dezavantaji da 3°-5’ proofreading ekzoniikleaz aktivitesinin
olmamasidir. Bu yiizden enzim yaklagik olarak her 10.000 bazda bir hata yapmaktadir.
Eger bu hata, reaksiyonun erken evrelerinde meydana gelirse elde edilen PCR iiriiniiniin
biiyiik bir kism1 bu durumdan etkilenebilecektir. Verimliligi azaltan bir diger faktdrde

yogunlugu artan hedef dizilerin primer ile baglanma yarisidir.

2.3.3. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Kesim enzimleri, bakteriyel viriislerin meydana getirdigi enfeksiyonlara karsi
savunma ajanlari gibi islev géren prokaryotik proteinlerdir. Bu enzimin kesfine yol agan
ilk gozlemler, bazi bakteri soylarinin “konak¢i kontroliindeki simirlama”  (host-
controlled restriction) olarak anilan bir fenomen olan bakteriyofaj enfeksiyonlarina
bagisikligin gosterildigi zaman olan 1950’lerin baslarinda yapilmigtir. Bu enzimler
bakterilerde dogal olarak bulunur ve bakterileri, yabanci kaynaklardan gelen (6rnegin
bakteriyofajlar) DNA’y1 spesifik tanima boélgelerinden keserek korurlar. Kendi
DNA’sinda bulunan spesifik tanima bolgeleri mutasyonla modifiye edildiginden,
konake1 bakteri DNA’s1 bu kesim isleminden korunur. Restriksiyon endoniikleazlarin.
tipl, II ve III olarak ii¢ ayr1 sinifit bulunmaktadir. Bunlar islev olarak birbirinden ¢ok az
farklihik gostermektedir. Diger yandan, tip II restriksiyon endoniikleazlar gen
klonlanmasinda olduk¢a Onemli olan kesici enzimlerdir. Tip II restriksiyon

endoniikleazlar genellikle 4, 5 ya da 6 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda olan spesifik bir
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niikleotid dizisini tanir ve bu dizilerdeki metillenmemis ¢ift-zincirli DNA molekiiliinii

keserler.

RFLP, bir restriksiyon endoniikleaz ile DNA’nin kesilmesi iizerine
dayandirilmis bir yontemdir. Genetik hastaliklarin molekiiler genetik tanisinda
kullanilan 6nemli bir yontemdir. Enzimin tanima dizisinde birka¢ niikleotid degisimi
varsa, farkli kaynaklardan aliman DNA, bazi kesim enzimlerle kesildiginde farkli
uzunlukta DNA fragmentleri meydana gelir. Bu nedenle bu metod Restriksiyon
Fragment uzunluk (Length) Polimorfizmi olarak adlandirilmaktadir. Tiim RFLP
deneyleri, bir ya da daha fazla kesim enzim ile DNA’y1 kesmeyi kapsar. Kesilen DNA
parcalart dogrudan boyama ya da otoradyografi kullanilarak jel elektroforezi araciligryla
biiyiikliiklerine gore ayrilir. Kiiciik fragmentler biiyiikk fragmentlere oranla jel
elektroforezinde daha hizli hareket eder. Jel {izerine yiiklenecek olan baz uzunluklari
bilinen bir standart ile kalibrasyon egrisi yapilarak bilinmeyen DNA parcasinin
molekiiler agirligi  hesaplanabilir. Bireysel DNA’lar arasindaki farkliliklarin
(polimorfizm) kaynagi, bolgeye 6zgii enzimin tanima bolgesi i¢ginde meydana gelen baz
yer degistirmeleri ya da inversiyon, insersiyon ve delesyonlar gibi yeniden dizi
diizenlemeleridir. Boyle degisiklikler her bir birey i¢in karakteristik bir 6rnegi meydana
getirir ve bu durum bize, bireyler arasindaki genetik polimorfizmi degerlendirmemize
olanak saglar (Klug WS, 2003). RFLP analizi ile bir enzimi kodlayan gen bolgesindeki
allel polimorfizmi tespit edilerek homozigot ve heterezigot allellerin siklig1

hesaplanabilir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

* Masaiistii Makro Santrifiij (Mistral 1000 MSE)

* Hassas Tart1 (Denver Instrumen Company)

* Manyetik Karigtiric1 (BIBBY Stuart)

* Vorteks (Clifton Cyclone)

* pH Metre (Metle Toledo MP 2200)

* Mikrodalga firmi1 (BEKO MD 1500)

*  Mikropipetler -10pl, 20ul, 200ul ve 1000ul- (Gilson)

«  Fanli Ekonomik Inkiibator (Gallenkamp)

*  Thermal Cycler (Gen Amplifikasyon PCR sistem 9700 Applied Biosystems)

* Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC 1000-90)
* Elektroforez Tanki (Whatman Biometra)

* Jel Goriintiileme (Vilber Lourmat Photodocumentation and Video Graphic Printer

UP-895CE)

* UV Translimunator (UVP)

3.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

* Tris baz1 (Sigma)

* Asetik asit (E-Merck)

 EDTA (Sigma)

* Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

* Proteinaz K (Fermentas)

* Amonyum Asetat (E-Merck)

*  %096’l 1k Absolii Alkol (Riedel- de Haen)
* Primer sentezleri (Iontek)

* dNTP miks (Fermentas)
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*  MgCl, (Fermentas)

¢ PCR tamponu (Fermentas)

* Taq DNA Polimeraz (Fermentas)

* Rsa I Restriktsiyon Endoniikleaz (Fermentas)
B’ tamponu (Fermentas)

* Agaroz (Sigma)

* Formamid (Sigma)

* Xylene Cyanol (Sigma)

Bromfenol Blue (Bio Basic inc.)

*  Gene Ruler™ DNA Ladder Mix (Fermentas)

*  Gene Ruler'™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas)

3.3. Kullanilan Plastik Malzemeler

Tiim deneyler, sterilize edilmis kilitlenebilir polipropilen test tiiplerinde
gerceklestirildi. Sivilar, sterilize edilmis pipet uglari kullanilan otomatik pipetlerle
transfer edildi. 1 ml’den daha biiyiik hacimdeki sivilar i¢in tek kullanimlik plastik
pipetler kullanildi. Calismada kullanilan tiim tiipler ve pipet uglari, buhar

otoklavlanmasiyla (121°C’de 30 dakika) sterilize edildi.

Mikro santriflij Tiipleri Axygen

0,2 ml
1,5 ml
2,0 ml
Test Tiipleri LP’s

15 ml
50 ml
Pipet Uclar1 Axygen

0,5-10ul Beyaz
1-200ul Sart

100-1000 pl Mavi
Plastik Pipetler Stripette
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3.4. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

3.4.1. Genomik DNA Eldesinde Kullanilan Cozeltiler

Niiklei Lysis Tamponu: 10mM Tris-HCI 1.576g, 400mM NaCl 23.4g ve 2mM
Na,EDTA 0.7g 1000ml bidistile su igerisinde ¢ozdiiriilerek pH: 8.2’ye ayarlandi.
Otoklavda steril edilerek +4°C’ de saklandi.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10g SDS 100ml bidistile suda ¢ozdiiriilerek %10’luk

cozelti hazirlandi. Sterlizasyon islemi filtreden gegirilerek yapildi.
Proteinaz K Diliisyon Tamponu: Sivi olarak 20mg/ml hazirlanmis ¢ozeltisi kullanildi.

TE Tamponu (Tris-HCl, EDTA): 10 mM Tris-HCI 0.394g, 1mM Na,EDTA 0.093g
250ml bidistile suda ¢ozdiiriilerek otoklavda steril edildi.

Amonyum Asetat: 10M 148g amonyum asetat 200ml bidistile su iginde ¢ozdiiriilerek

hazirlandi. Bu ¢6zeltinin steril edilmesine gerek yoktur.

TAE Tamponu: 50X TAE igin; Tris 242 gr, EDTA 37,2 gr, Glasial Asetik Asit 57,2
ml, 1000 ml bidistile su igerisinde ¢oziilerek pH: 7,8’e ayarlandi.

Yiikleme Tamponu (Loading Dye)

Formamid (%95) 9.5 ml
Xylen Cyanol (%0.5) 0.05 gr
Bromfenol Blue (%0.5) 0.05 gr

Bu ii¢ kimyasal 15 ml’lik konik santrifijj tiipii i¢erisine konularak vortekste karistirildi.

Kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi.

dNTP  soliisyonu: 100 mM  stok. Adenin, Timin, Guanin, Sitozin
niikleotidlerinin  her birinden 2.5 pl almarak 90 pl bidistile su ile
karistirildi. 2.5 mM’lik 100 pl ANTP calisma ¢ozeltisi hazirland.
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3.4.2. Primerler

Axin2 Ekzon1 148C>T ;

Forward primeri: 10 pmol 50ul ¢aligma soliisyonu hazirlamak i¢in, 128,8 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 3,9 ul alinarak 46,1 pl bidistile suya eklendi.

Reverse primeri: 10 pmol 50pul ¢aligma soliisyonu hazirlamak i¢in, 119,6 pmol’liikk stok

primer ¢ozeltisinden 4,2 ul alinarak 45,8 ul bidistile suya eklendi.
AXxin2 Ekzonl 432T>C ;

Forward primeri: 10 pmol 50ul ¢alisma soliisyonu hazirlamak i¢in, 165,1 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 3l alinarak 47ul bidistile suya eklendi.

Reverse primeri: 10 pmol 50pul ¢alisma soliisyonu hazirlamak i¢in, 131,8 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 3,8 ul alinarak 46,2 pl bidistile suya eklendi.
AXin2 Intron2 956+16 A>G ;

Forward primeri: 10 pmol 50ul ¢calisma soliisyonu hazirlamak i¢in, 107,3 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 4,7ul alinarak 45,3 pl bidistile suya eklendi.

Reverse primeri: 10 pmol 50ul calisma soliisyonu hazirlamak igin, 128,6 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 3,9 ul alinarak 46,1 pl bidistile suya eklendi.
Axin2 Ekzon5 1365 G>A ;

Forward primeri: 10 pmol 50ul ¢calisma soliisyonu hazirlamak igin, 118,7 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 4,2 ul alinarak 45,8 pl bidistile suya eklendi.

