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OZET

Amag: Calismamizda MDR1 gen ekspresyonu ve C3435T, G2677T/A,
C1236T polimorfizmlerinin kolon kanseri riski ve tumor agresifligi ile
kiyaslanmasi hedeflendi.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiza 110 kolon kanseri hastasi ve 119 saglikli
birey dahil edildi. Hastalarin rezeksiyon spesmeninden tumoral ve saglam
dokudan ornekler ve periferik kan 6rneg@i alindi. Kontrol grubundan sadece
kan orneg@i alindi. Dokularda MDR1 ekspresyonu bakilirken periferik kan
orneklerinden genetik materyal elde edildi. Hastalarin demografik 6zellikleri
ve resmi patoloji raporlarindan tumor ozellikleri kaydedildi. TUmoral doku ve
saglam doku arasinda ekspresyon farki degerlendirildi. Her bir polimorfizmin
genotipleri ve haplotipleri ile doku ekspresyonu, kanser sikhdir ve tumor
agresiflik kriterleri karsilastirildi.

Bulgular: Calismamizda timoéral doku P-glikoprotein ekspresyonu normal
dokuya gore azalmis olarak bulundu. Tumoral doku ekspresyon degeri ile
tumor agresifligi arasinda iliski bulunmadi. Genotip ve haplotiplerle kanser
sikhig1 arasinda anlamh iligki gorulmedi ancak lojistik regresyon analizinde
G2677T/A polimorfizminde GG genotipi ve C3435T polimorfizminde CC
genotipi varliginin kolon kanseri igin arttirici risk faktéri oldugu goérulda.
Genotiplerle  MDR1 ekspresyonu arasinda iliski bulunmazken 3435TT-
1236TT ve 3435TT-2677TT-1236TT haplotiplerinde tumodral dokuda
ekspresyonun azaldigi belirlendi.

Sonug: Bu calisma timoral dokuda MDR1 ekspresyonunun normal dokuya
gOre daha dusuk oldugunu ve bazi haplotiplerin dusik ekspresyonla iligkili
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica G2677T/A polimorfizminde GG genotipi
ve C3435T polimorfizminde CC genotipinin kolon kanserine yatkinhgi
artirdigi gorulmekle birlikte bulgularimizin daha genis kapsamli ¢alismalarla
desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar so6zcikler: Kolon kanseri, MDR1, polimorfizm, SNP, P-glikoprotein



ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to detect the incidence of MDR1 gene
expression and C3435T, G2677T/A and C1236T SNPs in colon cancer and
assess the relation between tumor aggressiveness.

Material and Methods: One hundred and ten patients with colon cancer and
119 healthy individuals were included in our study. Tumoral and healthy
tissue samples were collected from the resection material and also
peripheric blood samples were obtained. Only blood samples were collected
from the control group. MDR1 gene expression was measured in the tissue
samples and genetic material was extracted from the blood samples.
Patients’ demographics and tumoral features from the official pathology
reports were recorded. Expression difference between healthy and tumoral
tissue was evaluated. Genotypes and haplotypes of each polymorphism were
analysed in cancerous and healthy tissue samples and results were
compared with tumor aggressiveness.

Results: P-gp expression in the tumoral tissue was found to be lower when
compared to the normal tissue. There was no association between tumoral
tissue expression and tumor aggressiveness. There was no association
between genotypes and haplotypes and cancer incidence but in logistic
regression analysis GG genotype in G2677T/A polymorphism and CC
genotype in C3435T polymorphism was found to be effective on the
increased risk of colon cancer. Although there was no association between
genotypes and expression, 3435TT-1236TT and 3435TT-2677TT-1236TT
haplotypes seemed to be associated with decreased expression levels in
tumoral tissue.

Discussion: This study shows that MDR1 expression in tumoral tissue is
lower than normal tissue and some of the haplotypes are associated with
decreased expression. Our study also shows that GG genotype in G2677T/A
and CC genotype in C3435T increases colon cancer incidence but further

studies are needed to generalize these findings.

Key Words: Colon cancer, MDR1, polymorphism, SNP, P-glycoprotein
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1. GIRIS VE AMAG

Kolon kanseri gelismis Ulkelerde en ¢ok tani konulan kanserlerden birisidir [1,
2], ve etiyolojisinde genetik ve gevresel faktorlerin rol oynadigi bilinmektedir
[3, 4]. Yasam tarzi karakteristikleri ve kolorektal karsinogenezi iligkilendiren
biyolojik suregler hentz tam olarak aydinlatlamasa da, diyet ile iligkili
faktorlerin etkilerini arastiran calismalar, kolon kanserinin gida ile alinan
ksenobiyotiklere maruziyet sonucu ortaya ¢iktigini ortaya koymustur[4, 5].

Bazi genlerin tek nukleotid polimorfizmlerinin (single nucleotide
polymorphism, SNP) artmis veya azalmis kanser riskiyle birliktelik gosterdigi
net bir sekilde ortaya konmustur. Bunlarin arasinda ¢oklu ilag¢ direng 1 (multi
drug resistance-1, MDR1) geninin timoér progresyonunda énemli rol oynadigi
dusundlmektedir. Bu gen ATP-baglayici kaset (ABC) ailesine ait olup, 170-
kDa'lik efluks pompa proteini olan P-glikoproteini (P-gp) kodlar [6]. Bu ABC
tastyicilari gogunlukla enterositlerin apikal membranlarinda eksprese olurlar
ve burada (seker, aminoasit, nukleotid, steroid, inorganik iyonlar) gibi farkh
endojen substratlarin membran transportuna aracilik ederler. Ek olarak, ABC
tastyicilarinin  bayuk bir bolimd ksenobiyotikler tarafindan olusturulan
cevresel tehditlere karsi hicresel savunmada rol oynarlar([7].

insan barsak sisteminde MDR1 ekspresyonu proksimalden distale
dogru artarak kolon seviyesinde en yogun ekspresyon seviyelerine ulasir[8],
ve bu bdlgede bir takim karsinojenlerin barsaktan limene ekskresyonunda
rol oynar[9].

MDR1 tasiyicilarinin aktivitesi ve ekspresyonu, gerek polimorfizmler
gerek patolojik durumlara bagh olarak her bireyde farkhidir[10], bu da farkh
toksinlerin, karsinojenlerin ve ilaclarin biyoyararlaniminda farkhliklar olarak
kendini gosterecektir[3]. Bu hipotez, son donemde MDR1 gen polimorfizminin
islevselligi ve belirli hastaliklar ve kanser gelisimi Uzerine etkisini arastiran bir
¢ok in vitro galismanin ortaya ¢ikmasina yol agmistir[11-14]. Bu ¢alismalarda
MDR?’in fonksiyonel varyantlari oldugu ortaya konulmustur. Ornegin
Hoffmeyer ve ark C3435T varyantinin duodenumdaki proteinin aktivitesinde
ve ekspresyonunda azalmaya neden oldugunu saptamiglardir[15]. Benzer
sekilde birka¢ farkli calisma da ABC multidrug tasiyicilarinin polimorfik



varyantlari ile antikanser ilaglar arasindaki iliskiye odaklanmistir[16, 17].
MDR1 varyantlarinin kolon kanseri Uzerine etkilerini ortaya koyan birgok
calisma olsa da [14, 18-20], bu g¢alismalarin ¢cogu az sayida genetik marker
ile veya nispeten daha kiguk populasyonlarda yapildigi igin kisith veri elde
edilmigtir.

Kolon kanserinin ve diger tum kanser turlerinin mevcut tani ve tedavi
yontemleri, genelde toplumun tamamina ydnelik planlanmaktadir. Genetik
arastirmalarda ise hasta segimi, takip ve tedavi planlarinin bireysellestiriimesi
asil amagtir. Her bir bireyin mevcut hastaliga ve uygulanacak tedaviye
verecegi yanitlar farkli olabilmektedir. Bu nedenle ortaya koyulabilecek yeni
bir tarama yontemi veya tedavide hasta secimini etkileyecek bir yontem
degerli bir aragtirma konusu olacaktir.

Gunumuzde, genetik polimorfizmlerin MDR1 fonksiyonu Uzerine agik
etkilerini gosteren veriler ve calismalar hala yeterli seviyede degildir. Bu
nedenle MDR1 polimorfizmleri ile P-gp farmakokinetigindeki degisiklikler
arasindaki iligkinin altinda yatan molekuler mekanizmayi aciklayabilecek,
uygun deneysel klinik ¢galigmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica MDR1 haplotipi, P-gp
ekspresyonu ve fonksiyonu uzerine yapilan ¢aligmalardan elde edilen bilgiler,
degisken P-gp aktivitesi fenomenini anlamamiza yardimci olacaktir.

Bireysellestiriimis farmakoterapi icin gelisen teknoloji ile birlikte, MDR1
genetik polimorfizmleri Gzerine bilgi durumu tazelemek amaciyla guncel
bilgileri gozden gecirmek onemli olacaktir. Bu nedenle bu ¢alisma insan ilag
tasiyicisi P-gp ve MDR1 polimorfizmleri Gzerindeki son bilgilere odaklanacak;
MDR1 ve onun P-gp ekspresyonu/fonksiyonu Uzerine etkisi, ve MDR1
polmorfizminin kolon kanseri hastalarinda timor agresifligi ile olan iliskisini

arastiracaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Kolon Kanseri

Kolon kanseri en sik gorulen gastrointestinal sistem kanseri olup, genetik
faktorler, cevresel maruziyetler (diyet dahil), sindirim sisteminin inflamatuar
durumlari gibi etiyolojik nedenlere bagli gelisen bir multifaktoriyel hastaliktir.
Codunlukla tarama prosedurleri esnasinda tani konulmakla beraber en sik
gorulen Klinik bulgular demir eksikligi anemisi, rektal kanama, karin agrisi,
barsak aligkanhklarinda degigiklikler, intestinal obstriksiyon veya
perforasyondur. Erken donemde halsizlik, kilo kaybi gibi nonspesifik
semptomlardan, ileri donemde abdominal hassasiyet, makroskopik rektal
kanama, abdominal kitle, hepatomegali, assit gibi genis spektrumda bulgular
saptanabilir. Cerrahi, lokalize kolon kanserleri (evre I-ll) icin tek kuratif
segenektir.

invaziv kolorektal kanser énlenebilir bir hastaliktir. Yaygin uygulanan
tarama programlari ile elde edilen erken tani, gelismis Ulkelerde son yillarda
kanser oranlarinda dusus izlenmesinin en temel nedenidir.

Tarama testlerinin tam olarak uygulanmasinin, kolorektal kanser
mortalitesini  ABD’de tahmini %50 kadar azaltabilecedi, tarama
uygulanmayan ulkelerde ise mortalite oranlarinda ¢ok daha ylksek oranlarda
azalma elde edilebilecegi dusunulmektedir[21]. Yine de yeni ve daha
kapsamli tarama testlerine ihtiya¢c duyulmaktadir.

Kolorektal kanserin biyolojik ve genetik ozelliklerini anlamaya yonelik
onemli ilerlemeler saglanmigtir. Bu bilgiler; yavas yavas klinik kullanima
entegre edilerek kolorektal kanser gelisiminde bireysel risklerin daha detayl
sekilde ortaya konulmasi, daha iyi tarama stratejilerinin bulunmasi,
prognozun daha iyi degerlendiriimesi ve antikanser tedavilerin etkinliginin
daha efektif bir sekilde saptanabilmesi alaninda rol oynamaya baslamistir.

Son 10 yil icinde kolorektal kanserin sistemik tedavisinde elde edilen
gelismeler sayesinde metastatik hastalarin akibetinde belirgin bir dizelme
saglanmistir. 1990l yillarin ortalarina kadar kolorektal kanser tedavisinde



onayll tek ajan 5-florourasil iken; bu donemden sonra irinotekan ve
oksaliplatin gibi sitotoksik ajanlar, kapesitabin ve tegafur gibi oral
floropirimidinler, bevakizumab, setuksimab, panitumumab gibi biyolojik
ajanlar ve oOzellikle son dénemde ziv-aflibercept, regorafenib gibi anti-
anjiojenik ajanlar gibi farkh antikanser tedaviler kullanima girmistir[22, 23].
Her ne kadar kesin tedavi modalitesi olarak cerrahi kabul edilse de, bu
yeni ajanlar erken evre kanserlerin tedavisinde artmis kir, ve evre-4 kanser
hastalarinda da uzamis survi oranlari olarak etkilerini ortaya koymaktadir.
Yeni ajanlarin bulunmasi ve sistemik tedavinin cerrahi ve radyoterapi gibi
diger tedavi modaliteleri ile entegrasyonu ile ilerleyen donemlerde tedavide

¢ok daha iyi sonuglarin elde edilebilecedi 6ngorulmektedir.

2.1.1. Kolon kanseri epidemiyolojik 6zellikler

Kolon kanseri insidansi ve mortalitesi ABD’de son 20 yilda yavas bir artis
gOsteriyor olsa da tum kanserler arasinda kolorektal kanserler en sik gorulen
Ucuncu kanser tipidir ve kanser iligkili mortalitenin en sik Gguncl sebebini
olusturmaktadir. Amerikan Kanser Dernegdi’nin verilerine gore, 2015’te 93090
kisinin kolon kanser tanisi alacagi, ve kolon ve rektal kanser nedenli
Olimlerin sayisinin 2015’te 49700 olacagi 6ngorilmektedir[24]. Turkiye'de
ise 2014 yilinda 25000 kadin ve erkek kolorektal kansere yakalanmistir[25].

Tdm dunya genelinde kolorektal kanser, kadinlarda ikinci en sik
(614000 vaka, tim kanserlerin %9,2si) ve erkeklerde ti¢incl en sik (746000,
tim kanserlerin %10’u) kanser iken Turkiye’de 2014 verilerine gdore kolorektal
kanser hem erkeklerde hem de kadinlarda Uglncu en sik kanser tipi olarak
izlenmektedir[25]. insidans cografik olarak 10 kata kadar degisebilmekte
olup, en ylUksek degerler Avustralya/Yeni Zelanda’da bdlgesinde (erkeklerde
44.8/10° ve kadinlarda 32,2/10°), en disik degerse Bati Afrika'da
(erkeklerde 4,5/10° ve kadinlarda 3,8/10°) izlenmektedir[26].

Dunyanin az gelismis bdlgelerinde, mortalite dusik olmakla birlikte
(694000 6lim, %8,5), hastalik goérulen poptlasyonda 6lum orani %52 olup bu
bolgelerdeki kotu survi oranlarini gostermektedir.



Mortalite oranlarinda dinya ¢apinda daha az degiskenlik mevcut olup
(erkeklerde 6 kat ve kadinlarda 4 kat), en yuksek mortalite oranlar Orta ve
Dogu Avrupa’da (erkeklerde 20,3/10° ve kadinlarda 11,7/10°) gériiliirken, en
disik mortalite oranlari ise Bati Afrika’da (erkeklerde 3,5/10° ve kadinlarda
3/10°) gorilmektedir.