Reverse primeri: 10 pmol 50ul calisma soliisyonu hazirlamak igin, 138,5 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 3,6 pl alinarak 46,4 ul bidistile suya eklendi.
Axin2 Ekzon5 1386 C>T ;

Forward primeri: 10 pmol 50ul ¢calisma soliisyonu hazirlamak igin, 141,1 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 3,5 ul alinarak 46,5 pl bidistile suya eklendi.

Reverse primeri: 10 pmol 50ul ¢alisma soliisyonu hazirlamak igin, 172 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 2,9 ul alinarak 47,1 pl bidistile suya eklendi.
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Axin2 Intron5 1712+19 G>T ;

Forward primeri: 10 pmol 50ul ¢alisma soliisyonu hazirlamak i¢in, 181,7 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 2,8 ul alinarak 47,2 pl bidistile suya eklendi.

Reverse primeri: 10 pmol 50pul ¢alisma soliisyonu hazirlamak i¢in, 100,7 pmol’liikk stok

primer ¢ozeltisinden 5 pl alinarak 45 pl bidistile suya eklendi.
Axin2 Ekzon7 2062 C>T ;

Forward primeri: 10 pmol 50ul ¢alisma soliisyonu hazirlamak i¢in, 173,5 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 2,9 ul alinarak 47,1 pl bidistile suya eklendi.

Reverse primeri: 10 pmol 50ul calisma soliisyonu hazirlamak igin, 123,3 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 4,1 ul alinarak 45,9 pl bidistile suya eklendi.
Axin2 Intron7 2141+73 G>T ;

Forward primeri: 10 pmol 50ul ¢calisma soliisyonu hazirlamak igin, 121,8 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 4,1 pl alinarak 45,9 pl bidistile suya eklendi.

Reverse primeri: 10 pmol 50ul calisma soliisyonu hazirlamak igin, 162,7 pmol’liik stok

primer ¢ozeltisinden 3,1 ul alinarak 46,9 ul bidistile suya eklendi.

3.5. Cahisma Grubu
Hasta Grubu

Beyin tiimorii i¢in calisma grubu, daha oOnce Biyokimya Anabilim Dali
tarafindan yapilmis olan projeler kapsaminda, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Norosiriirji Klinigine bagvuran beyin tiimorii tanisi
konan ve tedaviye baslanilmamisg, olan Tiirk anne ve babadan dogmus 100 hastadan
olusturuldu. Hastalar arasinda cinsiyet, yas veya kanserin histopatolojik tipi ile derecesi
yoniinden bir kisitlama yapilmamis ve tiim hastalar caligmaya katilmayr kabul
etmislerdir. Bu ¢alisma Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Insan Arastirmalar Etik

Komitesi tarafindan onaylanmistir (Ek-1).
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Kontrol Grubu

Kontrol grubu daha 6nce Biyokimya Anabilim Dali tarafindan yapilmis olan
projeler kapsaminda, Cumhuriyet Universitesi Hastanesi’ne bagvuran, daha o6nce
herhangi bir kanser tanis1 konmamis, Tiirk anne ve babadan dogmus 100 bireyden
olusturuldu. Caligsmaya dahil edilen tiim hasta ve kontroller i¢in Ek-2’de verilen soru

formu karsilikli konusarak soru-cevap seklinde doldurulmustur.

3.6. Orneklerin Alinmasi

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesine bagvurup beyin timorii tanist konan hastalara ve kontrol grubunu olusturan
bireylere yapilacak c¢aligma hakkinda gereken agiklamalar yapilmis, izin belgesini
imzalamalar1 saglanmustir. Ozgecmisleri hakkinda gerekli bilgilerin bulundugu formlari
doldurmalar1 saglandiktan sonra, 5 ml vendz kan, sitrat iceren steril tiiplere

konulmustur.

3.7. DNA izolasyonu

Yapilmis projeler kapsaminda 100’er hasta ve 100’er bireyden olusan kontrol
gruplarmin DNA’lar1 daha 6nceden “Yiiksek Tuz Konsantrasyonuyla DNA Izolasyonu”
yontemiyle izole edilmistir (Giner V., ve ark. 2001).

Yiiksek Tuz Konsantrasyonuyla DNA izolasyonu

. Hasta ve kontrol gruplarindan alinarak EDTA’l1 steril tiiplere konan 5 ml venoz
kanin iizerine, kanin ii¢ kat1 oraninda olacak sekilde (kan ve bidistile toplami 15 ml

olacak sekilde) steril edilmis, daha dnceden sogutulmus +4°C’deki bidistile su eklenir.

. Tiiplerdeki kanin su ile karigsmasini saglamak igin tiip birkag¢ kez hafif bir sekilde

elde calkalanir.
. 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek kanin elemanlarinin ¢6kmesi saglanir.

. Santriflij islemi sonrasinda tiiplerin iizerinde olusan siipernatant atilarak dipte
kalan ¢okelti iizerine yine ii¢ kati hacimde olacak sekilde bidistile su konularak ayni

devir ve siirede santrifiij yapilir.
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. Bu islem dort kez daha tekrarlanir.

. Son yapilan santrifiijden sonra tiiplerin iist kisminda kalan siipernatant atildi.
Altta kalan ¢okelti lizerine hiicre igeriginin serbest kalabilmesi i¢in hiicre zarini yikmak
ve genomik DNA’y1 proteinlerden armdirmak i¢in 100 ul %10’luk SDS (sodyum
dodesil siilfat), 30ul proteinaz K (10mg/ml) ve 1500 pl Nuclei Lysis tamponu eklenerek
ve bir gece boyunca 37°C’lik etiivde bekletilir.

. Ertesi giin etlivden ¢ikarilan tiiplerin igerisine 1000 pl, 10 M Amonyum Asetat
eklenerek 10 dakika oda 1sisinda bekletilir ve ardindan tiipler 3500 rpm’de 15 dakika

santrifiij edilir.

. Ustte kalan siipernatant, dipte kalan ¢okelti karismayacak sekilde yeni bir tiipe
aktarilir.
. Yeni bir tiipe alinan siipernatantin iki kat1 oranda olacak sekilde iizerine absolii

alkol eklenir.

. Hafifce ileri-geri ¢alkalandiginda genomik DNA goézlendi. DNA, ince bir pipet

ucu yardimiyla sivi igerisinden alinir.

. Daha once etiketlenen 1,5 ml’lik steril ependorf tiiplerine konulan 250 pl TE
tamponu igerisine, elde edilen DNA konulur. DNA’nin tampon igerisinde ¢dziinmesi
icin bir gece oda 1sisinda bekletilir. Elde edilen DNA 6rnekleri, genotipleme islemine

kadar -20°C’de saklanir.

3.8. Genotipleme

AXin2 genin sekiz farkli bolgesinin polimorfizmi i¢in PCR ve RFLP yontemleri
kullanildi. PCR-RFLP yontemi her bolgeye ait gerekli olan primer dizileri, yapisma
sicakliklari, kesim enzimleri ve kesim sonrasi elde edilen genotiplere 6zgii fragment

uzunluklar Cizelge 3.1°de verilmistir.

PCR i¢in kullanilan soliisyonlar ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de, PCR programlari

ise Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.1 Axin2 genine ait primer dizileri, annealing sicakliklar, resriction enzimleri ile kesim sonrasi elde edilen fragment uzunluklari

. Primer Fragment Yapisma Kesim
Polymorfizm uzunlugu sicakhigr .
Forward Reverse (bp) ©C) enzim
c.148C>T CCACGCCGATTGCTGAGAGG TTCCGCCTGGTGTTGGAAGAGACAT 242 63,2 Mph1103I
c432T>C CCTGGAGAGGGAGAAATGC CATCACCGACTGGATCTCG 253 50,9 Esp3lI
€.956+16A>G GGGTTTCTGGTGAGGGTCAGT CAAGCAAGCCCACGGAAGG 228 65,6 Misl
¢.1365A>G ACGTCTTCCCTTTCAGGATG GGTACTGCGAATGGTGGTG 248 55,6 Mspl
¢.1386C>T TGCGTAGGGAGCCGAATGTTG GTGGTCCGGGGAGCGGGATC 294 63,2 Taql
c.1712+19G>T CACCACCACTACATCCACCAC GCTCCCACCTCACACCTG 249 61,2 Cpol
¢.2062C>T TCCTTCTGTTTTCTCTCTGCTCATTCC | AGCGTGTTGGGTGGGGTCG 209 61,0 Taql
¢.2141+73G>A | GTGTCGAAGCCCCCAAAG CTTGATCCTCCATCTCACAGC 370 63,2 BseRl
1. ¢.148C>T allele C: 218 + 24 allele T: 242
2. ¢432T>C allele T: 253 allele C: 145 + 108
3. ¢.956+16A>G  allele A: 205 + 23 allele G: 228
4. ¢.1365G>A allele G: 100 + 80 + 36 + 32 allele A: 116 + 100 +32
5. ¢1386C>T allele C: 294 allele T: 274 + 20
6. ¢c.1712+19G>T allele G: 184 + 65 allele T: 249
7. ¢2062C>T allele C: 209 allele T: 191 + 18
8. ¢.2141+73G>A allele G: 370 allele A: 260 + 110
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Cizelge 3.2 Tiim bolgeler i¢in PCR tepkime karigimlari

Solusyonlar Konsantrasyon Miktar
Tagq DNA polimeraz tamponu 1X Sul
dNTP karigimi 2 mM Sul
MgCl, 25 mM 3ul
Forward primeri 10 pmol 2
Reverse primeri 10 pmol 2
Tagq DNA polimeraz 50U/l 0.5l
dH,0 - 32l
DNA 50 ng/pul 0,5
Cizelge 3.3 Tiim bolgeler igin kullanilan PCR programlari
Tepkime dongiisii
Baglangig (35 dongii) Son Sentez
Polimorfizm Denatiirasyon ) Sentez Asamasi
(1 dongii) Denatiirasyon | Yapisma (Uzama) (1 déngii)
asamasi asamasi asamasi
Exonl 148C>T 94 °C’de 3 dk 94 °C’de 30sn 63.2°C’de 1 dk 72°C’de 1 dk 72°C’de 7 dk
Exonl 432T>C 94 °C’de 3 dk 94 °C’de 30sn 50.9 °C’de 1 dk 72°C’de 1 dk 72°C’de 7 dk
Intron2 956+16A>G | 94 °C’de 3 dk 94 °C’de 30sn 65.6 °C’de 1 dk 72°C’de 1 dk 72°C’de 7 dk
ExonsS 1365G>A 94 °C’de 3 dk 94 °C’de 30sn 55.6°C’de 1 dk 72°C’de 1 dk 72°C’de 7 dk
Exons 1386C>T 94 °C’de 3 dk 94 °C’de 30sn 632°C’de 1 dk 72°C’de 1 dk 72°C’de 7 dk
Introns 1712+19G>T | 94 °C’de 3 dk 94 °C’de 30sn 61.2°C’de 1 dk 72°C’de 1 dk 72°C’de 7 dk
Exon7 2062C>T 94 °C’de 3 dk 94 °C’de 45sn 61.0°C’ded5sn | 72°C’de30sn 72°C’de 7 dk
Intron7 2141+73G>A | 94 °C’de 3 dk 94 °C’de 30sn 632°C’de 1 dk 72°C’de 1 dk 72°C’de 7 dk

Elde edilen her bir bolgenin PCR f{iriinleri,
saptamak amaciyla RFLP yontemine tabii tutuldu. Bunun i¢in 17 pl PCR firiinii, 2 pl
10X restrisksiyon endoniikleaz tamponu ve 5U ilgili restrsiksiyon endoniikleaz enzimi

toplam 20 pl’lik hacimde karistirildi ve enzim i¢in uygun sicaklikta (Tagl 65 °C

digerleri 37 °C) 3 saat inkiibe edildi.
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3.9. Jel Elektroforezi:

PCR sonrasi elde edilen iirtinler %1.5, RFLP sonrasinda elde edilen irinler

%2.5 yogunluktaki agaroz jel elektroforezinde kosturuldu.
3.9.1. Jelin Hazirlanmasi

PCR friinleri i¢in %?2’lik, RFLP irlinleri i¢in ise %3’lik agaroz jel
hazirlanmigtir. 100 ml’lik bir elektroforez tanki i¢in %2’lik jelde 2 gr agaroz 100 ml
X1’lik TAE ¢ozeltisine konularak (X1’lik TAE i¢in; X50’lik TAE den 2 ml alinip 98 ml
su ile 100 ml2 ye tamamlanir) mikro dalga firinda berraklasincaya kadar kaynatildi.
Berraklasan jel el yakmayacak kadar sogutulduktan sonra 15 pl kadar etidyum bromiir
eklendi ve karistirilarak jel tankina dokiildii. Hava kabarcigi olmamasina dikkat edilerek
jel taraklari tanka yerlestirilip jelin polimerlesmesi beklendi. Jel tamamen

polimerlestiginde taraklar ¢ikarilarak yiikleme kuyucuklar1 hazirlanda.
3.9.2. Jelde DNA’nin Yiiriitiilmesi

Sul PCR iiriintine 2 pl yiikkleme tamponu eklenerek firiinler kuyucuklara
yiiklendi. PCR {iriinlerinin biiytikliiklerini karsilagtirmali olarak belirlemek icin 50 baz
ciftlik belirtegler kullanildi. Jele yiiklenen PCR fdiriinleri 100 voltta 60 dakika,
restriksiyon endoniikleaz enzimi kesim iiriinleri ise 100 voltta 90 dakika kosturuldu ve

UV altinda goriintiilendi.
3.10. Istatistiksel Analiz

Calismamizda; hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin yas ortalamalarinin
karsilagtirilmasi i¢in Independent-Samples T testi, hasta ve kontrol gruplar arasindaki
sigara ve alkol kullanimi, ailede kanser Oykiisii ve genotip frekanslariin
degerlendirilmesi icin ise y* testi kullanildi. istatistiksel analiz, SPSS 16.0 paket
bilgisayar programi kullanilarak yapildi. Ayrica ham risk oranlar1 (OR:Odds Ratio) ve
giivenlik araliklar1 (CI: %95 Confidense Interval) x> testi kullamilarak tespit edildi.
Diizeltilmis risk oranlar i¢in ise yas, cinsiyet ve sigara kullanimi etkenleri géz oniinde
bulundurularak Logistik regresyon yapildi. Hasta ve kontrol gruplarmmin Hardy-
Weinberg  dagilimina  uygunluk  gosterip  gdstermedigi  kontrol  edildi

(http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.shtml).
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4. BULGULAR

4.1. Axin2 Geni Polimorfizmlerinin RFLP Yéntemi ile Degerlendirilmesi

AXin2 geni 1. ekzonu 148C>T polimorfizminin belirlenmesi i¢in ilk dnce, bolge
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve reaksiyon sonucunda 242 bg¢’lik DNA
dizisi elde edildi. Bu dizi genin 148. bazimi i¢ermektedir. Mph1103I restriksiyon
endoniikleaz enzimine maruz birakildiginda 148. pozisyonda C (sitozin) bazinin
bulunmasi, bu bolgede Mph11031 i¢in bir kesim bdlgesi olustururken, ayni pozisyonda
T (timin) bazinin olmasi sonucunda tanima bolgesi olusmamaktadir. Boylece enzimle
kesim sonucunda homozigot CC alleli i¢in 218 ve 24 bg’lik iki fragment, homozigot TT
alleli i¢in 242 bg’lik tek bir fragment ve heterozigot CT alleli i¢in ise 242, 218 ve 24
be¢’lik olmak iizere ii¢ fragment elde edildi (Sekil 4.1, 1-4.siitunlar).

Axin2 geni 1. ekzonu 432T>C polimorfizminin belirlenmesinde bolge,
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildiktan sonra 253 bg¢’lik DNA dizisi elde edildi.
Bu dizi genin 432. bazin1 igermektedir. ESp3I restriksiyon endoniikleaz enzimine maruz
birakildiginda 432. pozisyonda T (timin) bazinin bulunmasi, bu bolgede ESp3I i¢in bir
kesim bolgesi olusturmazken, ayni pozisyonda C (sitozin) bazinin olmasi sonucunda bir
tane tanima bolgesi olusur. Boylece enzimle kesim sonucunda homozigot TT alleli i¢in
253 bg’lik bir fragment, heterozigot TC alleli i¢in ise 253, 145 ve 108 bg’lik olmak
iizere li¢ fragment elde edildi (Sekil 4.1, 5-.7.siitunlar).

AXin2 geni 2. intronu 956+16A>G polimorfizminin belirlenmesi i¢in bolge
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve reaksiyon sonucunda 228 bg¢’lik DNA
dizisi elde edildi. Bu dizi MISI restriksiyon endoniikleaz enzimine maruz birakildiginda
homozigot GG alleli i¢in 228 bg’lik bir fragment, homozigot AA alleli i¢in 205 ve 23
be¢’lik iki fragment ve heterozigot AG alleli i¢in ise 228, 205 ve 23 b¢’lik olmak iizere
iic fragment elde edildi (Sekil 4.1, 8-11.siitunlar).

Axin2 geni 5. ekzonu 1365A>G polimorfizminin belirlenmesi i¢in bdlge
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve reaksiyon sonucunda 248 bg¢’lik DNA
dizisi elde edildi. Bu dizi genin 1365. bazini igerir. Mspl restriksiyon endoniikleaz
enzimine maruz birakildiginda 1365. pozisyonda A (adenin) bazinin bulunmasi, bu
bolgede Mspl icin iki kesim bdlgesi olustururken, ayni pozisyonda G (guanin) bazinin
olmasi sonucunda ii¢ tane tanima bolgesi olusur. Boylece enzimle kesim sonucunda

homozigot GG alleli i¢in 100, 80, 36 ve 32 b¢’lik dort fragment ve heterozigot AG alleli
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Sekil 4.1. Axin2 polimorfizmlerinin RFLP sonrasi agaroz jeldeki goriintiisii (Siitunlar:
1-4 148C>T, 5-7 432 T>C, 8-11 956 A>G, 12-14 1365 G>A) M: Marker (belirteg), Gene
Ruler™ 50 bg (baz ¢ifti) DNA Ladder,1: PCR sonucu elde edilen 242 b¢ uzunlugundaki

fragment,2: PCR iriiniiniin Mph1103I kesim enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen 218 ve 24
bg’lik homozigot CC alleli.,3: PCR iiriiniiniin Mph1103I kesim enzimi ile kesilmesi sonucu elde
edilen 242, 218 ve 24 bg’lik heterozigot CT alleli.,4: PCR {irliniiniin Mph11031 kesim enzimi ile
kesilmesi sonucu elde edilen 242 bg¢’lik homozigot TT alleli,5: PCR sonucu elde edilen 253 bg
uzunlugundaki fragment, 6: PCR {iriiniiniin ESp31 kesim enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen
253 be’lik homozigot TT alleli., 7: PCR iiriinliniin Esp31 kesim enzimi ile kesilmesi sonucu elde
edilen 253, 145 ve 108 bg’lik heterozigot TC alleli., 8: PCR sonucu elde edilen 228 bg
uzunlugundaki fragment, 9: PCR {iriiniiniin MIsI kesim enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen
205 ve 23 bg’lik homozigot AA alleli., 10: PCR iiriiniiniin MISI kesim enzimi ile kesilmesi
sonucu elde edilen 228, 205 ve 23 bg’lik heterozigot AG alleli, 11. PCR iirliniiniin MIsI kesim
enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen 228 bg¢’lik heterozigot GG alleli., 12: PCR sonucu elde
edilen 248 b¢ uzunlugundaki fragment, 13: PCR f{irlinliniin Mspl kesim enzimi ile kesilmesi
sonucu elde edilen 116, 100, 80, 36 ve 32 b¢’lik homozigot GA alleli., 14: PCR iiriiniiniin Mspl

kesim enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen 100, 80, 36 ve 32 b¢’lik heterozigot GG alleli.
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icin ise 116, 100, 80, 36 ve 32 b¢’lik olmak {izere bes fragment elde edildi (Sekil 4.1,12-

14. siitunlar).