Irk, cinsiyet ve yas olarak dagihma bakildiginda ABD’de son donemde
elde edilen veriler; Afro-amerikanlarda, beyazlara goére c¢cok daha ylksek
oranda kolorektal kansere bagli 6lum oldugunu 6ne surmektedir. Yine bu
oranlarda en dusuk deg@erler ise Hispaniklerde izlenmektedir.

Yas da bir ¢ok solid timorde oldugu gibi kolorektal kanserde de iyi
bilinen bir risk faktéridir. Erken premalign lezyondan malign kansere
ilerleme periyodu yaklasik 10-20 yil arasinda degismekle birlikte, tani
esnasinda medyan yas 68’dir[27].

2.1.2. Kolon kanseri etiyolojisi

Kolorektal kanser multitfaktoriyel bir hastalik surecidir. Genetik faktorler, diyet
dahil cevresel maruziyetler, sindirim sisteminin enflamatuar durumliar
kolorektal kanser gelisiminde etkisi olan faktérlerdir. Her ne kadar kolorektal
kanser genetigi henuz tam olarak bilinmese de, mevcut arastirmalar
gostermektedir ki; kolorektal kanser gelisimindeki en dnemli etken genetik
faktorlerdir. Adenomatoz polipozis koli (APC) geninin herediter mutasyonu
familyal adenomat6z polipozis (FAP)in nedeni olarak bilinmektedir ve
etkilenen bireylerde 40 yasina kadar kolon kanseri gelisme riski neredeyse
%100°ddr.

Herediter nonpolipozis kolon kanser sendromunda (HNPCC, Lynch)
hayat boyu kolorektal kanser gelisme riski %40 olup, bu sendroma sahip
bireyler ayrica Urotelyal kanser, endometrial kanser, ve daha az siklikta
gorulen diger kanserler acgisindan artmis risk altindadir. Lynch
sendromu; hatali eslesme onarim genlerindeki (hMLH1, hMSH2, hMSH®,
hPMS1, hPMS2 ve muhtemelen henlz saptanmamis diger genler) kalitimsal

mutasyon sonucu olusan “yetersiz hatali egslesme onarimi” (deficient



mismatch repair, IMMR) ile karakterize bir sendromdur.

HNPCC tum kolon kanserlerinin yaklasik %6’sinin sebebidir. Aspirin
kullanimi bazi toplumlarda kolorektal kanser insidansini dusurayor olsa da
Bum ve arkadaslarinin galismasinda Lynch sendromu tasiyicilarinda aspirin
kullaniminin insidans uzerine bir etkisi olmadigr gosterilmigtir[28].

Diyetetik faktorler de devam eden c¢alismalarda 6ne gikan bir diger
0gedir[29]. Epidemiyolojik ¢alismalar kirmizi et ve hayvansal yagdan zengin
besinler, dusuk lifli diyet, meyve ve sebze tlketiminin genel olarak azalmasi
ile kolorektal kanser riskinde artis arasinda baglanti kurmustur. Aune ve
arkadaslarinin ¢alismasinda yuksek lif alimi, azalmis kolorektal kanser riski
ile iligkili bulunmustur. Ozellikle tahil lifleri ve tam tahillarin efektif oldugu
tespit edilmistir[30]. Pala ve arkadaslarinin ¢alismasinda yogurt tiketiminin
de duguk kolorektal kanser riskiyle iligkili oldugu gosterilmistir[31].

Daha dusuk riskle iligkili faktorler; folat alimi, kalsiyum alimi ve
Ostrojen replasman tedavisidir. Ancak konuyla ilgili ¢alismalar ¢ogunlukla
retrospektif epidemiyolojik calismalardir ve prospektif, plasebo kontrolli
calismalarla glincellenmesi gerekir.

Obezite ve sigara icimi, alkol kullanimi, sedanter aligkanliklar gibi
yasam tarzi segimleri de artmis kolorektal kanser riski ile iligkilendirilmistir.
Prospektif kohort calismalarin meta analizinde sigara igenlerde, kolorektal
kanser riskinde belirgin artis tespit edilmistir. Bu risk erkeklerde ve kolon
kanserinden daha cok olarak rektal kanserde gorulmustur ve sigarayi
birakmis olanlarda da risk devam etmektedir[32].

Genis bir prospektif galismada Cho ve arkadaslari, ailesinde kolorektal
kanser Oykusu olan bireylerde alkol aliminin kolorektal kanser riskini
artirdigini tespit etmistir. iliski sadece gunlik 30 g ve lzeri alkol tiiketimi olan
bireylerde anlamli olarak tespit edilmigtir ve artan miktarlarda lineer iligki
gorulmemigtir. Alkol almayan ve aile 6ykusu olmayan bireyler, gunde 30 g ve
uzerinde alkol kullanan ve ailede kolorektal kanser oykusu olan bireylerle
kiyaslandiginda rolatif risk degeri 2.8’dir[33].

Son dénem tarama kilavuzlari sigara i¢cenler ve obezlerde kolorektal

kanser riskinde artisa dikkat edilmesini onerirken, diyabet icin ayni uyarida



bulunmamaktadir. Ancak vaka-kontrol ve kohort galismalardan yapilan bir
meta-analiz, diyabeti kolon ve rektal kanser icin bagimsiz bir risk faktoru
olarak tanimlamakta ve bu bilgilerin kolorektal kanser yonetimi ve risk
hesaplamasinda etkili olacadi diustnulmektedir[34].

Vicut kitle indeksi (VKI) ve kolorektal adenom riski arasinda bir iligki
bildirilmigtir ancak gerekli analizlerin yapilmasina olanak saglayacak
orneklem buyuklugune sahip c¢alisma sayisi azdir. Jacobs ve arkadaslar 7
calismadan 8213 katihmcinin verilerini topladiginda ve VKi'nin metakron
adenomlarin histolojik karakteristiklerinin cogu ile kadinlarda degil ancak
erkeklerde iligkili oldugunu tespit etmigstir. Arastirmacilar vicut olgulerinin
Ozellikle erkeklerde kolorektal karsinogenezi erken evrelerde etkiledigi
sonucuna varmislardir[35].

Genellikle APC kaybindan kaynaklanan WNT sinyal yolunun
aktivasyonu, kolorektal kanser gelisiminde oOnemli bir rol oynar ve
CTNNB1(beta-katenin), WNT yolaginin énemli bir medyatoradiar. WNT-
CTNNB1 sinyal iletimi obezite , glukoz metabolizmasi ve tip 2 diyabet gibi
metabolik hastaliklarla da iligkili bulunmustur. Morikawa ve arkadaslari
obezite ve fiziksel aktivite ile kolorektal kanser riski arasindaki iligkinin,
CTNNB1 durumuna gore tumor subtipleri arasinda farklilik gostereceqgi
hipotezini ortaya atmislardir[36].

Molekuler patolojik epidemiyoloji veritabani kullanan bu arastirmacilar
CTNNB1-negatif kanser riskinin, daha yiiksek VKI ve daha dusik fiziksel
aktivitesi olan bireylerde daha fazla oldugunu géstermisler, VKi ya da fiziksel
aktivite ile CTNNB1-pozitif kanser riski arasinda iliski tespit etmemislerdir[36].

Ulseratif kolit (UK) ve Crohn gibi inflamatuar barsak hastaliklari da
kolorektal adenokarsinom gelisimi acisindan yukselmis risk sebebidir.
Kolorektal malignite gelisme olasiligi, inflamatuar barsak hastaliginin

gOrulme suresi ve kolon tutulumunun yayginhgi ile artar.

2.1.3. Kolon kanseri patofizyolojisi

Genetik olarak kolorektal kanser kompleks bir hastalik olarak bilinir ve



genetik degisiklikler cogunlukla premalign lezyondan (adenom), invaziv
adenokarsinoma donugumle iligkilendirilir. Genetik ve molekuller olaylar
dizisinin adenomatoz polipten, malignensiye donusimu Vogelstein ve
Feasron tarafindan 1988’de tanimlanmistir[37].

APC mutasyonu ilk olarak FAP hastalarinda saptanmigtir. APC
tarafindan kodlanan protein c-myc ve cyclin D1 onkojeninin aktivasyonunda
rol oynamakta ve bdoylelikle progresyonun malign fenotipe yonelmesine
neden olmaktadir. FAP, tim kolon kanserlerinin sadece %1’inin sebebi olan
nadir gorulen bir sendrom olmasina ragmen, sporadik kolorektal kanser
olgularinda APC mutasyonlari ¢ok sik gorulmektedir.

Mutasyonlara ek olarak, anormal DNA metilasyonu gibi epigenetik
olaylar da tumor supresor genlerin baskilanmasi veya onkogenlerin
aktivasyonu yoluyla genetik dengeyi bozarak malign transformasyona yol
acabilir.

Kolon karsinogenezindeki diger énemli genler ise KRAS onkogeni, 18.
kromozomda heterozigosite kaybina bagli SMAD4’ln inaktivasyonu, DCC
(deleted in colon cancer) genleridir.

Kolorektal kanserlerin bir kismi ise defektif DNA hatali eslesme onarimi
ile karakterizedir. Bu fenotip MSH2, MLH1 ve PMS2 gibi gen mutasyonlari ile
iligkilidir. Bu mutasyonlar da HNPCC'’in 6zelliklerinden biri olan ylksek
frekansli mikrosatellit instabilitesine (H-MSI) yol agar. H-MSI ayrica sporadik

kolon kanserlerinin de %20’sinde mevcuttur.

2.1.4. Kolon kanserinin klinik prezentasyonu ve ayirici tanilar

Tarama testlerinin 6nemine yapilan vurgular sonucunda, ginimuzde artik
kolorektal kanserler gogunlukla semptom vermeden tani alabilmektedirler.
Ancak ilerlemis vakalarda hastalik; demir eksikligi anemisi, rektal kanama,
karin agrisi, barsak aligkanliklarinda degisiklik, intestinal tikaniklik veya
perforasyon gibi klinik bulgularla kendisini gosterebilir. Sag taraftan kdken
alan lezyonlar ¢ogunlukla kanama ve diyare gibi bulgular gosterirken, sol
taraftan kaynaklanan lezyonlar daha ge¢ tani alip barsak tikanikhidi gibi



semptomlarla ortaya cikarlar.

Erken donem kolorektal kanser hastalarinda fizik muayenede belirgin
bulgu saptanmayabilir veya kilo kaybi ve halsizlik gibi non-spesifik bulgular
ortaya c¢ikar. Ancak ilerlemis vakalarda abdominal hassasiyetten, rektal
kanama, palpabl kitle, assite kadar gidebilen farkli semptomlar mevcut
olabilir.

Ayirici tanida intestinal arterioven6z malformasyonlar, gastrointestinal
sistemin ndroendokrin/karsinoid tumorleri, iskemik barsak hastaliklari,
gastrointestinal lenfoma, UK, crohn hastaligi, ileus, intestinal divertikdilit gibi

patolojiler gz 6ntinde bulundurulmahdir.

2.1.5. Kolon kanserine yaklasim prensipleri

Prekanseroz lezyonlarin veya primer olarak kanserin saptanmasina yonelik
farkh tarama testleri ve literatirde bunlari destekleyen bircok arastirma
mevcuttur. Amerikan Gastroenteroloji Dernegi; tarama stratejisi olarak 50
yasindan itibaren her on yilda bir kolonoskopi yapilmasini 6nermektedir[38].

Kolorektal kanserden suphelenilen her hastaya mutlaka rektal
muayene ve kolonoskopi planlanmali, supheli lezyon varliginda ise biyopsi ile
patolojik tani netlestiriimelidir. Ulusal Kapsamh Kanser Agi (National
Comprehensive Cancer Network, NCCN) 70 yas dncesi kanser tanisi alan
tum hastalarin HNPCC yonunden taranmasini; 70 yas ve Uzeri hastalarda ise
bu taramanin sadece HNPCC icin revize Bethesda kriterlerini karsiladigi
takdirde yapilmasini dnerir[39, 40].

Patolojik tani dogrulandiktan sonra, hastanin organ fonksiyonlarinin
degerlendiriimesi, timoér yukinUn hesaplanmasi ve evrelendirme amagcli

laboratuvar ve goruntuleme ¢alismalari yapiimahdir.

2.1.6. Kolon kanserinin molekiiler degerlendirmesi

Tumoran molekuler degerlendirmesi, metastatik kolorektal kanser tedavisinin



sekillendiriimesinde giderek daha fazla rol oynamaktadir. 2015 yilinda

yayinlanan  bir derlemeye gobre kolorektal kanserin  molekuler

degerlendirmesinde su 6nerilerde bulunulmustur[41, 42]:

2.1.7.

Anti-Epidermal Growth Faktor Reseptor (anti-EFGR) tedavisi
planlanan hastalar igin kolorektal kanser dokusunda RAS mutasyonel
degerlendirme yapiimahdir. Bu analiz; ekson 2’'nin 12,13 kodonlari;
ekson 3'Un 59, 61 kodonlari; ekson 4’Un 117 ve 146 kodonlarini
icerecek sekilde, KRAS ve NRAS kodonlari igermelidir.

Prognostik kategorilendirme icin dMMR/MSI ile birlikte BRAF V600
mutasyon analizi yapiimalidir.

dMMR/MSI testi prognostik kategorilendirme ve Lynch sendromu
hastalarini tanimlamak icin tum kolorektal kanser hastalarinda
uygulanmalidir.

Primer kolorektal karsinom dokusu igin molekuler belirte¢ testi
uygulanabilir (KRAS, genisletiimis RAS, BRAF, ve dMMR/MSI); bu

belirteclerin kullanimi, metastatik doku varliginda da tercih edilmelidir.

Kolon kanseri evrelemesi

TNM evrelemesi kolorektal kanser evrelemesinde uluslararasi standart

olarak kabul edilmektedir. Bu evrelemede su U¢ tanimlamaya yer verilir ve

degerlendirme tablo 1’de verildigi sekilde yapilmaktadir:

T: primer tUmor
N: lenf nodu tutulumu

M: metastaz

Tamor kategorisi su sekilde siniflandiriimaktadir[43]:

Tx: Yetersiz bilgi nedeni ile tumor yayiliminin tanimlanamamasi.
Tis: In situ karsinom, timor muskularis mukoza tabakasi ile sinirlidir.
T1: Kanser muskularis mukoza tabakasini asarak submukoza igerisine

ilerlemigtir.

10



T2: Kanser submukozayl asarak muskularis propria igerisine
ilerlemistir.

T3: Kanser muskularis propriayl asarak kolonun en dis tabakasina
ulasmis, ancak asmamistir. Herhangi bir komgu organ tutulumu
yoktur.

T4a: kanser serozayi (viseral periton) agsmistir.

T4b: Kanser kolon duvarini agsmig, ve komgsu doku veya organlari

invaze etmigtir.

Lenf nodu kategorisi su sekilde siniflandiriimaktadir:

Nx: Yetersiz bilgi nedeni ile lenf nodu tutulumunun tanimlanamamasi.
NO: Lenf nodu tutulumu yoktur.

N1a: Bir yakin lenf nodunda kanser hucresi bulunmustur.

N1b: iki veya ii¢ yakin lenf nodunda kanser hiicresi bulunmustur.

N1c: Lenf nodlarinda kanser hicresi izlenmemis, ancak lenf nodu
cevresindeki yag dokularinda az miktarda kanser hicre kumeleri
izlenmistir.

N2a: Dort ila alti yakin lenf nodunda kanser hucresi bulunmustur.

N2b: Yedi veya daha fazla yakin lenf nodunda kanser hucresi

bulunmustur.

Metastaz kategorisi su sekilde siniflandiriimaktadir:

MO: Uzak yayilim yoktur.

M1a: Kanser bir uzak organa yayillmis veya uzak lenf nodlarinda
tutulum yapmistir.

M1b: Kanser birden fazla uzak organa yayillmig veya uzak lenf
nodlarinda tutulum yapmigtir, veya peritonun distal bdlimlerine

yaylmistir.
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Tablo — 1 Kolon kanseri icin TNM evreleme sistemi

Evre Primer Tumor (T) Bolgesel Lenf | Uzak
Nodu (N) Metastaz (M)
Evre O Karsinoma In Situ (Tis) NO MO
Evre | TUmor submukoza (T1) veya NO MO
muskularis propriaya (T2)
invaze
Evre I TUumor muskuler tabakayl asmis | NO MO

en dig tabakada sinirlanmig
(T3) veya komsu organ veya

dokulari invaze etmistir (T4)

Evre lIA | T3 NO MO
Evre IIB | T4a NO MO
Evre IIC | T4b NO MO
Evre llIA | T1-2 N1 MO
T1 N2a MO
Evre llIB | T3-4a N1 MO
T2-3 N2a MO
T1-2 N2b MO
Evre IIIC | T4a N2a MO
T3-4a N2b MO
T4b N1-2 MO
Evre T1-4 N1-2 Mla
IVA
Evre T1-4 N1-2 M1b
VB

Evreleme ile iligkili prognostik faktorler:
Tani aninda kolon kanserinin klinik ve histopatolojik evresi hastanin prognozu

uzerinde ¢ok énemli bir role sahiptir. Barsak duvar penetrasyon derinligi (T),
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lenf nodu tutulumu (N), ve metastaz varligi (M) gibi 6nemi iyi tanimlanmis
standart patolojik 6zelliklere ek olarak; bazi diger faktorlerin de Gnemli oldugu
kanitlanmistir. Bu faktorler; ne kadar lenf nodu toplandi§i ve ne kadarinda
tutulum saptandigi, histolojik grade’i ve lenfovaskiler ve perindral invazyon
mevcudiyetidir.
Kotu prognoz kriteri olarak degerlendirilebilecek bulgular sunlardir:

e Tani esnasinda barsak obstruksiyonu

e Ulseratif biiyime paterni

e Perforasyon

e Preoperatif dénemde artmis Karsinoembriyonik Antijen (CEA)

seviyeleri

Prognoz ile iligkili oldugu dusunulen ancak hentz klinik pratige
girmemis molekuler faktorler ise sunlardir:
e p53
e 18q heterozigotisite kaybi[44]
e DCC mutasyonlari

e EGFR gen amplifikasyonu

Adenokarsinomlarin %40’inda bulunan KRAS mutasyonlari, EGFR
uzerine etki eden biyolojik ajanlarla uygulanan tedaviye duyarhligi
etkilemektedir[45].

H-MSI ile iligkili olan dMMR’in rezektabl kolon kanseri olan hastalarda
daha iyi klinik sonuglarla iligkili oldugu gosterilmistir[46, 47]. Buna ek olarak
dMMR/H-MSI olan hastalarin florourasil temelli tedavilerden fayda gérmedigi
izlenmistir[48]. Bundan dolayi rezektabl kolon kanseri hastalarinda dMMR
taramasi yapmak, prognoz ve tedavi planlanmasi yonunden faydali olabilir.
Yine bazi arastirmalar immun regulasyonun kolorektal kanser hastalarinda
kanser gelisimi ve prognoz Uzerindeki roliunu goOsteren sonuglar ortaya

koymustur[49].
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2.1.8. Kolon kanseri histolojik subtipler ve metastatik paternler

Bin altiylz yetmis bes metastatik kolorektal kanser hastasi Uzerinde yapilan
otopsi sonuglarini inceleyen retrospektif bir calismaya ve Hugen ve
arkadaslarinin 88 metastatik kolorektal kanser hastasi Uzerinde yaptigi
calismaya gore kolorektal kanserde primer tUumorln histolojik subtipi ve
lokalizasyonunun, metastatik patern Uzerine ¢ok onemli bir etkisi oldugu
ortaya konmusgtur[50, 51].

Bu calismalara gore;

e Mdusin6z adenokarsinomlar (MK) ve tagh ylzuk hdcreli karsinomlarda
(TYHK), adenokarsinomlarla (AK) kargilastirildiginda metastatik
hastalik daha sik ve daha fazla lokalizasyonda saptanmaktadir.

o Karaciger metastazlar TYHK (%31.7) ile kiyaslandiginda, AK (%73)
ve MK (%52.2)'da daha sik izlenmektedir.

e Peritoneal metastazlar AK (%20.1) ile kiyaslandiginda, TYHK (%51.2)
ve MK (%48.2)'da daha sik izlenmektedir.

e Uzak lenf nodu metastazlan MK (%22.3) ve AK (%19.9) ile
kiyaslandiginda, TYHK (%43.9)'da daha sik izlenmektedir.

Metastaz bodlgesi yonunden karsilastirildiginda; kolon kanseri olan
hastalarda abdominal metastaz oranlar rektal kansere gore daha yuksek

iken, ekstra abdominal metastaz oranlari rektal kanserlerde daha yuksektir.

2.1.9. Kolon kanseri tedavi yaklasimlari

Lokalize kolon kanseri icin (evre I-lll) tek kiratif tedavi modalitesi cerrahidir.
Bununla birlikte akciger ve karacigerde sinirli metastatik hastaliklarda da, tek
kiratif tedavi potansiyeli olan segenek yine cerrahi rezeksiyondur, ancak bu
elektif kolon rezeksiyonlarinin obstruksiyon olusmamis hastalarda rutin
kullanimi hala bir tartisma konusudur.

Adjuvan kemoterapi evre lll kolorektal kanserler igin standart tedavi
yaklagimi olarak kabul edilmektedir. Bunun yanisira, evre Il hastalikta

adjuvan kemoterapinin uygulanmasi konusu henuz tartismali bir konu olup,
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hangi hastalarin bu tedavi i¢cin uygun oldugunu belirlemek Uzerine yapilan
arastirmalar hala devam etmektedir. Radyoterapinin rolu ise glinumuizde
sadece kemik veya beyin metastazi gibi metastatik bdlgelere palyatif tedavi
amacli kullanimla sinirlidir.

Metastatik kolorektal kanser hastalarinda cerrahiye nazaran
kemoterapi standart tedavi yaklasimi olarak kabul edilmektedir. Metastatik
vakalarin tedavisinde biyolojik ajanlar temel rol oynamakta, kullanilacak
ajanin secimi ise timodrun histolojik ve/veya genetik analizi sonucuna gore
yapilmaktadir. Obstriksiyon olmayan evre |V kolorektal kanser vakalarinda
kolon- rektum rezeksiyonu ise hala tartigmali bir konudur.

Cerrahi, lokalize kolon kanseri (evre I-lll) icin tek kulratif tedavi
modelidir, ve karaciger ve/veya akciger ile kisitl metastatik hastalik i¢in de
muhtemel kur saglayabilecek tek yontemdir. TUm operasyonlar igin en temel
ilke; primer tumordn lenfatik drenaj alanlarini da kapsayacak sekilde yeterli
cerrahi sinir negatifligi ile kesin ve tam olarak c¢ikarilmasidir.

Cekum ve sag kolondaki lezyonlar igin uygun yaklasim sag
hemikolektomidir. Bu islem esnasinda ileokolik, sag kolik damarlar ile orta
kolik damarin sag dali ayrilmalh ve c¢ikanlimahdir. Sag Ureter,
ovaryan/testikuler damarlar ve duodenum dikkat edilmesi gereken yapilardir.
Eder omentumun timdral iligkisi izlenirse omentum da timoérle birlikte enblok
cikariimalidir.

Proksimal ve orta transvers kolondaki lezyonlar icin ise, genisletilmis
sag hemikolektomi uygulanmal, ileokolik, sag kolik ve orta kolik damarlar
ayrilmali, spesmen mezenteri ile birlikte ¢ikarilmahdir.

Splenik fleksura ve sol kolondaki lezyonlar icin sol hemikolektomi
uygulanmalidir. Orta kolik damarin sol dali, inferior mezenterik ven ve sol
kolik damarlar ve mezenter spesmene dahil edilmelidir.

Sigmoid kolon lezyonlari icin ise sigmoid kolektomi gerekmektedir.
inferior mezenterik arter orijininde diseke edilmeli, timér diseksiyonu uygun
cerrahi sinira ulagilana kadar pelvise uzatilmalidir. Diseksiyon esnasinda sol
ureter ve sol ovaryan veya testikller damarlara dikkat edilmelidir.

HNPCC, FAP veya ayri kolon segmentlerinde izlenen metakron
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kanserlerin varliginda ise total abdominal kolektami ve ileorektal anastomoz
gerekebilir. Yine akut malign kolon obstriksiyonu durumunda proksimal
barsak tutulumu bilinmiyorsa total kolektomi se¢enegi dusunulebilir.

Laparoskopideki ilerlemeler  kolorektal kanser  cerrahisinde
laparoskopik yaklagsim imkani dogurmustur. Yapilan genis prospektif
randomize c¢alismalarda agik ve laparoskopik cerrahi karsilastirildiginda
intraoperatif ve postoperatif komplikasyonlar, perioperatif mortalite oranlari,
reoperayon oranlari, cerrahi yara rekurrensleri agisindan belirgin bir farklilik
saptanmamigtir. Survi, rekurrens, toplanan lenf nodu sayisi gibi onkolojik
sonuglar da benzer oranlarda izlenmigtir[52-57].

Metastatik kolorektal kanser igin standart tedavi yonetimi cerrahi
yerine kemoterapi olarak kabul edilmektedir. Obstriksiyon olmayan evre IV
kanser vakalarinda kolon rezeksiyonu hala tartigilan bir konudur. Karaciger
metastazinin kure yonelik rezeksiyonunun uzun dénem survide onemli
Olclide etkili oldugu ortaya konulmustur[58]. Parsiyel hepatektomiyi takiben
floksuridin gibi kemoterapétik ajanlarla yapilan hepatik arter infizyonunun
sadece adjuvan kemoterapi uygulanan hastalarla karsilastirildiginda daha iyi
survi sagladigi saptanmistir[59]. Son dénemde rezektabl olmayan karaciger
metastazi hastalarinda, barsak obstruksiyonuna yonelik kolonik stent
kullanimi 6nerilmis, ancak bu alternatif yontemin perforasyona bagh timor
yayllimina yol acabilecedi endisesi kullanimini kisitlamistir[60].

Evre 1l ve bazi evre Il kanserlerin son yirmi yildir uygulanan standart
kemoterapisi levamizol ve I6kovorin gibi ajanlarla kombine edilmis 5-
florourasil tedavisidir[61-63]. Yapilan genis capli randomize kontrolll
calismalarda bu yaklasimin bes yillik kanser rekurrensi ve 6lum oranlarini
%30’a kadar azalttigi saptanmistir.

Adjuvan kemoterapinin evre 1l kolon kanseri tedavisindeki rolu hala
tartismalidir. Tek basina cerrahi, ¢ogunlukla evre Il kanser igin kuratiftir
ancak, %20-30 hastada tumor rekurrensi olusup hastalar metastatik hastalik
nedeniyle dlmektedir. Amerikan Klinik Onkoloji dernegi evre |l kolon kanseri
icin rutin adjuvan kemoterapi uygulamasini 6nermemektedir[64].

Kombine kemoterapi rejimleri metastatik kolon kanseri olan hastalarda
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daha gelismig etki ve daha uzun progresyon-free survival (PFS) saglar. Yeni
ilag ve biyolojik ajanlarin gelistiriimesi ile 20 yil once 12 aylik bir survi
beklenirken, ginimuzde metastatik hastalarda bu survi suresi yaklasik 22
aydir.

Kolon kanseri tedavisinde kullanilan biyolojik ajanlar VEGF ve EGFR’e
karg! gelistirilen antikorlar ve VEGF reseptorleri igin kinaz inhibitorleridir, en

sik kullanilan ajanlar:

. Bevacizumab

. Cetuximab

. Panitumumab

. Regorafenib

. Ziv-aflibercept olarak siralanabilir.

Radyoterapi, rektal kanserde standart bir tedavi modalitesi olsa da
kolon kanserinde kullanim alani oldukga sinirhdir. Adjuvan tedavi
seceneginden ziyade, radyoterapi kolon kanseri hastalarinda sadece beyin
ve kemik metastazi gibi selektif bolgelerde palyatif tedavi amacgli tercih
edilebilir. Radyasyon tedavisinde stereotaktik radyoterapi (Cyberknife) ve
tomoterapi gibi daha yeni ve selektif yontemler Gzerine g¢aligmalar devam
etmektedir. Gelecekte bu teknikler, radyasyon tedavisinin kolon kanseri

yonetimindeki roluna artirabilir.

2.1.10. Kolon kanseri prognoz

Tam evreler dahil edildiginde ABD’de kolorektal kanser icgin bes yillik survi
orani %65'tir[27]. Bununla birlikte survi hastaligin evresi ile yakindan iligkilidir:
evre | tamdrler igin 5 yillik survi yaklasik %95 iken bu oran evre Il kanser igin
%60, ve evre |V (metastatik) hastaliklar i¢in %10 olarak bildirilmistir.

Chua ve arkadaslarinin yaptigi bir calismaya gore kolorektal kanser
metastazi i¢in parsiyel karaciger rezeksiyonu uygulanan her ¢ hastadan biri
bes yillik sag kalim suresine ulagmaktadir[65]. Bu hastalarin da yaklasik
yarisinda on yilik survi izlenmekte ve kolorektal metastaz kuru
saglanmaktadir. Kuratif karaciger rezeksiyonu uygulanan 1001 hastanin dahil
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edildigi multi-degiskenli bir galismada kot prognozu isaret eden 5 bagimsiz
faktor tanimlanmistir[66]. Bunlar:

e TUmor boyutunun 5 cm’den blyuk olmasi

e Hastaliksiz dénemin (disease free interval) 1 yildan kisa sirmesi

e Birden fazla tumor odaginin varhgi

e Primer lenf nodu pozitifligi

e Karsino embriyonik antijen seviyesinin 200’den fazla olmasi

Calismalar kolorektal kanser hastalarinda mevcut olan geleneksel
patolojik ve molekuler belirteclere ek olarak, intra-timaoral immun yanitin da
klinik sonuglari hesaplamada roli oldugunu Onermektedir. Katz ve
arkadaslarinin g¢alismasinda yuksek sayidaki T regulatuvar hucrelerin kotu
klinik sonugla iligkili oldugu ortaya konulmustur[67].