Axin2 geni 5. ekzonu 1386C>T polimorfizminin belirlenmesi i¢in bdlge,
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve reaksiyon sonucunda 294 bg¢’lik DNA
dizisi elde edildi. Bu dizi genin 1386. bazimi igerir. Taql restriksiyon endoniikleaz
enzimine maruz birakildiginda 1386. pozisyonda C (sitozin) bazinin bulunmasi, bu
bolgede Taqgl i¢in bir kesim bdlgesi olusturmazken, ayni pozisyonda T (timin) bazinin
olmasi sonucunda bir tane tanima bolgesi olusur. Boylece enzimle kesim sonucunda
homozigot CC alleli i¢in 294 bg¢’lik bir fragment, homozigot TT alleli i¢in 274 ve 20
be¢’lik iki fragment ve heterozigot CT alleli i¢in ise 294, 274 ve 20 bg’lik olmak {izere
iic fragment elde edildi (Sekil 4.2, siitun 1-4).

AXin2 geni 5. intronu 1712+19G>T polimorfizminin belirlenmesi i¢in 6ncelikle
bolge polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve reaksiyon sonucunda 249 bg’lik
DNA dizisi elde edildi. Bu dizi Cpol restriksiyon endoniikleaz enzimine maruz
birakildiginda homozigot TT alleli i¢in 249 bg¢’lik bir fragment, homozigot GG alleli
icin 184 ve 65 bg’lik iki fragment ve heterozigot GT alleli icin ise 249, 184 ve 65 bg’lik
olmak iizere ii¢ fragment elde edildi (Sekil 4.2, siitun 5-7).

Axin2 geni 7. ekzonu 2062C>T polimorfizminin belirlenmesi i¢in Oncelikle
bolge polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve reaksiyon sonucunda 209 bg’lik
DNA dizisi elde edildi. Bu dizi Taqgl restriksiyon endoniikleaz enzimine maruz
birakildiginda homozigot CC alleli i¢in 209 bg¢’lik bir fragment, homozigot TT alleli
icin 191 ve 18 b¢’lik iki fragment ve heterozigot CT alleli icin ise 209, 191 ve 18 bg’lik
olmak iizere ii¢c fragment elde edildi (Sekil 4.2, siitun 8-10).

AXin2 geni 7. intronu 2141+73G>A polimorfizminin belirlenmesi i¢in 6ncelikle
bolge polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve reaksiyon sonucunda 370 bg’lik
DNA dizisi elde edildi. Bu dizi BseRI restriksiyon endoniikleaz enzimine maruz
birakildiginda homozigot GG alleli i¢in 370 b¢’lik bir fragment, homozigot AA alleli
icin 260 ve 110 bg’lik iki fragment ve heterozigot GA alleli i¢in ise 370, 260 ve 110
be¢’lik olmak iizere ii¢ fragment elde edildi (Sekil 4.2, siitun 11-13).
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Sekil 4.2. Axin2 polimorfizmlerinin RFLP sonrasi agaroz jeldeki goriintiisii
(Stitunlar:1-4 1386 C>T, 5-7 1712 T>G, 8-10 2062 C>T, 11-13 2141 G>A) M:
Marker (belirteg), Gene Ruler™ 50 bg (baz ¢ifti) DNA Ladder, 1: PCR sonucu elde edilen 294

b¢ uzunlugundaki fragment, 2: PCR f{irlinliniin Tagl kesim enzimi ile kesilmesi sonucu elde
edilen 294 bg¢’lik homozigot CC alleli.,, 3: PCR f{irliniiniin Tagl kesim enzimi ile kesilmesi
sonucu elde edilen 294, 274 ve 20 bg’lik heterozigot CT alleli., 4: PCR {irlintiniin Tagl kesim
enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen homozigot 274 ve 20 b¢’lik TT alleli., 5: PCR sonucu
elde edilen 249 b¢ uzunlugundaki fragment, 6: PCR iiriiniiniin Cpol kesim enzimi ile kesilmesi
sonucu elde edilen homozigot 184 ve 65 b¢’lik GG alleli., 7: PCR {irliniiniin Cpol kesim enzimi
ile kesilmesi sonucu elde edilen 249, 184 ve 65 bg¢’lik heterozigot GT alleli., 8: PCR sonucu
elde edilen 209 b¢ uzunlugundaki fragment, 9: PCR {irlinliniin Tagl kesim enzimi ile kesilmesi
sonucu elde edilen209 bg¢’lik homozigot CC alleli., 10: PCR f{irliniiniin Tagl kesim enzimi ile
kesilmesi sonucu elde edilen 209, 191 ve 18 bg’lik heterozigot CT alleli., 11: PCR sonucu elde
edilen 370 b¢ uzunlugundaki fragment, 12: PCR firliniiniin BseRI kesim enzimi ile kesilmesi
sonucu elde edilen 370 bg’lik homozigot GG alleli., 13: PCR iiriiniiniin BseRI kesim enzimi ile
kesilmesi sonucu elde edilen 370, 260 ve 100 bg’lik heterozigot GA alleli.
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4.2. Beyin Tiimérlii Hastalar ile Saghikh Bireylerin Ozellikleri

Bu ¢alisma, 100 saglikli kontrol ve 100 beyin tiimdri hastasi toplam 200 birey
ile yapildi. Bu bireylere ait 6zellikler Cizelge 4.1 de verilmektedir. Hasta ve kontrol
gruplar karsilagtirildiginda yas ve cinsiyet (p=0,089) acisindan gruplar arasinda énemli
bir fark gozlenmezken (p>0.05), sigara kullanim1 agisindan hasta bireylerin daha ¢ok

sigara tiikettigi ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi (p=0,181).

Cizelge 4.1 Beyin tiimorlii hasta bireyler ile saglikli bireylerin istatistiksel degerleri

Hasta Kontrol
(n=100) (n=100) p degeri*
n (%) n (%)
Cinsiyet 0,089
Erkek 58 (58) 46 (46)
Kadin 42 (42) 54 (54)

Yas (yas ort.  st. sapma) 58,66 8,039 57,01 7,89

Sigara Aliskanlig1 0,181
Igmeyen 61 (61) 70 (70)
Icen 39 (39) 30 (30)

Alkol kullanimi1 0,052
Igmeyen 92 (92) 98 (98)
Icen 8(8) 2(2)

Ailede Kanser durumu 0,060
Kanser yok 89 (89) 96 (96)
Kanser var 11(11) 44)

* p degeri Khi-kare testi ile hesaplanmaistir.
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Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyet agisindan fark olmadig1 “p” degerinin
(0,089) 0,050 den biiyiik olmasindan goriilmektedir. Hastalarin yas ortalamasi 58,66
8,039, saglikli bireylerin yas ortalamasit ise 57,01 7,89 olarak hesaplanmis ve yine
gruplar arasinda Onemli bir fark olmadigi gorilmiistiir. Gruplar arasinda sigara
aligkanlig1 ve alkol kullanimi agisindan 6nemli bir fark gozlenmezken, ailede kanser

durumu agisindan da gruplar arasinda anlamli bir fark saptanamamaistir (p>0,050)

4.3. Beyin Tiimorlii Hastalar ile Saghkh Bireylerin AXin2 Genotipleri

4.3.1. Axin2 Ekzonl 148 C>T Polimorfizminin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Kontrol gurubunda CC, CT ve TT genotiplerinin frekanslar sirastyla %32, %52
ve %16 olarak bulunmustur. Bu gruptaki C alleli frekans1 0.58, T alleli frekansi ise 0.
42 olarak hesaplanmig ve bu degerlerin Hardy-Weinberg esitligine uygunluk gosterdigi
belirlenmistir (X*= 0.25). Beyin tiimorii hasta grubunda CC, CT ve TT genotip
dagilimlar1 da sirastyla %39, %45 ve %16 olarak bulunmustur. Bu gruptaki C alleli
frekans1 0.62 ve T alleli frekansi ise 0.38 olarak hesaplanmis ve Hardy-Weinberg
esitligine uydugu goériilmiistir (X*= 0.45). Genotip dagilimlari agisindan iki grup

€6 9

karsilastirildiginda CT, TT ve CT+TT genotiplerine ait “p” degerleri sirastyla 0,274,
0,643 ve 0,301 olarak belirlenmis ve bu genotiplere ait OR (%95CI) degerleri sirastyla
0,71 (%95CI: 0,38-1,31), 0,82 (%95CI: 0,35-1,89) ve 0,73 (%95CI: 0,41-1,31)
olarak hesaplanmistir. Veriler incelendiginde hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gdriilmemistir (p> 0,05). Hasta ve kontrol grubunda
yer alan bireylerin sigara kullanimi yas ve cinsiyet gibi oOzelliklerinin genotip
dagilimlarina etkisi incelendiginde elde edilen diizeltilmis OR degerleri CT, TT ve
CT+TT genotipleri i¢in sirastyla 0,68 (%95CI: 0,36-1,28), 0,61 (%95CI: 0,25-1,51) ve
0,69 (%95CI: 0,38-1,25) olarak hesaplanmistir. Bu veriler géz oniine alindiginda beyin

timorii  gelisiminde ilgili genotiplerin bir risk faktdrii olusturmadigi sonucuna

varilmistir.
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Cizelge 4.2 Axin2 gen polimorfizminin tiim bolgelerde istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucu elde edilen veriler