Yother ve ark. yaptigi bir diger calismada rezeksiyon yapilan evre Il ve
evre |l kolorektal kanser olgularinda genel klinik sonuglar ve survi
degerlendirildiginde siyahi hastalarda beyaz hastalara gore daha kotu
sonuglar elde edilmistir. Bes yillik genel survi siyahlarda %68.2, beyazlarda
%72.8 saptanirken, U¢ yillik reklrrenssiz survi oranlari siyahilerde %68.4,
beyazlarda ise %72.1 olarak saptanmistir[68].

Campbell ve arkadaslari tani éncesi olcllen VKi’nin metastatik
olmayan kolorektal kanser hastalarinin sag kaliminda onemli bir prediktor
faktor oldugunu tespit etmistir, ancak tani sonrasi VKIi ilgisiz bulunmustur[69].
Yine Campbell ve arkadaslarinin yaptigi bir baska calismada gunde 6
saatten fazla oturmanin 3 saatten az oturmaya goére kansere bagl genel
mortalite oranlarini artirdi§i, bu nedenle rekreasyonel fiziksel aktivitenin
kolorektal kanser hastalarinda prognoza olumlu etki ettigi ortaya
konmusgtur[70].

Bu belirtilenlerin disinda kolorektal kanser prognozu uzerine yapilan
cok sayida farkli calismalarda ise; aspirin kullaniminin kansere baglh oélumleri
azalttigi[71], mental bozukluklari olan hastalarda tedavi eksikligine bagl daha
yuksek mortalite oranlari goruldigu[72], yine sigara kullanan hastalarda [73]
ve DM hastalarinda [74] kolorektal kanser prognozunun daha koétu seyrettigi

belirtilmistir.
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2.2.MDR Geni ve Klinik Onemi:

MDR geni, ABC tasiyicilarinin Ust ailesine mensuptur. Bu genin gorevi hicre
ve dokulari bakterilerin, toksinlerin ve ksenobiyotiklerin zararli etkilerinden
korumaktir. Bir MDR1 gen urunu olan P-gp ise transmembran yerlesimli,
enerji bagimli bir efluks pompasidir ve in vitro / in-vivo ¢alismalarda bir ¢ok
ilacin ADME (absorpsiyon, distriblisyon, metabolizma ve ekskresyon)
sureglerinde rol oynadigi, insanda ilag-ilag etkilesimine dahil oldugu
gosterilmigtir[75]. Bu nedenle de son yillarda MDR1/P-gp konulu makalelerin
sayisi giderek artmaktadir[76-78].

P-gp, ilk olarak 1976’da Cin hamster overinde yogun bir sekilde
eksprese edilen 170kDa bir protein olarak tanimlanmistir[79]. Yapisal olarak
ATP baglayan bir oyuk ve 6 transmembran pargasi olan iki simetrik
bdlimden ibarettir. ATP baglayabilme 6zelligi sayesinde, konsantrasyon farki
olsa dahi Ozellikle intestinal dokularda belirtilen ilag, toksin ve ksenobiyotikleri
uzaklastirabilir.

SNP’ler insanda en sik gorulen genetik varyasyonlardir. Her bir SNP,
DNA’nin yapitas! olan nikleotidde bir degisikligi temsil eder. Ornegin bir
SNP, DNA sarmalinin herhangi bir yerindeki sitozin (C) nikleotidi yerine
timin (T) nukleotidi getirebilir.

Bir insanin DNAsI boyunca normal olarak SNPler olabilir. Ortalama
yaklasik 300 nukleotidde bir gorilmekte, bu da insan genomunda kabaca 10
milyon SNP oldugu anlamina gelmektedir. Bu varyasyonlar ¢cogunlukla genler
arasindaki DNA’'da bulunmaktadir. Bilim insanlarinin hastaliklarla iligkili
genleri isaretlemesi icin biyolojik marker olarak kullanilabilirler. SNPler bir
genin igcinde ya da bir gen yanindaki dizenleyici bolgede bulunuyorsa, genin
fonksiyonunu degistirerek hastalikla ilgili daha dogrudan bir role sahip olabilir.

Cogu SNP’nin saglik ya da gelisimde etkisi yoktur. Yine de bu genetik
degisikliklerden bazilarinin insan saghgi arastirmalarinda ¢ok 6nemli bir role
sahip oldugu ispat edilmistir. Arastirmacilar bir takim ilaglara bireylerin
verece@i yaniti, toksinler gibi cevresel faktorlere duyarliligi ve belirli
hastaliklara yakalanma riskini tahmin etmeye yardim edebilecek SNPler
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tespit etmislerdir. SNPler ayrica aile bireyleri arasinda hastalik geninin
kalitimini takip etmekte de kullanilabilir. Gelecek ¢alismalar kalp hastaliklari,
diyabet ve kanser gibi kompleks hastaliklarla iligkili SNPler tespit edilmesine
de katkida bulunacaktir.

Bir ¢ok farmakogenomik ve farmakogenetik c¢alisma, MDR1
SNP’lerinin P-gp fonksiyonu ve ekspresyonu Uzerinde degisikliklerle iligkili
oldugunu o6ne surmusttr[15, 80, 81]. Bireysellestiriimis farmakoterapi igin
gelisen teknoloji ile birlikte, MDR1 genetik polimorfizmlerininin klinik dnemi

artmaktadir.

2.2.1. MDR1 gen iiriinii P-gp ve islevleri

Gegctigimiz 30 yilda birgok ABC taslyici gen ve protein tanimlanmistir. ABC
tastyicisi, yuksek oranda ATP baglayici kaset igceren bir protein
superailesidir. Bunlarin icinde, sekans benzerliklerine gére 8 farkl alt-aile (A-
G) olugsumu tanimlanmigtir[82-85]. ABC superailesi proteinleri; iyonlar,
sekerler, glikanlar, fosfolipidler, amino asitler, peptidler, proteinler, ilaglar ve
toksinler gibi birgcok farkli maddenin transportunda gérev alir[85].

ABC superailesinde, insan vucudundaki ksenobiyotik
metabolizmasinda gorev alan en onemli protein, P-gp olarak gorulmektedir.
Amfoterik bilesenlerin atiimasinda (ekstruzyon) rol oynadigindan “trafik
ATPaz” olarak da adlandinlir[86, 87]. Kolon ve distal ince barsagin fircamsi
kenari, safra kanaliklllerinin kanalikile bakan ylzl, pankreas kanalciklari,
proksimal bobrek tubuluslari, kan beyin bariyerini tegkil eden bolgede koroid
pleksus endotelinin luminal yuzu ve periferik kan mononukleer hicreler gibi
ekskretuvar doku ve hicrelerde degisen miktarlarda bulunur [88, 89] ve
zararli ksenobiyotiklere karsi bir savunma mekanizmasi gibi hareket eder|[8,
90-93].

Yuksek  seviyelerde P-gp  ekspresyonu hlcre ici ilac
konsantrasyonunda azalmaya neden olabilir. Neoplastik hicrelerde artmis P-
gp ekspresyonu, birgok farkl timor tlrinde kemoterapiye azalmis cevap ve
kotu prognoz ile iligkilidir[94]. Ayrica P-gp viral partikullerin hicresel uptake’i
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ve virls uremesine etki ederek viral enfeksiyonlara karsi da koruyuculuk
saglar[95]. P-gp’in ekspresyon seviyesi ve fonksiyonel butunlugd,
farmakogenetigi ve ilaglarla etkilesimi Uzerine etki eder. Bu nedenle tedavi
esnasinda ilac etkilesimi ve toksisitesi Uzerinde ¢ok onemli bir rola vardir ve
bu etkiler daha siklikta hidrofobik ilaglarin Gzerinde izlenir.

P-gp; vinka alkaloidlerinden, kalsiyum kanal blokdrleri, antrasiklinler,
taksol, antiaritmikler, epipodofilotoksinler, antihipertansifler, antibiyotikler, B-
adrenoseptor antagonistler, immunsupresorler, sitotoksik ajanlar, steroid
hormonlar ve HIV proteaz inhibitorlerine kadar genis spektrumda, yapisal
olarak da birbirinden farkl bir ¢cok substratla etkilesime girebilir[96]. P-gp’in
en kafa karigtirici Ozelliklerinden biri de, bir maddenin P-gp-aracili
transportunun o maddenin kimyasal yapisina gore tahmin edilebilir
olmamasidir[97, 98].

P-gp aktivite seviyesi, ilaglarin doku distribisyonu, gastrointestinal
sistemden emilimi ve Uriner veya safra yollari ile atilmasina etki eder(26).
Hatta karacigerden ilk gecis diye tarif edilen ilag yikiminin yaridan fazlasinda
barsaktaki P-gp sorumludur.

Cesitli solid ve hematolojik timorler bir kemoterapdétikle karsilagsinca
diger ilaclara kargi hizla direng gelistirirler. Coklu ila¢ direnci adiyla anilan bu
fenomenin nedeni ise, timor hicrelerinin ylzeyinde beliren P-gp’in ilaci hizla
hicreden uzaklastirmasidir. Buglne kadar vyapilan ¢alismalarda
noroblastoma, lésemi, lenfoma, meme, pankreas, kolon, mide, adrenal
korteks, karaciger, bobrek, yumurtalik, kuguk hucreli disi akciger
timorlerinde MDR-1 geni ve Urunu gosterilmistir. P-gp ekspresyonu ile notral
ve anyonik organik bilesiklere (Vinca alkaloidleri, antrasiklin tlrevleri,
epipodofilotoksinler, pacritaksel, kolsisin, aktinomisin D) diren¢ gelismesi
arasinda iligski bulunmustur [88, 99, 100]. Bu nedenle P-gp’nin farmakokinetik

uzerine etkisi giderek dikkat toplayan bir konu haline gelmigtir.
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2.2.2. MDR?T’in genetik polimorfizmleri

MDR1, 79g21.1 kromozomunda lokalizedir, 28 ekzondan olusur ve 1280
aminoasitlik bir protein kodlayabilir[82-85]. Mutasyon analizlerine gére MDR1
oldukga polimorfik bir gendir ve P-gp’in yapi-fonksiyon iligkilerini arastirmada
yogun olarak kullanilmaktadir. MDR-1 gen polimorfizmi ilk defa in vitro
calismalardaki kanserli hucrelerde gosterilmistir [101]. Hoffmeyer ve ark.
insan MDR-1 gen dizisini tarayarak dizi degisikliklerini saptamiglar, ilk kez bu
calismada ekzon 26’da lokalize C3435T polimorfizmi mevcut olan bireylerde
duodenumda P-gp miktarinin azalmis oldugunu bulmuslardir[15]. Daha
sonraki donemlerde de ekzon 21’deki G2677T/A ve ekzon 1b'de T129C
polimorfizmlerinin  ekspresyon veya fonksiyonu dedistirdigi ortaya
konulmustur [81].

MDR1 gen polimorfizmlerinin siklhigi ¢aligilan etnik gruba gére degisir.
Afrika kokenli hasta populasyonunda MDR-1 C3435T polimorfizmine ait “C”
aleli daha sik ve ince barsakta P-gp ekspresyonu daha fazla iken,
Japonya'da MDR-1 G2677T/A varyantlarindan “T” aleli daha sik
gOrulmektedir. Asya ve Avrupa kokenli hastalarda C1236T alelleri
bakimindan da farkhliklar bildirilmistir [80, 102-109]. Bu farkliliklarin klinik
anlami bakimindan henlz bir konsensus olusmamistir. MDR1 geninin ilk
sistematik SNP taramasi saglikli Kafkas populasyonunda yapiimis ve 15
farkh ekzonik ve intronik SNP saptanmistir[15].

Ayni gen polimorfizmini tasiyan kimselerin etnik kdken, cevre sartlari
ve eslik eden diger hastalik / tedavilere gore ila¢ metabolizmasi ya da ilag
kan seviyesi ya da ince barsakta P-gp ekspresyonu bakimindan farkliliklar
gOsterebilmesi bu konuda daha fazla calisma yapilmasi gerektigini ortaya
koymaktadir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda MDR1 geninde toplam 50 SNP ve 3
insersiyon/delesyon polimorfizmi raporlanmistir[82]. Ancak gorulmektedir Ki
arastirmacilar bunlarin arasinda sadece 27 pozisyondaki 28 SNP ile
ilgilenmektedir. MDR1 genindeki bazi polimorfizmler sessizdir ve amino asit
degisikligine neden olmazlar(érn C1236T, C3396T, C3435T). Ancak
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bazilarinin amino asitleri degistirdigi ortaya konmustur(A61G, G1199A,
A2956G, T3421A). liging olarak, aminoasit yapilarinda degisiklige yol agan
bu polimorfizmlerden bazilari P-gp’in transmembran alaninda lokalize
aminoasitleri kodlamaktadir (6rn. Ekzon 24’deki A2956G) ve bazilari ATP
binding site’a ¢ok yakin yerlesimlidir (6rn. Ekzon 11’deki G1199A). Tablo 2’'de
bugine kadar tanimlanan bazi ekzonik ve intronik polimorfizmler
Ozetlenmistir.

Son yillarda P-gp’in ekspresyon ve fonksiyonuna etki eden MDR1
SNP’lerinin ¢ogu tanimlanmistir[15, 92, 93, 110]. P-gp’in N-terminaline yakin
A61G mutasyonu mindr fonksiyonel bozukluklara yol agacak bir yUk
degisikligine (bazikten asidie) neden olabilir[111]. Ayrica promotérde
(ekzon 1b) yer alan non-coding T129C mutasyonu da insan plasentasinda P-
gp ekspresyonunun 2 kat daha az ekspresyonu ile iliskilendirilmigstir[93].
T307C (ekzon 5)’teki amino asit degisikligi Phe103Leu, P-gp’in ekstraselller
kisminda ikinci transmembran alaninin yaninda lokalizedir. Aromatikten
lipofilik residi forma donlisim de P-gp’de yapisal degisiklikle sonuclanir.
Ekzon11’deki G1199A ise belirgin bir boyut degisikligine neden olur ve
proteinde yuk degisikliklerine yol agar. Bu SNP de sitoplazmik tarafta ilk ATP
baglayici alanin bag kisminda yer alir[112]. Ekzon 12’de bulunan C1236T,
sinonim polimorfizm, ensik gorulen SNPlerden biridir[113]. Yine G2677T/A,
G2995A ve C3435T siklikla P-gp fonksiyon ve ekspresyonunu etkileyebilen
diger SNPlerdendir[93, 114, 115]. Bu polimorfizmlerin potansiyel fonksiyonel
onemleri, P-gp yapisinin hangi bolgesinde olduklari saptanarak ortaya

konulabilir.
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Tablo - 2 MDR1 Genetik Polimorfizmleri

Pozisyon Lokasyon Etki

C-145G intron Non-coding
T-129C Exon la Non-coding

C-4T Exon 1b Non-coding

G-1A Exon 2 Non-coding

A61G Exon 2 Non-coding
Gb5/-25T Exon 2 Asn21Asp

G5/-35C intron

T307C intron

C6/+139C Exon 5 PhelO3Leu

A548G intron

G1199A Exon 7 Asn183Ser
C1236T Exon 11 Ser400Asn
C12/+44T1 Exon 12 Wobble(Gly412Gly)
C1474T intron

T17/-76A Exon 13 Arg492Cys
A17/+137Y intron

C2650T intron

G2677T Exon 21 Woaobble(Leu884Leu)
A2956G Exon 21 Ala893Thr

G2995A Exon 21 Ala893Ser

A3320C Exon 24 Mer986Vval
C3396T Exon 24 Ala999Thr

T3421A Exon 26 GIn1107Pro
C3435T Exon 26 Wobble

T3421A Exon 26 Serl141Thr
C3435T Exon 26 Wobble(Llc1145LIc)
G4030C Exon 28 Silent

A4036G Exon 26 Silent

Her ne kadar MDR1 SNPlerinin degismis P-gp aktivitesi ile iligkili oldugu
farkh populasyonlarda yapilan genis serili galismalarda ortaya konulmussa
da, bu iliskiyi aciklayan mekanizma henuz net olarak anlasilamamigtir.
Ortaya atilan birkag teoriden en popduleri, C3435T SNP ile MDR1 genindeki
diger mutasyonlar (G2677T/A, T129C gibi) arasinda bir baglantinin var
olmasidir[113, 116]. Bir diger teori de C3435T deki bu sessiz mutasyonun
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fonksiyonel sonuglari etkileyerek translasyon etkinligini azaltabilecegidir[112].
Yine bu sessiz mutasyonun mRNA iglenmesini, translasyonunu diuzenledigi
veya degistirdigi de varsayimlar arasindadir[117, 118]. Bazi SNPlerin mRNA
stabilitesini arttirmak yoluyla protein ekspresyonunu da arttirmasi ve/veya
substratin P-gp tasiyicisina afinitesini degistirmesi de olasidir [119, 120].
Son olarak C3435T polimorfizminin post-translayonel modifikasyona etki
edebilecedi veya mRNA igselenmesinin onemli bir sekansi ile baglantili

olabilecegi belirtilmigstir[121].

2.2.3. MDR1 polimorfizmleri ve insan hastaliklarina duyarhliklari

P-gp’in fizyolojik rolunin henuz tam olarak anlasilamadigi gergegine ragmen,
MDR1 genotipleri ile P-gp ekspresyonu ve fonksiyonu ve insan hastaliklari ile
iligkileri dusunuldigunde genotip bagimli P-gp ekspresyonunun bazi
hastaliklarla iligkili oldugunu 6ne sirmek makul bir hipotez olacaktir.

Alt intestinal sistemde P-gp ekspresyonu UK gelisimi ile
iligkilendirilmigtir[102, 122, 123]. Ayrica su an piyasada bulunan tim HIV
proteaz inhibitorleri P-gp substratlari oldugundan, MDR1 genotip durumu
AIDS igin hastalik riski ve terapotik cevap Uzerine etki etmektedir[124]. MDR1
SNPlerinin kan-beyin bariyerindeki beyin kapiller damar endotel hticrelerine
etki ettigi ve Parkinson hastaligi igin risk faktori oldugu bildirilmigtir[125].
Bunlara ek olarak nortriptilinin indUkledigi postural hipotansiyon ile
MDR1%****T  polimorfizmi arasinda belirgin bir iliski gdzlenmis [126],
homozigot T-varyantinin ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semilerinde daha
sik izlendigi saptanmis [127], ve yine MDR1 SNPlerinin renal epitelyal
tiimorlere yatkinigi artirdigi gosterilmistir[128]. Bu galismalarda MDR1“3%3°7
polimorfizminin P-gp-bagiml ilaglarla yapilan tedavi rejimlerini de etkiledigi
One surulmustur. Bazi belirli hastaliklarda kullanilan P-gp Urtnu olan ilaglarin
farmakokinetigi ve tedaviye alinan cevaplar; diyet, irk, hastaligin durumu,
cevresel etkenler gibi bircok faktor nedeni ile kigiler arasinda farkliliklar
gosterse de, MDR1 gen polimorfizmi varligi ana determinantlardan
biridif[112]. Ancak yine de MDR1***T polimorfizminin UK gibi bazi

25



hastaliklarla direk iligkisi olmadigini gosteren calismalar da mevcuttur[129,
130]. Bu nedenle MDR1 gen polimorfizmleri ile insan hastaliklari arasindaki
iliski ve etkilesimi arastirmak icin ¢ok daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.

2.2.4. MDR1 polimorfizmleri iizerine giincel yayinlar

2001’den bugune MDR1 polimorfizmlerini inceleyen en az 20 review
bulunmaktadir. Bunlarin blyuk c¢ogunlugu MDR1 polimorfizmleri, etnik
dagihimlar ve klinik etkileri Gzerine bilgi vermektedir[82, 89, 96, 97, 110, 112,
114]. MDR1 SNPlerinin farmakolojik etkilerini vurgulayan ilk calisma
Brinkmann ve arkadaslan tarafindan yapilmistir[131]. Daha sonra, Fromm
mevcut verilere dayanarak MDR1 polimorfizminin, P-gp'in dokudaki
ekspresyonu, ilag dagilimi, tedaviye cevap ve hastalik riski Uzerine etkilerini
ortaya koymustur[132]. 2003’te Schwab laboratuvar c¢alismalarini temel
alarak polimorfizmlerin klinik sonuglari ve hastaliga yatkinlik Uzerine etkilerini
vurgulamistir[112]. Yine 2004’te Kelleher ve ark, MDR1 polimorfizmleri ile
inflamatuar barsak hastaliyi arasindaki iligkileri arastirmistir[133]. Marzolini
ve ark, MDR1 haptotipi, cevresel faktorler ve potansiyel karistirici faktorleri
tartismistir ve MDR1 polimorfizmlerinin potansiyel etkilerini in vivo ortamda
g6zlemlemistir[89]. Ishikawa ve ark., SNPlerin P-gp aktivitesi Uzerine
etkilerinin, test edilen substratlara bagl olduguna inandiklarini, bu nedenle
SNPlerin fonksiyonel analizlerinin genis substrat gruplarinda yapilmasi
gerektigini belirtmislerdir[134]. Bu nedenle SNPlerin MDR1 fonksiyonlarina
etkilerini 6lgcmek icin ylksek hizli tarama sistemi ve yapi-aktivite iliskisi analizi
icin yeni bir metod gelistirmistir.

Kolon kanserinin ve diger tum kanser turlerinin mevcut tani ve tedavi
yontemleri, genelde toplumun tamamina yonelik planlanmaktadir. Genetik
arastirmalarda ise tedavi planlarinin bireysellegtiriimesi asil amagtir. Her bir
bireyin mevcut hastaliga ve uygulanacak tedaviye vereceg@i yanitlar farkli
olabilmektedir. Bu nedenle ortaya koyulabilecek yeni bir tarama yontemi veya
tedavide hasta secimini etkileyecek bir yontem degerli bir arastirma konusu
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olacaktir. Kisisellegtirilmis tedavi uygulayabilmek icin, farmakolojik etki ve yan
etkiler de dahil olmak Uzere ilaca yanitta bireysel farklliklara yol agabilecek
molekller mekanizmalari anlamak c¢ok onemlidir. Mevcut kanitlara gore
ilaclarin farmakokinetik profillerini etkileyen en énemli faktérlerden biri de ilag
tasiyicilandir. Bu nedenle son donemde yogun bir sekilde arastirilan ilag
tasiyicilarinin  genetik polimorfizmleri de, ilag dengesi ve etkinligindeki
degiskenligin potansiyel determinanti olarak ciddi sekilde dikkat cekmektedir.
GuUnumuzde, genetik polimorfizmlerin MDR1 fonksiyonu Uzerine agik
etkilerini gosteren veriler ve calismalar hala yeterli seviyede degildir. Bu
nedenle MDR1 polimorfizmleri ile P-gp farmakokinetigindeki degisiklikler
arasindaki iligkinin altinda yatan molekuler mekanizmayi aciklayabilecek,
uygun deneysel ve klinik calismalara ihtiyag vardir. Ayrica MDR1 haplotipi, P-
gp ekspresyonu ve fonksiyonu Uzerine yapilan galismalardan elde edilen
bilgiler, degisken P-gp aktivitesi fenomenini anlamamiza yardimci olacaktir.
Biz de bu calismamizda MDR1 SNP’leri ve doku ekspresyonunun,
kolon kanseri vakalarinda insidans ve tumorin lokal agresifligi ile iligkisini
gOsteren verileri sunup, ayni zamanda mevcut tartismalari da 6zetlemeye

calistik.
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3. GEREG VE YONTEM

Calismamiz, Marmara Universitesi Pendik Egitim Arastirma Hastanesi'nde
ylrutilen bir vaka-kontrol galismasi olup, Marmara Universitesi Tip Fakdltesi
Girisimsel Olmayan Kilinik Arastirmalar Etik Kurulu'nda 130001548 proje
numarasi ile etik kurul onay! almistir. Ayrica Marmara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan SAG-C-TUP-090113-0005 proje
numarasi ile desteklenmistir. Calismamiza Subat 2012 - Nisan 2015 tarihleri
arasinda opere edilen ve histopatolojik tanisi kolon kanseri olarak raporlanan
27-86 yaslar arasinda bilinen genetik yatkinhigi olmayan 110 hasta ve kanser
tanisi olmayan 37-85 yaslari arasinda 119 saglikhi birey dahil edildi. Kontrol
grubunun sec¢imi yas ve cinsiyet dagiliminin ¢alisma grubu ile benzer
dagihima sahip olmasi esasina uygun olarak yapildi. Calismaya dahil edilen

tum hastalara aydinlatilmig onam formu okutularak yazili izinleri alindi.

3.1. Hasta Seg¢imi

Calisma grubuna 18 yasini doldurmus, histopatolojik olarak kolon kanseri
tanisi almig ve aralarinda akrabalik iligkisi olmayan hastalar dahil edildi. 18
yasindan kuguk, operasyon oOncesi kemoterapi ya da radyoterapi alan
hastalar ¢alisma disinda birakildi.

Kontrol grubu, polikliniklere basvuran ve biyokimya tetkiki istenen,
kanser tanisi olmayan hastalardan segildi. 18 yas alti bireyler ¢alismaya

alinmadi.

3.2. Kullanilan yontemler:

Demografik ozellikler, alkol tuketimi, sigara aliskanligi, kronik hastaliklar, ilag
kullanimi, aile oykusu gibi veriler hastanin operasyon oncesi donemde yuz-
yuze gorusme ile standart bir form doldurularak kayit altina alindi.

Tumorun grade’i, TNM evrelemesi, intratimoral lenfositik yanit, crohn
benzeri peritimoral lenfositik yanit, vaskiler-lenfatik-perindral invazyon

verileri patoloji raporlarindan elde edildi.
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Calismaya katilan her bireyden; polimorfizm tayininde kullanilacak
DNA’nin izolasyonunun yapilmasi igin preoperatif donemde 2’ser ml olmak
uzere toplam 6 ml kan 3 ayri KSEDTA'll tipe alindi. Tum kanlar calisma
zamanina kadar -20°C’de muhafaza edildi. Gen ekspresyonu tayini igin
kanserli hastalarin cerrahi spesmenlerinin iki farkh bolgesinden, formaldehite
koyulmadan, érnekleme yapildi. ik érnek kanser dokusundan alinirken, ikinci
ornek tiumoral alana en uzak saglikli dokudan alinarak, RNA later (Qiagen)

solUsyonu i¢cinde RNA izolasyonu amaciyla eksi 80°C’de saklandi.

3.3. Genomik DNA izolasyonu

Toplanan kanlardan “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche,
Mannheim, Germany) ile Uretici firmanin talimatnamesine gére genomik DNA
izolasyonu yapildi.

DNA Sulandinmi ve Konsantrasyon Olgiimi: izole edilen DNA’larin
optik yogunluklari (OD) 260 nm’de spektrofotometrede olgulerek stoklardaki
DNA miktarlari tayin edildi. Elde edilen degerlere gore tum DNA orneklerinin
son konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde DNA sulandirimlari hazirlandi.
Boylece PZR ile gogaltilacak tum DNA’larin konsantrasyonlari esitlenmis ve
stoklar korunmus oldu. DNA safligi tayini icin ayni zamanda ekstraktin
protein orani 280 nm’de olculdi ve 260/280 nm orani 1,7 ve Uzeri olanlar

PZR (polimeraz zincir reakisyonu)’a alindi.

3.4. Total RNA izolasyonu

Toplanan dokulardan “High Pure RNA isolation Kit” (Roche, Mannheim,
Germany) ile Uretici firmanin talimatnamesine gére RNA izolasyonu yapildi.
RNA Sulandinmi ve Konsantrasyon Olglimi: izole edilen RNA’larin
optik yogunluklari (OD) 260 nm’de spektrofotometrede odlgulerek stoklardaki
RNA miktarlari tayin edildi. Elde edilen degerlere gore tim RNA 6rneklerinin
son konsantrasyonu 500 ng/ul olacak sekilde RNA sulandirimlari hazirlandi.
Boylece PZR ile gogaltilacak tum baslangig konsantrasyonlar esitlenmis ve

stoklar korunmus oldu. Ekstraksiyon safligi tayini igin ayni zamanda
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ekstraktin protein orani 280 nm’de Ol¢uldi ve 260/280 nm orani 1,9-2,1
olanlar PZR (polimeraz zincir reakisyonu)'a alindi. Ayrica RNA ektraksiyonu
kontaminasyon varligi ve saflik tayini igin %0,5'luk standart agaroz jelde
yurutuldd. Yetersiz miktarda ya da uygun olmayan RNA ektsraksiyonu

durumunda tekrar dokulardan ekstraksiyon yapildi.