Axin2 genotipi Hasta Kontrol p degeri OR (%95 ClI)
n (%) n(%) Ham Diizeltiimis
148 C/T
CcC 39 (39) 32 (32) 1
CT 45 (45) 52 (52) 0,274 0,71 (0,38-1,31) 0,68 (0,36-1,28)
TT 16 (16) 16 (16) 0,643 0,82 (0,35-1,89) 0,61 (0,25-1,51)
CT+TT 61 (61) 68 (68) 0,301 0,73 (0,41-1,31) 0,69(0,38-1,25)
Allel Frekanslari
C 123 (61,5) 116 (58)
T 77 (38,5) 84 (42)
432TIC
TT 93 (93) 95 (95) 1
TC 7(7) 5(5) 0,352 1,80 (0,51-6,37) 1,84 (0,51-6,57)
CcC 0 0
Allel Frekanslari
T 193 (96,5) 195 (97,5)
C 7 (3,5) 5(2,5)
956+16A/G
AA 70 (70) 64 (64) 1
AG 25 (25) 28 (28) 0,532 0,81 (0,43-1,54) 0,81 (0,41-1,56)
GG 5(5) 8(8) 0,343 0,57 (0,17-1,83) 0,62 (0,19-2,02)
AG+GG 30 (30) 36 (36) 0,367 0,76 (0,42-1,37) 0,77 (0,41-1,41)
Allel Frekanslari
A 165 (82,5) 156 (78)
G 35(17,5) 44 (22)
1365A/G
GG 91 (91) 88 (88) 1
GA 9(9) 12 (12) 0,489 0,72 (0,29-1,80) 0,73 (0,29-1,86)
AA 0 0
Allel Frekanslari
G 191 (95,5) 188 (94)
A 9(4,5) 12 (6)
1386 C/T
CcC 36 (36) 42(42) 1
CT 44 (44) 50 (50) 0,932 1,02(0,56-1,87) 0,97(0,52-1,79)
TT 20 (20) 8(8) 0,022 2,91 (1,14-7,41) 2,92 (1,14-7,47)
CT+TT 64 (64) 58 (58) 0,384 1,28 (0,72-2,27) 1,24 (0,69-2,21)
Allel Frekanslari
C 116 (58) 134 (67)
T 84 (42) 66 (33)
1712+19G/T
TT 91 (91) 96 (96) 1
GT 9(9) 4 (4) 0,152 2,37 (0,70-7,97) 2,00(0,58-6,93)
GG 0 0
Allel Frekanslari
T 191 (95,5) 196 (98)
G 9(4,5) 4(2)
2062 C/T
CcC 87 (87) 86 (86) 1
CT 13 (13) 14 (14) 0,836 0,91 (0,40-2,06) 0,86 (0,37-1,96)
TT 0 0
Allel Frekanslari
C 187 (93,5) 186 (93)
T 13 (6,5) 14 (7)
2141+73 G/A
GG 82 (82) 80 (80) 1
GA 18 (18) 20 (20) 0,718 0,87 (0,43-1,78) 0,80 (0,38-1,65)
AA 0 0
Allel Frekanslari 182 (91) 180 (90)
G 18 (9) 20 (10)

A
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4.3.2. Axin2 Ekzonl 432 T>C Polimorfizminin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Kontrol gurubunda TT ve TC genotiplerinin frekanslar1 sirastyla %95 ve %5
olarak bulunmustur. Bu gruptaki T alleli frekans1 0.98, C alleli frekans1 ise 0.02 olarak
hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg esitligine uygunluk gdosterdigi
belirlenmistir (X*= 0.07). Beyin tiimorii hasta grubunda TT ve TC genotiplerinin
frekanslart sirasiyla %93 ve %7 olarak bulunmustur. Bu gruptaki T alleli frekans1 0.97,
C alleli frekans: ise 0.03 olarak hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg
esitligine uygunluk gosterdigi belirlenmistir (X*= 0.13). Genotip dagilimlari agisindan
iki grup karsilastirildiginda TC genotipine ait p degeri 0,352 olarak belirlenmis ve bu
degere ait OR ve diizeltilmis OR degerleri sirasiyla (%95CI) 1,80 (%95CI: 0,51-6,37)
ve 1,84 (%95CI: 0,51-6,57) seklinde hesaplanmigtir. Veriler incelendiginde hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0,05).

4.3.3. Axin2 Intron2 956+16 A>G Polimorfizminin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Kontrol gurubunda AA, AG ve GG genotiplerinin frekanslar1 sirasiyla %64,
%28 ve %8 olarak bulunmustur. Bu gruptaki A alleli frekans1 0.78, G alleli frekansi ise
0.22 olarak hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg esitligine uygunluk
gosterdigi belirlenmistir (X*= 3.39). Beyin tiimérii hasta grubunda AA, AG ve GG
genotiplerinin frekanslar sirasiyla %70, %25 ve %5 olarak bulunmustur. Bu gruptaki
A alleli frekans1 0.83, G alleli frekansi ise 0. 17 olarak hesaplanmis ve bu degerlerin
Hardy-Weinberg esitligine uygunluk gosterdigi belirlenmistir (X*= 1.80). Genotip
dagilimlar1 agisindan iki grup karsilastirildiginda AG, GG ve AG+GG genotiplerine ait
p degerleri sirasiyla 0,532, 0,343 ve 0,367 olarak belirlenmis ve bu genotiplere ait OR
(%95CI) degerleri sirasiyla 0,81 (%95CI: 0,43-1,54), 0,57 (%95CI: 0,17-1,83) ve 0,76
(%95CI: 0,42-1,37) olarak hesaplanmistir. Veriler incelendiginde hasta ve kontrol
gruplari arasinda istatsitiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0,05). Hasta ve
kontrol grubunda yer alan bireylerin sigara kullanim1 yas ve cinsiyet gibi 6zelliklerinin
genotip dagilimlarina etkisi incelendiginde elde edilen diizeltilmis OR degerleri AG,
GG ve AG+GG genotipleri i¢in sirasiyla 0,81 (%95CI: 0,41-1,56), 0,62 (%95CI: 0,19-
2,02) ve 0,77 (%95CI: 0,41-1,41) olarak hesaplanmistir. Bu veriler goz Oniine
alindiginda beyin tiimorii gelisiminde ilgili genotiplerin bir risk faktorii olusturmadigi

sonucuna varilmistir.
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4.3.4. Axin2 Ekzon5 1365 G>A Polimorfizminin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Kontrol gurubunda GG ve GA genotiplerinin frekanslari sirasiyla %88 ve %12
olarak bulunmustur. Bu gruptaki G alleli frekansi 0.94, A alleli frekansi ise 0. 12 olarak
hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg esitligine uygunluk gdsterdigi
belirlenmistir (X>= 0.41). Beyin tiimorii hasta grubunda GG ve GA genotiplerinin
frekanslar1 sirasiyla %91 ve %9 olarak bulunmustur. Bu gruptaki G alleli frekansi 0.96,
A alleli frekansi ise 0.04 olarak hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg
esitligine uygunluk gosterdigi belirlenmistir (X*= 0.22). Genotip dagilimlar1 agisindan
iki grup karsilagtirildiginda GA genotipine ait p degeri ve 0,489 olarak belirlenmis ve
bu degere ait OR ve diizeltilmis OR degerleri sirasiyla (%95CI) degeri 0,72 (%95CI:
0,29-1,80)ve 0,73 (%95CI: 0,29-1,86) seklinde hesaplanmistir. Veriler incelendiginde
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmemistir (p>

0,05).

4.3.5. Axin2 Ekzon5 1386 C>T Polimorfizminin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Kontrol gurubunda CC, CT ve TT genotiplerinin frekanslar sirastyla %42, %50
ve %8 olarak bulunmustur. Bu gruptaki C alleli frekans1 0.67, T alleli frekans1 ise 0. 33
olarak hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg esitligine uygunluk gosterdigi
belirlenmistir (X*= 1.71). Beyin tiimorii hasta grubunda CC, CT ve TT genotip
dagilimlar1 da sirastyla %36, %44 ve %20 olarak bulunmustur. Bu gruptaki C alleli
frekans1 0.58 ve T alleli frekansi ise 0.42 olarak hesaplanmis ve Hardy-Weinberg
esitligine uydugu goériilmiistir (X*= 0.94). Genotip dagilimlari agisindan iki grup
karsilagtirildiginda CT, TT ve CT+TT genotiplerine ait p degerleri sirasiyla 0,932,
0,022 ve 0,384 olarak belirlenmis ve bu genotiplere ait OR  degerleri sirasiyla 1,02
(%95 CI: 0,56-1,87), 2,91 (%95 CI: 0,14-7,41) ve 1,28 (%95CI: 0,72-2,27) olarak
hesaplanmistir. Veriler incelendiginde hasta ve kontrol gruplari arasinda istatsitiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0,05). Hasta ve kontrol grubunda yer alan
bireylerin sigara kullanim1 yas ve cinsiyet gibi Ozelliklerinin genotip dagilimlarina
etkisi incelendiginde elde edilen diizeltilmis OR degerleri CT, TT ve CT+TT
genotipleri icin sirasiyla 0,97 (%95CI: 0,52-1,79), 2,92 (%95CI: 1,14-7,47) ve 1,24
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(%95CI: 0,69-2,21) olarak hesaplanmistir. Bu veriler goz oniine alindiginda Ekzon5
1386 bolgesinde TT genotipi beyin tlimorii olusumu arasinda 6nemli bir iliski vardir

diger genotiplerin ise bir risk faktorii olusturmadigi sonucuna varilmaistir.

4.3.6. Axin2 Intron5 1712+19 G>T Polimorfizminin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Kontrol gurubunda TT ve GT genotiplerinin frekanslar1 sirasiyla %96 ve %4
olarak bulunmustur. Bu gruptaki T alleli frekans1 0.98, A alleli frekansi ise 0. 02 olarak
hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg esitligine uygunluk gdosterdigi
belirlenmistir (X*= 0.04). Beyin tiimorii hasta grubunda TT ve GT genotiplerinin
frekanslart sirasiyla %91 ve %9 olarak bulunmustur. Bu gruptaki T alleli frekans1 0.96,
G alleli frekansi ise 0. 04 olarak hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg
esitligine uygunluk gosterdigi belirlenmistir (X*= 0.22). Genotip dagilimlari agisindan
iki grup karsilagtirildiginda GT genotipine ait p degeri 0,152 olarak belirlenmis ve bu
degere ait OR ve diizeltilmis OR degerleri sirasiyla (%95CI) 2,37 (%95CI: 0,70-7,97)
ve 2,00 (%95CI: 0,58-6,93) seklinde hesaplanmistir. Veriler incelendiginde hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0,05).