3.5. Polimorfizmlerin Tayini

Calismamizda; MDR-1 geninde C3435T, G2677T/A ve C1236T
polimrofizmleri real-time pzr melting egri analizi ile saptandi. Polimorfizmin
bulundugu hedef bolgeye spesifik olarak dizayn edilecek uygun primer cifti ile
hedef bdlge amplifiye edilirken allele spesifik olarak dizayn edilen problarin
polimorfik bdlgeye hibridizasyonu saglandi. Problardan biri 3’ucundan
floresans boya ile isaretli (dondr boya) digeri 5’'ucundan alici boya (acceptor
boya) ile isaretlenmistir. Problar hedef amplikonlar Gzerinde birbirine yakin
(1-5 nUkleotid uzaklikta) yere baglanmakta ve isaretli ucglar yan yana
gelmektedir. iki boyanin yan yana gelmesiyle aciga cikan eneriji ikinci prob
uzerindeki alici boyayi etkileyerek floresans olusumuna yol ag¢maktadir.
“Fluoresance resonance energy transfer, (FRET)” olarak adlandirilan bu
enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari ortamdaki hibridizasyon
derecesine ve diger bir ifadeyle PZR siklusu suresince olusan amplikonlarin
miktarina bagli olarak artmaktadir. Daha sonra polimorfizmi saptamak
amaciyla amplifikasyon Urunleri “melting curve” erime egrisi analizine
alinacaktir. Her cift sarmal DNA kendine 6zgu “melting temperature, Tm” (cift
sarmal DNA’'nin % 50’sinin tek sarmal hale gegmesi igin gerekli sicaklik)
degerine sahiptir. PZR amplifikasyonundan sonra sicaklik yavas yavas
yukseltilerek elde edilen amplikonlarin melting dereceleri tayin edilir. Prob
hangi allele spesifik ise (major veya mindr allel) tam olarak o allelin
bulundugu hedef diziye hibridize olacak ve bu zincirin ayrilmasi igin gereken
melting 1sisI daha yuksek ¢ikacaktir. Diger allelin bulundugu dizi ise proba
tam komplementer olmadigindan ve nispeten spesifik olan allele gére daha
zayif hibridize olacaktir. Bunun sonucunda daha 6énce daha dugslk i1sida Tm
verecektir. Tek nukleotidlik farklilik yaklasik 5-6 derecelik bir melting 1sisi
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varyasyonu olusturmaktadir. Boylece polimorfizme ait allelik varyantlara ait

amplikonlar farkli Tm degerlerinde pik olusturacaklardir.

3.6. Gen ekspresyonu Tayini

Izole edilen RNA'larin ters transkripsiyonla cDNA (komplementer DNA) eldesi
ise “Transcriptor cDNA sentez kit (Roche)” ile yapildi. MDR-1 gen
ekspresyonu TagMan kimyasina dayali real time PZR ile Light Cycler 1.5

”

aletinde tayin edildi. Ayni zamanda “beta aktin ” internal kontrol genin
ekspresyon tayini yapilarak, MDR-1 gen ekspresyonlari normalize edildi. Her
gene spesifik primer ve problar kullanildi. Problar tek sarmal hale gelen hedef
molekul Uzerine sens ve antisens primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda
kalan yere baglanir. Prob ve hedef molekil arasindaki hibridizasyon devam
ettigi sUrece raportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ugtaki
baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef nikleik
asite baglanmasini takiben basglatilan primer uzamasi probun baglandigi
noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin Tag DNA
polimeraz 5> 3’ ekzonukleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan yilkmaya
baglar. Boylece raportor florokrom serbest hale geger ve sinyal olusturur. Her
siklusta Uretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de
artmaktadir. Problarla ekspresyon tayininden énce primerlerin amplifikasyon
optimizasyonu ise “Light Cycler RNA master SYBR Green kit, Roche” ile
yapildi.

Negatif kontrol olarak ise su kullanildi ve her deneyde &rneklerle
birlikte calismaya dahil edildi. MDR-1 geninin kantifikasyonu; hedef érnekteki
MDR-1 ekspresyonu delta-delta Ct metodu ile tayin edildi.

3.7. lIstatistiksel Analiz

Veriler degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlar (frekans, ylzde,
ortalama, standart sapma, minimum, maksimum) kullanildi. Farkhliklar igin
kikare test, t test ve Mann Whitney U test, lojistik regresyon analizi kullanildi.

Elde edilen bulgular %95 guven araliginda ve %5 anlamlilik duzeyinde
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degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilk p < 0.05 olmasi olarak tanimlandi.
Calismada elde edilen verilerin dizenlenmesi ve analizi degerlendirilmesi igin
SPSS 22.0 (trial version) ve Microsoft Excel 2007 kullanildi.
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4. BULGULAR

Bu calisma 110 (44 kadin, 66 erkek) kolon kanseri hastasi (galisma grubu)
ve 119 saglikh (42 kadin ve 77 erkek) bireyin (kontrol grubu) demografik ve
laboratuvar verilerini temel alarak gergeklestirildi.

Kontrol grubu yas ve cinsiyet bire bir uyumlu olacak sekilde belirlendi
ancak calisma grubunda doku hasari nedeniyle 6rnek kayiplari yasandi.
Kolon kanseri olan galisma grubunun yas dagilimi 61,79+11,2 ve saglikli
grubun yas dagilmi 62,31£10,44 olarak bulundu.  Gruplarin yaslari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml bulunmadi (t test; p=0,72).
Gruplarin cinsiyetleri arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(chi-kare test; p=0,46).

Tablo - 3 Calisma ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet dagihmi

Calisma Grubu Kontrol Grubu
Ortalama SS Ortalama SS
Yas 61,79 11,25 62,31 10,44
Olgu Sayisi Yizde |Olgu Sayisi| Yulzde
>=50 14 12,7 13 10,9
Yas
>50 96 87,3 106 89,1
Erkek 66 60 77 64,7
Cinsiyet
Kadin 44 40 42 35,3

Calisma grubunun demografik verileri degerlendirildiginde; lokalizasyon
dagihmi hepatik fleksura 8 (%7,27), sag kolon 35 (%18,92), sigmoid kolon 54
(%30,51), sol kolon 3 (%1,31), splenik fleksura 8 (%3,48), transvers kolon 2
(%0,6) olarak saptandi. Sigara kullanmayan 83 (%75,45) kullanan 27
(%24,55), alkol kullanmayan 106 (%96,36) ve kullanan 4 (%3,64) hasta
mevcut idi. Diabetes mellitus tanisi olan 22 (%20), olmayan 88 (%80) ve
hipertansiyon olan 38 (%34,55), olmayan 72 (%65,45) katihmci vardi. (Tablo
4).
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Tablo - 4 Calisma grubunun demografik 6zellikleri

Olgu Sayisi (Yizde)

Lokalizasyon

Hepatik Fleksura

8 (%7,27)

Sag Kolon 35 (%31,82)
Sigmoid 54 (%49,09)
Sol Kolon 3 (%2,72)
Splenik Fleksura 8 (%7,27)
Transvers Kolon 2 (%1,82)

] Kullanmiyor 83 (%75,45)
Sigara
Kullaniyor 27 (%24,55)
Kullanmiyor 106 (%96,36)
Alkol
Kullaniyor 4 (%3,64)
Diabetes Mellitus 22 (%20)

Hipertansiyon

38 (%34,55)

Calismanin ilk bolumdnde galisma grubundan elde edilen tGmdral doku ile

saglikli dokudaki P-gp ekspresyonlari kargilastirildi. Tumoral doku P-gp

ekspresyonu median degeri 0,21 iken, saghkh doku P-gp ekspresyonu

median degeri 1,33 olarak saptandi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,00001). Tablo 5 ve Sekil 1°de timdral ve saglikl doku

arasinda P-gp ekspresyonu Kkarsilastiriimasi

dagilimlari gosterilmigtir.

ve bu dokulardaki

P-gp

Tablo — 5 Tumoral ve saglikh dokular arasinda P-gp ekspresyonu karsilastiriimasi

P-gp ekspresyonu Tamoral Doku Saglikh Doku
Mean 19,57 23,29
Median 0,21 1,33
Minimum 0,00 0,00
Maximum 1833,04 711,46
Range 1833,04 711,45
P <0,0001

*: Mann Whitney U Test
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Sekil - 1 Calisma ve kontrol gruplarinda P-gp ekspresyonu dagilimi

100

a0

G0

407

nyop [eJouny

Frequency
nuofsaudsys db-d

G0

V ,\\

T T I |
00 500,00 1000,00 1500,00 2000,00

myjop 1|yiBes

doku g-gp eks

Daha sonra galisma grubunun laboratuvar bulgularina gore timadral doku P-
gp ekspresyonunun timoran grade’i, tumor derinligi (T), lenf nodu tutulumu
(N), metastaz (M), intratimoral lenfositik yanit, peritimoral crohn benzeri
lenfositik yanit, vaskuler, lenfatik ve perindral invazyon ile iligkisi
deg@erlendirildi.  Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucu P-gp
ekspresyonu ile Dbelirtilen parametreler arasinda anlamli bir iligki
bulunamadi(p>0,05). Elde edilen degerler ve istatistiksel sonuglar tablo 6’da

belirtildigi Uzere 6zetlendi.
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Tablo — 6 Tumoral doku P-gp ekspresyonunun timor degiskenlerine gére dagilimi

Standard . .
n Mean Deviation Median | Range p

1-2 | 81 | 26,95 219 0,27 |1833,04
GRADE 0,145
34| 21 0,71 1,47 0,11 4,78

1-2 9 0,56 1,08 0,06 3,16
T 0,238
3-4 | 101 | 21,26 | 193,13 0,24 |1833,04

0 46 0,66 1,07 0,27 4,9
N 0,957
1-3| 64 | 34,36 | 247,03 0,21 |1833,04

0 92 | 23,05 | 202,35 0,14 |1833,04
M 0,079
1 18 1,74 2,73 0,89 10,82

INTRATUMORAL LENFOSITIK | Yok | 65 1 1,82 0,27 | 10,83 0.443
YANIT Var | 45 | 45,39 | 286,17 | 0,14 |1833,03 ’
PERITUMORAL CROHN Yok | 65 0,96 1,76 0,27 10,83 0.394

BENZERI LENFOSITIK YANIT |var | 45 | 47,73 | 2934 | 0,15 |1833,03

. . Yok | 51 | 39,05 | 264,46 0,15 |1833,03
VASKULER INVAZYON 0,56
Var | 59 0,87 1,24 0,35 4,76

. Yok | 45 | 43,54 279,4 0,15 |1833,03
LENFATIK INVAZYON 0,63
Var | 65 0,83 1,19 0,32 4,76

o . Yok| 79 | 27,54 | 220,56 0,27 |1833,03
PERINORAL INVAZYON 0,16
Var | 31 0,6 0,93 0,11 4

*: Mann Whitney U Test

Calismanin bir sonraki basamaginda galisma ve kontrol gruplarinda her bir
polimorfizm icin siklik hesaplandi. Kolon kanseri tanisi alan 110 hasta
degerlendirildiginde C3435T ve C1236T genotipleri igin iki, G2677T/A igin bir
hastada laboratuvar sonucu elde edilemedi. Degerlendirilen hastalarin
G2677T/A, C3435T ve C1236T icin polimorfizm sikliklar tablo 7°de 6zetlendi,
calisma grubunda kontrol grubuna gére herhangi bir polimorfizm tipinin daha
fazla siklikta izlenmesi istatistiksel olarak anlamh bulunmadi(p>0,05).
Belirtilen polimorfizmlerin galisma ve kontrol gruplarindaki dagihmlari sekil 2,

3 ve 4’te gosterildi.

Calisma grubundaki hastalarin polimorfizm tiplerine goére yas ve cinsiyet
dagihmi incelendiginde istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmadi (Tablo
8).
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Tablo -7 Calisma ve kontrol gruplarinda polimorfizm sikliklarinin karsilastiriimasi

Calisma Kontrol p*
Homozygous T/T 25 (%22,94) 26 (%21,85)
Heterozygous T/G 55 (%50,46) 53 (%44,54)
G2677T/IA 0,50
Homozygous G/G 29 (%26,61) 40 (%33,61)
Toplam 109 119
Homozygous T/T 27 (%25) 27 (%22,69)
Heterozygous T/C 58 (%53,7) 57 (%47,9)
C3435T 0,38
Homozygous C/C 23 (%21,3) 35 (%29,41)
Toplam 108 119
Homozygous T/T 26 (%24,07) 25 (%21,37)
Heterozygous T/C 56 (%51,85) 60 (%51,28)
C1236T 0,81

Homozygous C/C

26 (%24,07)

32 (%27,35)

Toplam

108

117

*:Chi kare test

Tablo - 8 Calisma grubunda polimorfizm tiplerine gére yas ve cinsiyet dagilimi

Yas Cinsiyet

<=50 >50 pP* Erkek Kadin p*
Homozygous TIT (%2?, 43) 22 (%23,16) 14 (%21,21) | 11 (%25,58)

G2677TIA Heterozygous T/G | (% 42186) 49 (%51,58) | 0,71 | 34 (%51,52) | 21 (%48,84) | 0,87
Homozygous G/G (%32’71) 24 (%25,26) 18 (%27,27) | 11 (%25,58)
Homozygous TIT (%23’57) 23 (%24,47) 17 (%25,76) | 10 (%23,81)

C3435T Heterozygous T/C | (% 42186) 52 (%55,32) | 0,66 | 34 (%51,52) | 24 (%57,14) | 0,84
Homozygous C/C (%23’57) 19 (%20,21) 15 (%22,73) | 8 (%19,05)
Homozygous TIT (%33’77) 22 (%23,16) 15 (%23,08) | 11 (%25,58)

C1236T Heterozygous T/C (%32146) 51 (%53,68) | 0,49 | 32 (%49,23) | 24 (%55,81) | 0,56
Homozygous C/C (%33177) 22 (%23,16) 18 (%27,69) | 8 (%18,6)

*:Chi kare test
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Sekil - 2 G2677T/A polimorfizminin ¢alisma ve kontrol gruplarinda genotip dagilimi
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Sekil -

3 C3435T polimorfizminin ¢aligma ve kontrol gruplarinda genotip dagilimi
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Sekil -

4 C1236T polimorfizminin ¢galisma ve kontrol gruplarinda genotip dagihmi
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Lojistik regresyon analizi ile;

Saglikh gruba gore kolon kanseri icin G2677T/A polimorfizminde GG
genotipi olmasi, TG ve TT genotipi olmasina gore istatistiksel olarak anlamli
olmamakla beraber 1,182 kat arttirici risk faktérl olarak tespit edildi.

Saglikli gruba gore kolon kanseri igin C3435T polimorfizminde CC genotipi
olmasi, TC ve TT genotipi olmasina gore istatistiksel olarak anlaml
olmamakla beraber 1,241 kat arttirici risk faktort olarak goérulda.

Her bir polimorfizm tirt timadral doku p-glikoprotein (p-gp) ekspresyonu ile
kiyaslandi. Calisma (Kolon Kanserli) grubunda tumoéral doku p-gp
ekspresyonunun genotiplerine gore dagilimi incelendi, farkhlik istatistiksel
olarak anlamh bulunmadi (p>0,05). (Tablo 9)

G2677T/A, C3435T ve C1236T polimorfizmlerinin c¢alisma grubunda
tumorun grade’i, timor boyutu (T), lenf nodu tutulumu (N), metastaz (M),
intratimoral lenfositik yanit, peritimoéral crohn benzeri lenfositik yanit,
vaskuler, lenfatik ve perinéral invazyon ile iligkisi tablo 10, 11 ve 12'de
sunuldu. Elde edilen sonuglar i1siginda genotipler ile belirtilen parametreler

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi(p>0,05).

Tablo — 9 Calisma grubu polimorfizm tiplerinin timaoral doku p-gp ekspresyonu ile iligkisi

Tumoral doku g-gp eks p*
Mean Standard Dev. Median Range
Homozygous T/T ,63 1,15 ,08 4,77
G2677T | Heterozygous T/G 73 1,19 21 4,91 0,51
Homozygous G/G 71,87 359,22 ,38 1833,03
Homozygous T/T ,57 1,13 ,08 4,78
C3435T | Heterozygous T/C 36,80 256,56 ,43 1833,03 0,38
Homozygous C/C 1,28 2,53 21 10,82
Homozygous T/T 46 .67 ,09 2,19
C1236T | Heterozygous T/C 79 1,32 21 491 0,81
Homozygous C/C 81,20 381,89 43 1833,03

*:Chi kare test
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Tablo — 10 G2677T/A polimorfizminin yas, cinsiyet ve timdral dzelliklere gére dagilimi

Homozygous Heterozygous Homozygous *
G2677TIA T T/G GIG P
y <=50 3 (%21,43) 6 (%42,86) 5 (%35,71) 071
a ,
? >50 22 (%23,16) | 49 (%51,58) 24 (%25,26)
o Erkek | 14 (%21,21) | 34 (%51,52) 18 (%27,27)
Cinsiyet 0,87
Kadin 11 (%25,58) | 21 (%48,84) 11 (%25,58)
1 18 (%22,22) | 40 (%49,38) 23 (%28,4)
GRADE 0,41
2 6 (%28,57) 12 (%57,14) 3 (%14,29)
. 1 3 (%33,33) 3 (%33,33) 3 (%33,33) 055
2 22 (%22) 52 (%52) 26 (%26) ‘
N 0 11 (%23,91) | 24 (%52,17) 11 (%23,91) 089
1 14 (%22,22) | 31 (%49,21) 18 (%28,57) ‘
" 0 20 (%21,98) | 49 (%53,85) 22 (%24,18) 026
1 5 (%27,78) 6 (%33,33) 7 (%38,89) ’
INTRATUMORAL 0 18 (%27,69) 29 (%44,62) 18 (%27,69) 0.5
LENFOSITIK YANIT | 1 7 (%15,91) 26 (%59,09) 11 (%25) ’
PERITUMORAL 0 15 (%23,08) | 32 (%49,23) 18 (%27,69)
CROHN BENZERI 0,94
LENFOSITIK YANIT 1 10 (%22,73) 23 (%52,27) 11 (%25)
VASKULER 0 15 (%29,41) 21 (%41,18) 15 (%29,41) 016
INVAZYON 1 10 (%17,24) | 34 (%58,62) 14 (%24,14) ‘
o 0 12 (%26,67) | 19 (%42,22) 14 (%31,11)
LENFATIK INVAZYON 0,35
1 13 (%20,31) | 36 (%56,25) 15 (%23,44)
PERINORAL 0 19 (%24,36) 38 (%48,72) 21 (%26,92)
. 0,81
INVAZYON 1 6 (%19,35) 17 (%54,84) 8 (%25,81)

*:Chi-Kare test
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Tablo — 11 C3435T polimorfizminin yas, cinsiyet ve timaoral 6zelliklere gére dagihmi

C3435T

Homozygous
T/T

Heterozygous
T/IC

Homozygous
CiC

P*

Yas

<=50

4 (%28,57)

6 (%42,86)

4 (%28,57)

>50

23 (%24,47)

52 (%55,32)

19 (%20,21)

0,66

Cinsiyet

Erkek

17 (%25,76)

34 (%51,52)

15 (%22,73)

Kadin

10 (%23,81)

24 (%57,14)

8 (%19,05)

0,84

GRADE

19 (%23,75)

45 (%56,25)

16 (%20)

7 (%33,33)

10 (%47,62)

4 (%319,05)

0,66

2 (%22,22)

5 (%55,56)

2 (%22,22)

25 (%25,25)

53 (%53,54)

21 (%21,21)

0,98

11 (%23,91)

27 (%58,7)

8 (%17,39)

16 (%25,81)

31 (%50)

15 (%24,19)

0,61

M

22 (%24,44)

50 (%55,56)

18 (%20)

5 (%27,78)

8 (%44,44)

5 (%27,78)

0,66

INTRATUMORAL
LENFOSITIK YANIT

20 (%31,25)

29 (%45,31)

15 (%23,44)

7 (%15,91)

29 (%65,91)

8 (%18,18)

0,08

PERITUMORAL
CROHN BENZERI
LENFOSITIK YANIT

17 (%26,56)

32 (%50)

15 (%23,44)

10 (%22,73)

26 (%59,09)

8 (%18,18)

0,64

VASKULER
INVAZYON

15 (%29,41)

26 (%50,98)

10 (%19,61)

12 (%21,05)

32 (%56,14)

13 (%22,81)

0,60

LENFATIK
INVAZYON

13 (%28,89)

22 (%48,89)

10 (%22,22)

14 (%22,22)

36 (%57,14)

13 (%20,63)

0,66

PERINORAL
INVAZYON

20 (%25,64)

42 (%53,85)

16 (%20,51)

P I O|rP|O|FP|IO|FRP|O|FRP|O|P|O|FP|O|N|FP NP

7 (%23,33)

16 (%53,33)

7 (%23,33)

0,94

*:Chi-Kare test
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Tablo — 12 C1236T polimorfizminin yas, cinsiyet ve timoral ézelliklere gére dagihmi

Homozygous Heterozygous Homozygous *
C1236T s TIC c/c P
y <=50 4 (%30,77) 5 (%38,46) 4 (%30,77) 049
a ,
? >50 22 (%23,16) | 51 (%53,68) | 22 (%23,16)
o Erkek | 15 (%23,08) | 32 (%49,23) | 18 (%27,69)
Cinsiyet 0,56
Kadin | 11 (%25,58) | 24 (%55,81) 8 (%18,6)
1 20 (%24,69) | 41 (%50,62) | 20 (%24,69)
GRADE 0,49
2 4 (%20) 13 (%65) 3 (%15)
; 1 2 (%22,22) 5 (%55,56) 2 (%22,22) 067
2 24 (%24,24) | 51 (%51,52) | 24 (%24,24) ’
N 0 11 (%24,44) | 24 (%53,33) | 10 (%22,22) 005
1 15 (%23,81) | 32 (%50,79) 16 (%25,4) ’
" 0 21 (%23,33) | 49 (%54,44) | 20 (%22,22) 0.45
1 5 (%27,78) 7 (%38,89) 6 (%33,33) ’
INTRATUMORAL 0 19 (%29,23) 31 (%47,69) 15 (%23,08) 0.30
LENFOSITIK YANIT | 1 7 (%16,28) 25 (%58,14) | 11 (%25,58) ’
PERITUMORAL g 16 (%24,62) | 33 (%50,77) | 16 (%24,62)
CROHN BENZERI 0,96
LENFOSITIK YANIT |1 10 (%23,26) 23 (%53,49) 10 (%23,26)
VASKULER 0 14 (%28) 23 (%46) 13 (%26)
. 0,51
INVAZYON 1 12 (%20,69) 33 (%56,9) 13 (%22,41)
LENFATIK 0 11 (%25) 21 (%47,73) 12 (%27,27)
: 0,75
INVAZYON 1 15 (%23,44) | 35 (%54,69) | 14 (%21,88)
PERINORAL 0 18 (%23,08) | 42 (%53,85) | 18 (%23,08)
. 0,80
INVAZYON 1 8 (%26,67) 14 (%46,67) 8 (%26,67)

*:Chi-Kare test

Polimorfizmler igin 20 farkh haplotip belirlendi. Bu haplotiplerin calisma
ve kontrol gruplarindaki sikhgi kargilasgtirildi, ancak herhangi bir haplotip icin
¢alisma grubunda daha sik goértulmesine yonelik istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ bulunmadi (Tablo 13). Daha sonra haplotiplerin timoral ve saglikh
dokudaki (Tablo 14). Bu
karsilastirmada 3435TT-1236TT ve 3435TT-2677TT-1236TT haplotiplerinde

timoral doku P-gp ekspresyonunun didsuk oldugu saptandi ve bu durum

P-gp ekspresyon dagiimlan karsilastirildi

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Haplotiplerin timdoral 6zelikler ile
iligkileri de tablo 15,16 ve 17’de Ozetlenmis olup, haplotipler ile tumadrin
grade, T, N, M, intratimdral lenfositik yanit, peritimdral crohn benzeri
lenfositik yanit, vaskuler, lenfatik ve perindral invazyonu arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir iliski saptanmamistir(p>0,05).
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Tablo — 13 Haplotiplerin ¢calisma ve kontrol gruplarinda dagilimlari

Hasta Kontrol p* Odds Ratio — ?5% (?_I
Dusuk | Yiksek
Diger 87 | 80,6% |103| 86,6% 022 155 076 | 316
3435TT-2677TT 21 | 194% | 16 | 13,4%
Diger 107 | 99,1% |116| 97,5% 062 036 00s | 353
3435TT-2677GG 1 9% 3 2,5%
Diger 108 | 100,0% |117| 98,3% 0.49
3435CC-2677TT 0 0,0% 2 1,7%
Diger 89 | 824% | 91| 765% 027 069 036 | 133
3435CC-2677GG 19 | 176% | 28 | 23,5%
Diger 89 | 824% |103| 86,6% 038 137 067 | 283
3435TT-1236TT 19 | 176% | 16 | 13,4%
Diger 107 | 99,1% |118| 99,2% 0.04 110 007 | 1785
3435TT-1236CC 1 9% 1 8%
Diger 107 | 99,1% |118| 99,2% A9 o 007 | 1785
3435CC-1236TT 1 9% 1 8%
Diger 92 | 852% | 98 | 82,4% P 081 040 | 1es
3435CC-1236CC 16 | 148% | 21 | 17,6%
Diger 87 | 79.8% | 99 | 83,2% by 125 06a | 245
2677TT-1236TT 22 | 202% | 20| 16,8%
Diger 109 | 100,0% |119| 100,0%
2677TT-1236CC )
Diger 109 | 100,0% |117| 98,3% 043
2677GG-1236TT 0 0,0% 2 1,7%
Diger 83| 76,1% | 88| 73,9% 0.7 089 o4s | 162
2677GG-1236CC 26 | 239% | 31| 261%
Diger 89 | 824% |105| 88,2% 021 160 076 | 338
3435TT-2677TT-1236TT | 19 | 176% | 14 | 11,8%
Diger 108 | 100,0% |119| 100,0%
3435TT-2677TT-1236CC )
Diger 108 | 100,0% |117| 98,3% 0.49
3435TT-2677GG-1236TT | 0 0,0% 2 1,7%
Diger 107 | 99,1% |118| 99,2% 0.95 110 007 | 1785
3435TT-2677GG-1236CC | 1 9% 1 8%
Diger 108 | 100,0% |118| 99,2%
3435CC-2677TT-1236TT | 0 0,0% 1 8% 0.95
Diger 108 | 100,0% |119| 100,0%
3435CC-2677TT-1236CC )
Diger 108 | 100,0% |119| 100,0%
3435CC-2677GG-1236TT )
Diger 92 | 852% | 98 | 82,4%
3435CC-2677GG-1236CC | 16 | 148% | 21 | 17,6% 056 081 040 | 165

*:Chi kare test, Fisher’'s Exact test

43




Tablo — 14 Haplotiplerin timéral ve sagdlikl dokudaki P-gp ekspresyonlari

timaoral doku p-gp

saghkli doku p-gp

ekspresyonu P ekspresyonu P
Diger 24,43+207,45 0.13 25,54+105,45 051
3435TT-2677TT 0,67+1,26 8,57+12,72
Diger 20,19+187,98 0.44 23,48+98,9 0.56
3435TT-2677GG 0,06+0 4,710
Diger 19,98+187 23,29+98,41
3435CC-2677TT 0+0 00
Diger 24,23+207,47 0.38 16,82+75,17 071
3435CC-2677GG 1,5542,74 42,19+147,27
Diger 24,18+206,13 0,049% 25,22+104,87 021
3435TT-1236TT 0,431£0,75 9,48+12,92
Diger 20,19+187,98 0.56 23,29+98,41
3435TT-1236CC 0,06+0 0+0
Diger 20,19+187,98 671 23,29+98,41
3435CC-1236TT 0,1110 00
Diger 23,34+203,59 0.26 15,9+72,78 0.65
3435CC-1236CC 1,81+£2,95 52,14+163,93
Diger 24,79+208,79 0.09 26,37+107,3 03
2677TT-1236TT 0,45+0,7 7,53+11,64
Diger 19,77+186,03 23,29+98,41
2677TT-1236CC 0+0 00
Diger 19,77+186,03 23,48+98,9
2677GG-1236TT 0+0 4,710
Diger 0,68+1,15 0.051 7,37+24,14 0.081
2677GG-1236CC 81,2+381,89 63,1£176,06
Diger 24,18+206,13 0.049% 24,99+104,28 0.081
3435TT-2677TT-1236TT 0,434+0,75 9,91+13,46
Diger 19,98+187 23,29+98,41
3435TT-2677TT-1236CC 00 0x0
Diger 19,98+187 23,48+98,9 0,56
3435TT-2677GG-1236TT 0+0 4,710
Diger 20,19+187,98 0.44 23,29+98,41
3435TT-2677GG-1236CC 0,060 0+0
Diger 19,98+187 23,29+98,41
3435CC-2677TT-1236TT 0+0 0+0
Diger 19,98+187 23,29+98,41
3435CC-2677TT-1236CC 0+0 00
Diger 19,98+187 23,29+98,41
3435CC-2677GG-1236TT 0+0 0+0
Diger 23,34+203,59 0.26 15,9+72,78 0.65
3435CC-2677GG-1236CC 1,81+2,95 52,14+163,93

*:istatistiksel olarak anlamli. Mann Whitney u test
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Tablo — 15 Hapilotiplerin Grade, T, N, M ile iligkileri

GRADE T N M

1 2 [P 1 2 | P*| 0 1 |P| o 1 |[p=

Diger 65/81 | 16/76 8/89 | 79/80 38/83 | 49/79 74/82 | 13/72
0,61 0,51 0,64 0,33

3435TT-2677TT 15/19 | 5/24 1/11| 20/20 8/17 |13/21 16/18 | 5/28

Diger 79/99 [21/100 8/89 | 99/100 45/98 [62/100 89/99 [18/100
0,79 0,08 0,43 0,99