4.3.7. Axin2 Ekzon7 2062 C>T Polimorfizminin istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Kontrol gurubunda CC ve CT genotiplerinin frekanslar1 sirasiyla %86 ve %14
olarak bulunmustur. Bu gruptaki C alleli frekans1 0.93, A alleli frekansi ise 0. 07 olarak
hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg esitligine uygunluk gdosterdigi
belirlenmistir (X*= 0.57). Beyin tiimorii hasta grubunda CC ve CT genotiplerinin
frekanslar1 sirasiyla %87 ve %13 olarak bulunmustur. Bu gruptaki C alleli frekansi
0.94, T alleli frekansi ise 0. 06 olarak hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg
esitligine uygunluk gosterdigi belirlenmistir (X*= 0.48). Genotip dagilimlar1 agisindan
iki grup karsilastirildiginda CT genotipine ait p degeri 0,836 olarak belirlenmis ve bu
degere ait OR ve diizeltilmis OR degerleri sirasiyla (%95CI) 0,91 (%95CI: 0,40-2,06)
ve 0,86 (%95CI: 0,37-1,96) seklinde hesaplanmistir. Veriler incelendiginde hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0,05).
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4.3.8. Axin2 Intron7 2141+73 G>A Polimorfizminin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Kontrol gurubunda GG ve GA genotiplerinin frekanslari sirastyla %80 ve %20
olarak bulunmustur. Bu gruptaki G alleli frekans1 0.90, A alleli frekansi ise 0. 10 olarak
hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg esitligine uygunluk gdosterdigi
belirlenmistir (X’= 1.23). Beyin tiimorii hasta grubunda GG ve GA genotiplerinin
frekanslar1 sirasiyla %82 ve %18 olarak bulunmustur. Bu gruptaki G alleli frekansi
0.91, A alleli frekansi ise 0. 09 olarak hesaplanmis ve bu degerlerin Hardy-Weinberg
esitligine uygunluk gosterdigi belirlenmistir (X*= 0.98). Genotip dagilimlari agisindan
iki grup karsilastirildiginda GA genotipine ait p degeri 0,718 olarak belirlenmis ve bu
degere ait OR ve diizeltilmis OR degerleri sirasiyla 0,87 (%95 CI: 0,43-1,78) ve 0,80
(%95 CI: 0,38-1,65) seklinde hesaplanmistir. Veriler incelendiginde hasta ve kontrol

gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0,05).

4.4. Axin2 Polimorfik Genotipleri ile Beyin Tiimorii Hastalarmin Klinik-
Patalojik Ozellikleri Arasindaki Iligki

AXin2 genine ait sekiz bolgede yaptigimiz SNP (Single Nucleotid Polimorphism-
Tek Niikleotid Polimorfizmi) c¢aligmalar1 sonucu, beyin tiimorii hastalariin genotip
dagilimlar1 ve bu genotiplere sahip bireylerin cinsiyeti ve sigara aligkanliklar1 gibi
ozellikleri ile tiimoriin histolojik hiicre tiplerine ait degerleri Cizelge 4.3 te verilmistir.

Exonl 148 C>T polimorfizmi beyin tiimorlii hastalarda cinsiyet yoniinden
incelendiginde CC, CT, TT ve CT+TT genotip dagilimilarina bagl olarak %95 giiven
aralig1 sinirlarinda OR degerleri sirasiyla 0,17 (0,38-1,31), 0,82 (0,35-1,89), 0,73 (0,41-
1,31) olarak hesaplanims olup giiven araligi 1 degerini i¢rediginden 6nemli bir iliski
olmadig1 saptanmistir. Aynm sekilde cinsiyet, sigara aligkanlig1 ve tiimdr tipi yoniinden
incelendiginde de %95 giiven aralig1 sinirlarinin 1 degerini igermesi dolastyla 148 T>C
polimorfizmi ile belirtilen etkenler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmadig1 gézlenmistir.

Exonl 432 T>C polimorfizmi beyin tiimorlii hastalarda cinsiyet ve sigara
aligkanlig1 yoniinden incelendiginde TT, TC genotip dagilimina bagl olarak %95 giiven
araligl smirlarinda OR degerleri sirasiyla 3,33 (0,36-30,89), 1,30 (0,25-6,83) ve 1,56
(0,33-7,29), 2,41 (0,23-24,47) olarak hesaplanims olup giliven araligi 1 degerini

icrediginden oOnemli bir iliski olmadigi saptanmistir. Timor tipi yoniinden
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incelendiginde de hipofiz adenomali bireylerde OR degeri 8,00 (1,21-52,80) olarak
hesaplanmis olup giiven aralig1 1 degerini igcerdiginden TC genotipinin bu tiimdr tipine
8 kat daha fazla yatkinlik olusturdugu saptanmistir. Diger tiimor tipleri ile 432 C>T
polimorfizmi ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadig1 gézlenmistir.

Intron2 956 A>G polimorfizmi beyin tiimérlii hastalarda cinsiyet ve sigara
aligkanlig1 yoniinden incelendiginde AA, AG, GG ve AG+GG genotip dagilimilarina
bagli olarak OR degerleri hesaplandiginda giiven araligt 1 degerini igerdiginden 956
A>G polimorfizm ile bu etkenlerin arasinda anlamli bir iligki olmadig1 saptanmustir.
Ayni sekilde tiimdr tipi yoniinden incelendiginde AG genotipli menengiomali bireylere
ait OR degeri 0,27 (0,07-0,98), AG genotipli hipofiz adenomal1 bireylere ait OR degeri
0,88 (0,81-0,96), AG+GG genotipli menengiomal1 bireylere ait OR degeri 0,28 (0,09-
0,88) olarak hesaplanmistir. Bu OR degerlerinin %95 giiven araliklar1 1 den kiigiik
oldugundan aralarinda anlaml bir iliski olup AG, GG ve AG+GG genotipleri bu tiimor

tiplerinin olugma riskini azaltmaktadir.
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Cizelge 4.3 Axin2 polimorfik genotipleri ile beyin tiimorlii hastalarin klinik-patalojik dzelliklerinin istatistiksel sonuglari

Bolge

148

432

956

1365

Genotip OR (%95 ClI)
cC CT TT CT+TT Top. CT TT CT+TT
Kontrol 32 52 16 68 100
Grup Hasta 39 45 16 61 100 0,17 (0,38-1,31) 0,82 (0,35-1,89) 0,73 (0,41-1,31)
Cinsiyet Erkek 24 21 13 34 58 0,37 (0,14-0,92) 0,66 (0,21-2,00) 0,44 (0,18-1,04)
Kadin 15 24 3 27 42 1,92 (0,54-3,06) 0,60 (0,13-2,70) 1,45 (0,49-2,64)
SA igmeyen 24 28 9 37 61 0,81 (0,38-1,71) 1,04 (0,35-3,06) 0,85 (0,42-1,74)
Igen 15 17 7 24 39 0,49 (0,16-1,53) 0,46 (0,11-1,85) 0,48 (0,16-1,41)
HA 5 1 2 3 8 0,12 (0,01-1,10) 0,80 (0,14-4,58) 0,28 (0,06-1,25)
TT AST 17 21 5 26 43 0,76 (0,35-1,65) 0,58 (0,18-1,88) 0,72 (0,34-1,51)
ME 8 14 7 21 29 1,07 (0,40-2,85) 1,75 (0,53-5,68) 1,23 (0,49-3,08)
TT TC TC
Kontrol 96 4 100
Grup
Hasta 93 7 100 1,80 (0,51-6,37)
Erkek 54 4 58 3,33(0,36-30,89)
Cinsiyet
Kadin 39 3 42 1,30 (0,25-6,83)
A icmeyen 57 4 61 1,56 (0,33-7,29)
Igen 36 3 39 2,41 (0,23-24,47)
HA 6 2 8 8,00 (1,21-52,80)
TT AST 40 3 43 1,80 (0,38-8,41)
ME 28 1 29 0,85 (0,09-7,98)
AA AG GG AG+GG AG GG AG+GG
Grup Kontrol 64 28 8 36 100
Hasta 70 25 5 30 100 0,81 (0,43-1,54) 0,57 (0,17-1,83) 0,76 (0,42-1,37)
Cinsiyet Erkek 41 15 2 17 58 0,78 (0,32-1,86) 0,73 (0,09-5,49) 0,77 (0,33-1,78)
Kadin 29 10 3 13 42 0,83 (0,32-2,16) 0,58 (0,13-2,55) 0,76 (0,32-1,79)
SA ?gmeyen 39 19 3 22 61 0,86 (0,41-1,83) 0,52 (0,12-2,24) 0,79 (0,39-1,61)
Igen 31 6 2 8 39 0,89 (0,24-3,27) 0,74 (0,09-5,66) 0,84 (0,26-2,67)
HA 5 3 0 3 8 1,37 (0,30-6,13) 0,88 (0,81-0,96) 1,06 (0,24-4,72)
TT AST 30 11 2 13 43 0,83 (0,36-1,90) 0,53 (0,10-2,66) 0,77 (0,35-1,66)
ME 25 3 1 4 29 0,27 (0,07-0,98) 0,32 (0,03-2,69) 0,28 (0,09-0,88)
GG GA GA
Kontrol 88 12 100
Grup
Hasta 91 9 100 0,72 (0,29-1,80)
o Erkek 53 5 58 0,52 (0,15-1,78)
Cinsiyet
Kadin 38 4 42 1,03 (0,25-4,10)
SA ?gmeyen 54 7 61 0,87(0,30-2,51)
Igen 37 2 39 0,48 (0,76-3,11)
HA 7 1 8 1,04 (0,11-9,27)
TT AST 38 5 43 0,96 (0,31-2,92)
ME 28 1 29 0,26 (0,03-2,10)

SA: Sigara aligkanhgi
TT: TUmor tipi

HA: Hipofiz Adenoma
AST: Astrositoma
ME: Menengioma
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Cizelge 4.3(devami) Axin2 polimorfik genotipleri ile beyin tiimorlii hastalarin klinik-patalojik 6zelliklerinin istatistiksel sonuglart

Bolge

1386

1712

2062

2141

Genotip OR (%95 ClI)
cC CT TT CC+TT Top. CT TT CT+TT
G Kontrol 42 50 8 58 100
ru
P Hasta 36 44 20 64 100 1,02 (0,56-1,87) 2,91 (1,14-7,41) 1,28 (0,72-2,27)
Cinsivet Erkek 17 29 12 41 58 1,42 (0,61-3,30) 7,05 (1,38-36,04) 1,85 (0,82-4,17)
insiye
y Kadin 19 15 8 23 42 0,66 (0,27-1,61) 1,54 (0,45-5,24) 0,83 (0,36-1,88)
SA igmeyen 23 25 13 38 61 1,02 (0,48-2,15) 2,92 (0,96-8,84) 1,31 (0,65-2,64)
icen 13 19 7 26 39 0,94 (0,33-2,66) 2,96 (0,50-17,29) 1,15 (0,42-3,13)
HA 3 4 1 5 8 1,12 (0,23-5,28) 1,75 (0,16-19,02) 1,20 (0,27-5,33)
TT AST 16 19 8 27 43 0,99 (0,45-2,17) 2,62 (0,84-8,18) 1,22 (0,58-2,54)
ME 7 13 9 22 29 1,56 (0,57-4,26) 6,75 (1,94-23,41) 2,27 (0,89-5,81)
GG GT GT
Kontrol 96 4 100
Grup
Hasta 91 9 100 2,37 (0,70-7,97)
o Erkek 51 7 58 3,02 (0,59-15,29)
Cinsiyet
Kadin 40 2 42 1,30 (0,17-9,63)
SA igmeyen 57 4 61 2,38 (0,42-13,50)
icen 34 5 39 2,05 (0,37-11,43)
HA 8 0 8 0,96 (0,92-0,99)
TT AST 40 3 43 1,80 (0,38-8,41)
ME 27 2 29 1,77 (0,30-10,23)
ccC CT CT
Kontrol 86 14 100
Grup
Hasta 87 13 100 0,91 (0,40-2,06)
o Erkek 48 10 58 2,18 (0,63-7,49)
Cinsiyet
Kadin 39 3 42 0,33 (0,08-1, 31)
A icmeyen 55 6 61 0,84 (0,27-2,58)
icen 32 7 39 0,87 (0,26-2,94)
HA 6 2 8 2,04 (0,37-11,17)
TT AST 36 7 43 1,19 (0,44-3,20)
ME 26 3 29 0,90 (0,18-2,65)
GG GA GA
Kontrol 80 20 100
Grup
Hasta 82 18 100 0,87 (0,43-1,78)
o Erkek 45 13 58 1,37 (0,51-3,65)
Cinsiyet
Kadin 37 5 42 0,47 (0,15-1,46)
SA igmeyen 54 7 61 0,43 (0,16-1,14)
icen 28 11 39 2,55 (0,72-9,02)
HA 6 2 8 1,33 (0,25-7,10)
TT AST 34 9 43 1,05 (0,43-2,58)
ME 25 4 29 0,64 (0,20-2,04)

SA: Sigara aligkanhgi

TT: TUumor tipi

HA: Hipofiz Adenoma

AST: Astrositoma
ME: Menengioma
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Exon5 1365 G>A polimorfizmi beyin timorlii hastalarda cinsiyet, sigara
aligkanlig1r ve tiimor tipi yoniinden incelendiginde GG ve GA genotip dagilimlarina
bagli olarak OR degerleri hesaplandiginda giiven aralig1 1 degerini igerdigi ve 956 A>G
polimorfizm ile bu etkenlerin arasinda anlamli bir iliski olmadig: saptanmaigtir.

Exon5 1386 C>T polimorfizmi beyin tiimorlii hastalarda cinsiyet yoniinden
incelendiginde CC, CT, CT+TT genotip dagilimilarina bagli olarak OR degerleri
hesaplandiginda giiven araligi 1 degerini icerdiginden 1386 C>T polimorfizm ile bu
etkenlerin arasinda anlamli bir iligki olmadig1 saptanmistir. Ancak TT genotipli erkek
bireylerde OR degeri 7,05 (1,38-36,04) seklinde hesaplanmis olup, bu genotipin
erkeklerde beyin tiimorii olugma riskini 7 kat arttirdigi sonucuna vartlmigtir.  Ayni
sekilde tiimdr tipi yoniinden incelendiginde yine TT genotipli menengiomali bireylere
ait OR degeri 6,75 (1,94-23,41) hesaplanmis olup, TT genotipinin menengioma olusum
riskini 6,75 kat arttirmaktadir. Diger timor tiplerinin OR degerlerinin = %95 giiven
araliklar 1 igerdiginden istatistiksel olarak anlamli bir iligki gdzlenmemistir.

Intron5 1712 G>T polimorfizmi beyin tiimérlii hastalarda cinsiyet ve sigara
aligkanligr yoniinden incelendiginde GG ve GT genotip dagilimilarina baglhi OR
degerleri hesaplandiginda giiven araligi 1 degerini igerdiginden 1712 G>T polimorfizm
ile bu etkenlerin arasinda anlamli bir iliski olmadig1 saptanmistir. Ancak timor tipi
yoniinden incelendiginde GT genotipli hipofiz adenomali bireylerde OR degeri 0,96
(0,92-0,99) seklinde hesaplanmis olup, bu genotipin bu tip bir beyin tiimorii olusum
riskini azalttigi sonucuna varilmistir.  Ayni sekilde diger tiimor tiplerinin OR
degerlerinin %95 giiven araliklar1 1 igerdiginden istatistiksel olarak anlamli bir iligki
gozlenmemistir.

Beyin tiimorli hastalarda Exon7 2062 C>T ve Intron7 G>A polimorfizimleri
cinsiyet, sigara aligkanlifi ve timor tipi yoniinden incelendiginde genotiplere bagl
olarak hesaplanan OR degerlerinin giliven araliklar1 1 igerdiginden ilgili genotiplerle

sayilan etkenler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gdzlenmemistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu caligmada Axin2 genine ait sekiz bdlgedeki polimorfizmin beyin timori
gelisiminde risk faktorii olup olmadig: bir Tiirk populasyonunda arastirildi. Bu bolgeler
Axin2 geninde daha Onceden saptanmis olan polimorfik bolgelerden bazilaridir.
Calismamizda Axin2 geni ile beyin tiimorii arasinda 6nemli iliskiler belirlendi.

Oncelikle, beyin tiimorlii hastalar ile kontrol grubundaki saglikli bireyler
cinsiyet yonilinden karsilastirildi. Hasta ve kontrol grubundaki erkek bireylerin orani
sirastyla %58 ve %46, kadin bireylerin orani ise %42 ve %54 tiir. Istatistiksel olarak bu
oranlar degerlendirildiginde gruplar arasinda 6énemli bir fark yoktur (p=0.089, p>0.05).
Gruplar yas acisindan degerlendirildiginde, hasta grubunun yas ortalamasi1 58.66+8.039
iken kontrol grubunun 57.01+7.89 olarak hesaplanmis ve yas ortalamalar1 yoniinden de
gruplar arasinda bir farkin olmadigr goriilmiistiir. Ayni sekilde sigara ve alkol
aligkanligr ile ailede kanser Oykiisii acgisindan da gruplar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde Khi kare testi sonuclart sirastyla p=0.181, p=0.052 ve p=0.060
olarak hesaplanmistir. Bu degerlerden de anlasilacag gibi gruplar arasinda cinsiyet, yas,
sigara aligkanligi, alkol kullanimi ve ailede kanser Oykiisii yoniinden 6nemli bir fark
olmadig1 tespit edilmistir. Bu caligmadaki amag¢ Axin2 geni polimorfizminin beyin
timorii iizerine etkisini incelemek oldugundan, gruplar arasinda diger parametreler
acisindan da fark olmamasi konusundaki gereklilik verilerimizin istatistiksel sonuglari
ile de ortiismektedir.

AXin2 geninin sekiz ayr1 bolgesindeki polimorfik durumlar hasta ve kontrol
gruplart arasinda tek tek incelenmis ve istatistiksel sonuglar da Cizelge 4.2°de
goriilmektedir. Yalnizca Ekzon5 1386 C>T polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda O6nemli bir fark saptanmistir. Hasta ve kontrol grubunda CC alleli
strastyla %36 ve %42, CT alleli %44 ve %50, TT alleli %20 ve %8, CT+TT alleleri ise
%64 ve %58 oranlarindadir. C allelinin frekansi hasta ve kontrol gruplarinda %58 ve
%67 iken T allelinin frekansi ise %84 ve %66°dir. Khi kare testi ile bu verilere bagl
olarak elde edilen p degeri 0.022’dir. Axin2 genindeki Ekzon5 1386 C>T polimorfizmi
acisindan Onemli bir fark vardir. Bu p degerine ait OR degeri ise (%95 giiven
araliginda) 2.91 (1.14-7.41) olarak hesaplanmistir. Yas, cinsiyet ve sigara kullaniminin
etkisi de hesaba katilarak Logistik regresyon yapildiginda elde edilen OR degeri ise,
2.92 (1.14-7.47) seklinde hesaplanmistir. Buradan da anlasilacagi gibi Khi kare testi ile
elde edilen OR degeri ile Logistik regresyon degeri arasinda ¢ok fazla bir degisim
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olmamistir. Ancak, Axin2 geni 1386 C>T polimorfizminin saglikli bireylere gore beyin
timorii olan bireylerde 2.92 kat daha sik goriildiigii ve bu polimorfizmin beyin
timoriine yatkinlik olusturdugu sdylenebilir. AXin2 geninin kalan yedi bolgesinde de
ayn1 sekilde Khi kare testi ve Logistik regresyon yapilmig olup elde edilen sonuglar
incelendiginde beyin tiimorii ile polimorfik genotipler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir iligki g6zlenmemistir.

Calismamizda verileri, hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip agisindan
degerlendirdikten sonra sadece hasta grubundaki kadinlar ile erkekleri, sigara
icmeyenler ile i¢enleri ve hastalarin beyin tiimorii tiplerine gore genotipler agisindan da
degerlendirilmesi yapilmistir. Elde edilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemlilik
tastyan dikkat ¢ekici sonuglar bulunmaktadir. Axin2 Ekzonl 148 C>T bolgesinde CT
genotipi tagiyan erkeklerin kadinlara goére beyin tiimoriine karst koruyucu ozellik
kazanmis oldugu (%95 giiven araliginda OR: 0.37 (0.14-0.92)); Ekzonl 432 T>C
polimorfizm boélgesinde TC genotipi tasiyan hipofiz adenomali bireylerin diger
hastalara gore beyin tiimoriine 8 kat daha yatkin oldugu (OR: 8.00 (1.21-52.80));
Intron2 956 +16 A>G polimorfizm bélgesinde AA ya da GG genotiplerinden birini
tastyan menengiomali bireylerin diger hasta bireylere gore beyin tlimoriine daha az
yatkin olduklar1 (AG genotipi i¢in OR: 0.27 (0.007-0.98), AG+GG genotipi i¢in OR:
0.28 (0.09-0.88)), GG genotipli hipofiz adenomali bireylerin beyin tiimoériine karst bu
genotip ile beyin tlimoriine daha az yatkin olduklar1 (OR: 0.88 (0.81-0.96)); Ekzon5
1386 C>T polimorfizm boélgesinde TT genotipi tasiyan menengiomali bireylerin beyin
tiimoriine 6.75 kat daha yatkin olduklar1 (OR: 6.75 (1.94-23.41)); Intron5 1712 +19
G>T polimorfizm bolgesinde GT genotipli olan hipofiz adenomali bireylerin diger
hastalara gore beyin tiimoriine daha az yatkin olduklart (OR: 0.96 (0.92-0.99))
saptanmistir.

Axin2 proteininin yapist ve iglevi ile ilgili birgok ¢aligma vardir. Axin proteinine
ait birka¢ motif tanimlanmigtir. APC baglanma motifi ile ilgili olan Axin2 bolgesi G-
protein sinyali ailesi (RGS) regiilator proteinlerine biiyiik homoloji gostermektedir.
Axin, APC, B-katenin, GSK3p ve diger birka¢ protein Wnt yolagini kontrol etmektedir.
Hem Axin hem de APC, B-katenin diizenlenmesinde énemli proteinlerdir APC iizerinde
proteini kisa birakan mutasyonlar1 ¢esitli kanserlerde Axin baglanmasini onledigi ve
karsinogenezde oOnemli oldugu ileri siiriilmiistiir. RGS domaini (81.-200. amino asitler

arasi) Axin’in timor baskilayici 6zelliginde 6nemli bir yere sahiptir (Ikeda S., 1998).
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AXin2 gen mutasyonlarinin ve polimorfizmlerinin arastirildigir birgok g¢alisma
mevcuttur. Costa ve arkadaslar1 EGF+61 polimorfizmi ve glioma riski arasindaki
baglantty1 inceledikleri ¢aligmada bu polimorfizmin glioma, glioblastoma ve
oligodendrioglioma gelisimine yatkinlik olusturdugu sonucuna ulagmislardir. (Costa
BM., ve ark.. 2007). Mdm2 SNP309 polimorfizmi tek basmna ve TP53 R72P
polimorfizmi ile birlikte oligodendrioglioma tiimdrlerinde incelenmis ancak bu iki
polimorfizmin tek basina ya da birlikte bir yatkinlik olusturmadigi sonucuna varilmistir
(Idbaih A., ve ark.. 2008). Yine buna benzer bir ¢alismada telomeraz geni hTERT
polimorfizmi malign gliomalarda arastirilmis ve MNSI6A kisa allelinin glioma
hastalarinda daha sik goriildigii belirlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir iliskiye
rastlanmamistir (Carpentier C., ve ark.. 2007).

Medullablastoma c¢ocuklardaki en yaygin malign beyin tiimoriinii temsil eder ve
cogu sporadik olarak goriiliir. Ancak insidanslar1 Turcot’s ve Gorlin’s sendromlarinda
yiikselmistir. MB’l1 Turcot hastalarinda germ-line APC geni mutasyonlar1 Gorlin’s de
ise PTCH geninde mutasyon goriiliir. APC gen {irlinii beta katenin degredasyonunu
kontrol eden ¢ok proteinli kompleksin bir bilesenidir ve bu kompleksde yer alan Axin
ise skaffold proteinidir. Sporadik MB’larda APC mutasyonu nadir goriiliirken beta
katenin mutasyonlart daha sik goriiliir. MB’larda AXinl’in de mutasyona ugrayip
ugramadiginit belirlemek {izere yapilan calismalarda, ekzonl (Pro255Ser) somatik
mutasyonu ve 7 tane biiyiik delesyon oldugu belirlenmistir. Bu durum Axin geninin
MBJlarda tiimdr baskilayici gen olarak rol aldigini gostermektedir (Dahmen RP., ve ark..
2001).

Glioma kompleks bir hastaliktir ve tek bir gendeki bozukluk sonucu ortaya
cikmadigr da kesindir. Folat metabolizmas1 genlerindeki polimorfizm menengioma ve
gliomalarda incelenmis ve 5,10 metilentetrahidrofolat diizeyini arttiran genotiplerin
yatkinlik olusturabilecegi sonucuna varilmistir. (Bethke L., ve ark.. 2008). Yapilan
bagska bir calismada meningiomalarda APC geni heterozigotluk kaybi gozlenmistir
(Pecina-Slaus N., ve ark.. 2008). Kuzey Cin’de yapilan bagka bir arastirmada ise
erigkin astrositoma ve matriks metalloproteinaz genlerinin promotor bolgelerindeki
polimorfizmler incelenmis ve MMp1-1607 1G/1G genotipi ve MMP-1 1G-MMp-3 6A
haplotiplerinin astrositoma gelisiminde koruyucu rol oynadigi ileri siiriilmustiir (Lu Z.,
ve ark.. 2007). Almanya’da medullablastoma vakalarinda yapilan bir calisma
sonucunda, sporadik medulloblastoma patogenezinde Axin2 gen degisimlerinin gerekli

oldugu ve Ekzon5 ve Ekzon8 de gerceklesen mutasyonlarin onkogenik aktivasyona
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neden olabilecegi saptanmistir (Koch A., ve ark.. 2007). Koch ve arkadaglar tarafindan
yapilan sporadik hepatoblastoma patogenezinde AXin2 mutasyonlarinin tarandig
calisgmada Ekzon9’da somatik nokta mutasyonu, Ekzon8-9 da delesyon ve ayrica
Ekzon5’in 455. ve 462. kodonlarinda yer alan tek niikleotid polimorfizmleri
saptanmistir (Koch A., ve ark.. 2004). Kanzaki ve arkadaslar1 tarafindan akciger kanseri
ve AXin2 gen polimorfizmi iligkisinin arastirildigi ¢alismada ise AXin2 geni Ekzonl 50.
kodonundaki tek niikleotid polimorfizminin akciger kanser riski ile iliskili oldugu
saptanmistir (Kanzaki H., ve ark.. 2006). Polonya’da yapilan baska bir calismada ise
AXxin2 ekzonlar1 ve ekzon-intron sinirlarinda gergeklesen tek niikleotid polimorfizmleri
arastirilmis ve Intron2 956+16A>G ve Ekzon7 2062C>T polimorfizmlerinin dis agenezi
riskini arttirdig1 saptanmistir (Mostowska A., ve ark.. 2006). 50. kodon da yer alan
Ekzonl 148C>T polimorfizmi Axin2’nin RGS domainine olduk¢a yakin bir bolgededir
ve bu nedenle Axin’e proteinlerin baglanmasini etkiliyor olabilir ancak yaptigimiz
caligmada, beyin tiimorlii hastalarda herhangi bir degisimin olmadigmni goézlemledik.
Belkide bu kanser tiirlerinde ¢alisilan grubun sayisini arttirarak daha net bir tablonun
ortaya ¢ikmasi saglanabilir. Japon popiilasyonunda akciger kanseri ve Ekzonl 148C>T
polimorfizmi arasinda bulunan anlami iliski bizim elde ettigimiz sonuglar1 destekler
nitelikte degildir.

Yapilan baska bir calismada Axin2 Intron2 956+16G allelinin dis gelismesini
onledigi belirlenmistir. Bu intronik varyantin Ekzon2 dizisi igerisinde zayif bir dénor
splays bolge olusturdugu ileri stiriilmektedir (Mostowska A., 2006). Biz ¢alismamizda
beyin tiimorii hastalarinda bir etkisi olmadigini belirledik.

Calismamizin bir diger kisminda arastirilan Ekzon5 1386C>T polimorfizmi
Axin proteininin B-katenin baglanma domaininde bulunmaktadir. Bir¢ok caligma (-
kateninin hiicre c¢ogalmasinda gerekli olan bircok hedef genin trasnkripsiyonel
transaktivasyonu icin gerekli oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla B-kateninde
gerceklesebilen bir mutasyon karsinogenezde etkili ise bu proteinin diizenlemesinde rol
alan ve Axin2 proteininin kritik bir rolii oldugu degredasyon kompleksi bilesenlerindeki
mutasyon ya da polimorfizmlerin de beyin tiimorii hastalarinda etken olabilecegi
diistiniilebilir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak ¢alismamizda Axin2 proteininin -kateninin
baglanma bdlgesindeki Ekzon5 1386 C>T polimorfizmi arastirilmis ve beyin timori
hastalarinda TT genotipinin risk faktorii oldugu saptanmistir. Bu sonuglar gbz oniine
alindiginda AXin2 geni 1386. bazinda gergeklesen tek niikleotid polimorfizminin beyin

tlimoriine yatkinlik a¢isindan 6nemli oldugu diisiiniilebilir.
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Beyin timori ile yaptigimiz c¢aligmalarda hipofiz adenoma ve menengioma
tirlerinde Axin2 geni 432T>C, 956+16G>A, 1386C>T ve 1712 G>T
polimorfizimlerinin istatistiksel olarak dnemli oldugu sonucu goriilse de hasta sayilari
yetersiz oldugu i¢in kesin bir kaniya varilamamaistir. Bu tiimdr tiplerinde hasta sayilari
arttirilarak daha ikna edici sonuglarin alinabilecegi diisiincesindeyiz.

Sonug olarak bu ¢alisma bir Tiirk popiilasyonunda beyin tiimorii ve AXin2 geni
polimorfizmi arasindaki iliskinin ortaya konuldugu ilk 6n ¢alismadir. Ozellikle hasta
grubu genisletilerek farkli popiilasyonlarda AXxin2 geni polimorfik bdolgelerinin

calisilmasi bu varsayimimizin gegerliligini ortaya koyabilir.
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