3435TT-2677GG 1/1 | 00/0 1/11| 00/0 1/2 | 00/0 1/1 | 00/0

Diger 80/100[21/100]  [9/100| 99/100 46/100(62/100|  [90/100[18/100

3435CC-2677TT 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0

Diger 66/83 | 18/86 7/78 | 82/83 39/85 | 50/81 76/84 | 13/72
0,51 0,65 0,58 0,21

3435CC-2677GG 14/18 | 3/14 2122 | 17117 7/15 |12/19 14/16 | 5/28

Diger 66/83 | 17/81 8/89 | 81/82 39/85 | 50/81 76/84 | 13/72
0,87 0,6 0,58 0,21

3435TT-1236TT 14/18 | 4/19 1/11| 18/18 7/15 |12/19 14/16 | 5/28

Diger 79/99 [21/100 8/89 | 99/100 45/98 [62/100 89/99 |18/100
0,79 0,08 0,43 0,99

3435TT-1236CC 1/1 | 00/0 1/11| 00/0 1/2 | 00/0 1/1 | 00/0

Diger 80/100[21/100  [9/100| 98/99 46/100| 61/98 89/99 [18/100
0,99 0,99 0,99

3435CC-1236TT 00/0 | 00/0 00/0| 111 00/0 | 1/2 1/1 | 00/0

Diger 69/86 | 18/86 8/89 | 84/85 40/87 | 52/84 78/87 | 14/78
0,95 0,75 0,79 0,33

3435CC-1236CC 11/14 | 3/14 1/11| 15/15 6/13 |10/16 12/13 | 4/22

Diger 64/79 | 17/81 7178 | 80/80 36/78 | 51/81 74/81|13/72
0,85 0,87 0,73 0,38

2677TT-1236TT 17/21| 4/19 2/22 | 20120 10/22 | 12/19 17/19| 5/28

Diger 81/100[21/100]  [9/100{100/100 46/100/63/100|  [91/100[18/100

2677TT-1236CC 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0

Diger 81/100[21/100]  [9/100{100/100 46/100/63/100|  [91/100[18/100

2677GG-1236TT 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0

Diger 61/75 | 18/86 7178 | 76176 36/78 | 47/75 71/78 | 12/67
0,39 0,91 0,66 0,3

2677GG-1236CC 20/25 | 3/14 2122 | 24/24 10/22 | 16/25 20/22 | 6/33

Diger 66/83 | 17/81 8/89 | 81/82 39/85 | 50/81 76/84 | 13/72
0,87 0,59 0,57 0,21

3435TT-2677TT-1236TT | 14/18| 4/19 1/11| 18/18 7/115 |12/19 14/16 | 5/28

Diger 80/100[21/100]  [9/100| 99/100 46/100(62/100|  [90/100[18/100

3435TT-2677TT-1236CC | 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0

Diger 80/100[21/100]  [9/100| 99/100 46/100(62/100|  [90/100[18/100

3435TT-2677GG-1236TT | 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0

Diger 79/99 [21/100 8/89 | 99/100 45/98 [62/100 89/99 [18/100
0,99 0,08 0,43 0,99

3435TT-2677GG-1236CC | 1/1 | 00/0 1/11| 00/0 1/2 | 00/0 1/1 | 00/0

Diger 80/100[21/100]  [9/100| 99/100 46/100(62/100|  [90/100[18/100

3435CC-2677TT-1236TT | 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0

Diger 80/100[21/100]  [9/100| 99/100 46/100/62/100|  [90/100[18/100

3435CC-2677TT-1236CC | 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0

Diger 80/100[21/100]  [9/100| 99/100 46/100(62/100|  [90/100[18/100

3435CC-2677GG-1236TT | 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0

Diger 69/86 | 18/86 8/89 | 84/85 40/87 | 52/84 78/87 | 14/78
0,95 0,74 0,66 0,33

3435CC-2677GG-1236CC| 11/14 | 3/14 1/11| 15/15 6/13 |10/16 12/13 | 4/22

Chi kare test, Fisher’'s Exact test
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Tablo — 16 Haplotiplerin intratimaral ve peritimoral crohn benzeri lenfositik yanit ile iligkileri

; R - Peritimoral Crohn
Intratiiméral Lenfositik Yanit Benzeri Lenfositik Yanit
0 1 p** 0 1 p**
Diger 49/77 38/86 52/81 35/80
0,21 0,83
3435TT-2677TT 15/23 6/14 12/19 9/20
Diger 63/98 44/100 63/98 44/100
0,99 0,99
3435TT-2677GG 1/2 00/0 1/2 00/0
Diger 64/100 44/100 64/100 44/100
3435CC-2677TT 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 51/80 38/86 0.37 52/81 37/84 0.7
3435CC-2677GG 13/20 6/14 ’ 12/19 7/16 ‘
Diger 50/78 39/89 53/83 36/82
0,16 0,89
3435TT-1236TT 14/22 5/11 11/17 8/18
Diger 63/98 44/100 63/98 44/100
0,99 0,99
3435TT-1236CC 1/2 00/0 1/2 00/0
Diger 63/98 44/100 63/98 44/100
0,99 0,99
3435CC-1236TT 1/2 00/0 1/2 00/0
Diger 54/84 38/86 54/84 38/86
0,77 0,78
3435CC-1236CC 10/16 6/14 10/16 6/14
Diger 48/74 39/89 52/80 35/80
0,059 0,95
2677TT-1236TT 17/26 5/11 13/20 9/20
Diger 65/100 44/100 65/100 44/100
2677TT-1236CC 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 65/100 44/100 65/100 44/100
2677GG-1236TT 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 50/77 33/75 49/75 34/77
0,82 0,82
2677GG-1236CC 15/23 11/25 16/25 10/23
Diger 50/78 39/89 53/83 36/82
0,16 0,89
3435TT-2677TT-1236TT 14/22 5/11 11/17 8/18
Diger 64/100 44/100 64/100 44/100
3435TT-2677TT-1236CC 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 64/100 44/100 64/100 44/100
3435TT-2677GG-1236TT 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 63/98 44/100 63/98 44/100
0,99 0,99
3435TT-2677GG-1236CC 1/2 00/0 1/2 00/0
Diger 64/100 44/100 64/100 44/100
3435CC-2677TT-1236TT 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 64/100 44/100 64/100 44/100
3435CC-2677TT-1236CC 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 64/100 44/100 64/100 44/100
3435CC-2677GG-1236TT 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 54/84 38/86 54/84 38/86
0,78 0,78
3435CC-2677GG-1236CC 10/16 6/14 10/16 6/14

*:Chi kare test, Fisher's Exact test
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Tablo — 17 Haplotiplerin vaskdler, lenfatik ve perindral invazyon ile iliskileri

Vaskiiler invazyon

Lenfatik invazyon

Perinéral Invazyon

0 1 p* 0 1 p 0 1 p*
Diger 39/76 | 48/84 35/78 | 52/83 62/79 | 25/83
0,31 0,54 0,54
3435TT-2677TT 12/24 | 9/16 10/22 | 11/17 16/21 | 5/17
Diger 50/98 | 57/100 44/98 | 63/100 77/99 | 30/100
0,47 0,41 0,42
3435TT-2677GG 1/2 00/0 1/2 00/0 1/1 00/0
Diger 51/100 | 57/100 45/100 | 63/100 78/100 | 30/100
3435CC-2677TT 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 42/82 | 47/82 36/80 | 53/84 64/82 | 25/83
0,99 0,58 0,58
3435CC-2677GG 9/18 | 10/18 9/20 | 10/16 14/18 | 5117
Diger 40/78 | 49/86 36/80 | 53/84 64/82 | 25/83
0,31 0,58 0,58
3435TT-1236TT 11/22 | 8/14 9/20 | 10/16 14/18 | 5/17
Diger 50/98 | 57/100 44/98 | 63/100 77/99 | 30/100
0,47 0,42 0,42
3435TT-1236CC 1/2 00/0 1/2 00/0 /1 00/0
Diger 51/100 | 56/98 45/100 | 62/98 78/100 | 29/97
0,99 0,99 0,99
3435CC-1236TT 00/0 1/2 00/0 1/2 00/0 1/3
Diger 44/86 | 48/84 38/84 | 54/86 67/86 | 25/83
0,76 0,85 0,85
3435CC-1236CC 7114 | 9/16 7/16 | 9/14 1114 | 517
Diger 37/73 | 50/86 34/76 | 53/83 61/78 | 26/84
0,07 0,35 0,35
2677TT-1236TT 14/27 | 8114 11/24 | 1117 17/22 | 5/16
Diger 51/100 | 58/100 45/100 | 64/100 78/100 | 31/100
2677TT-1236CC 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 51/100 | 58/100 45/100 | 64/100 78/100 | 31/100
2677GG-1236TT 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 38/75 | 45/78 33/73 | 50/78 60/77 | 23/74
0,71 0,56 0,56
2677GG-1236CC 13/25 | 13/22 12/27 | 14/22 18/23 | 8/26
Diger 40/78 | 49/86 36/80 | 53/84 64/82 | 25/83
0,31 0,58 0,58
3435TT-2677TT-1236TT | 11/22 | 8/14 9/20 | 10/16 14/18 | 5/17
Diger 51/100 | 57/100 45/100 | 63/100 78/100 | 30/100
3435TT-2677TT-1236CC| 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 51/100 | 57/100 45/100 | 63/100 78/100 | 30/100
3435TT-2677GG-1236TT| 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 50/98 | 57/100 44/98 | 63/100 77/99 | 30/100
0,47 0,42 0,42
3435TT-2677GG-1236CC|  1/2 00/0 1/2 00/0 1/1 00/0
Diger 51/100 | 57/100 45/100 | 63/100 78/100 | 30/100
3435CC-2677TT-1236TT| 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 51/100 | 57/100 45/100 | 63/100 78/100 | 30/100
3435CC-2677TT-1236CC|  0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 51/100 | 57/100 45/100 | 63/100 78/100 | 30/100
3435CC-2677GG-1236TT| 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Diger 44/86 | 48/84 38/84 | 54/86 67/86 | 25/83
0,76 0,85 0,85
3435CC-2677GG-1236CC| 7/14 | 9/16 7116 | 9/14 1114 | 517

*:Chi kare test, Fisher's Exact test
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Genetik ve translasyonel arastirmalar, karsinogenezis evrelerinde gelisen
hicre igi olaylarin anlagiimasini saglayan ve bu olaylarin sonuglarinin kanser
hastalarinin klinik yonetimine yansimasini temel alan galismalardir. Nitekim
bu arastirmalarin  sonuglari  gunumuzde  kolorektal kanserlerde
kigisellestiriimis tedaviler olarak yerlerini bulmaya baslamiglardir. Kolorektal
kanser tedavisinde klinige yansiyan molekuller, tedaviye yol gosterici olarak
mutasyonu saptanan KRAS onkojeni ile tedavi amacl kullanilan Epidermal
Blyume Faktori Reseptori (Epidermal Growth Factor Receptor - EGFR),
Vaskuler Endotelyal Blyume Faktort (Vascular Endothelial Growth Factor -
VEGF) ve tirozin kinaz inhibitorlerine (Tyrosine Kinase Inhibitors - TKI) karsi
gelistirilen antikorlardir [135-137].

Genetik ve translasyonel arastirmalarin sonuclari sadece tedavi ile
sinirh degildir. Benzer c¢alismalarin kolorektal karsinogenezis, kolorektal
kanser riski, tanisi, prognozu, tedavisi ve tedaviye yanitin
degerlendiriimesinde klinik 6nemi oldugu ve yakin gelecekte kolorektal

kanserli hasta yonetiminde kararlarimizi etkileyecegi dusunulmektedir.

Cok ilaca diren¢ (MDR) geninin gorevi hucre ve dokulari bakterilerin,
toksinlerin ve ksenobiyotiklerin zararl etkilerinden korumaktir. Bir MDR1 gen
arinud olan P-gp ise transmembran yerlesimli, enerji bagimh bir efluks
pompasidir ve in vitro / in-vivo c¢alismalarda bir ¢ok ilacin ADME
(absorpsiyon, distriblisyon, metabolizma ve ekskresyon) sureclerinde rol
oynadidi, insanda ilag-ilag etkilesimine dahil oldugu gdésterilmistir[75]. Bu
nedenle de son yillarda MDR1/P-gp konulu makalelerin sayisi giderek
artmaktadir[76-78].

Gunumuzde P-gp’nin intestinal homeostazisin korunmasinda 6nemli

bir etken oldugu kabul edilmektedir.

MDR1 geni baskilanmis farelerde antibiyotikle énlenebilen bir tir kolit
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gelistigi gozlemlenmistir. Bu deneysel galisma bakteri ya da diger toksinler
icin P-gp’nin bariyer fonksiyonu sagladigi dusuncesini desteklemektedir [138,
139]. Ulseratif kolitin kanser icin predispozan oldugu bilinen bir gergektir. Bir
cok biyolojik bariyerdeki koruyucu roll gibi, P-gp’nin intestinal epiteldeki
kanserojenlerin de temizlenmesinde etkin oldugu ve eksikliginin

inflamasyonla iligkili kolorektal kanser igin risk teskil ettigi diugunulmektedir.

Bir cok farmakogenetik ve farmakogenomik ¢alisma, MDR1 genindeki
bazi SNPlerin bireyler ve irklar arasi P-gp ekspresyon ve fonksiyon
farklihklariyla iligkili oldugunu ortaya koymustur [15, 80, 81]. Erken
baglangi¢li Parkinson hastaliginda 3435TT genotipinin baskinligi tespit
edilmis [140] ve cocukluk cagi akut lenfoblastik I6semisi [18, 127] ve renal
epitelyal tumorler [128] de MDR1 polimorfizmleriyle iligkilendirilmistir. Schwab
ve arkadaslarinin ¢alismasi MDR1 3435TT genotipli bireylerde Ulseratf kolit

gelisim riskini 2 kat fazla olarak tespit etmistir.

Bir cok arastirmaci saglam kolon mukozasina kiyasla timoral dokuda
MDR1 gen ekspresyonunun azalmis oldugunu bildirmigtir [141-143].
Andersen ve arkadaslarinin kolorektal kanser ve adenomlu hastalarla yaptigi
calismada, ayni bireyin kanser ya da adenom dokusundan alinan ornekle,
saglam dokusundan alinan 6rnek kiyaslanmis ve hastalikli dokuda ABCB1
MRNA seviyesinin yaklasik yarisi kadar dusik oldugu goérulmustur [144].
Benzer sekilde kolorektal kanserde ve renal cell Ca’da timoér dokusunda
ABCB1 mRNA dlzeyleri normal dokuya gore dusik olarak tespit edilmistir
[145, 146].

Adenomlarda mRNA seviyesinin disuk olmasi, ABCB1 aktivitesinin
dusUk oldugunu ve iligkili proteinin substrati olan c¢esitli karsinojenlere
maruziyetin arttigini  disundurmektedir. Biz de c¢alismamizda saglikli
dokudakine kiyasla tumodral dokudaki ekspresyonu dusik olarak bulduk
(p<0,00001).

Ancak Samanian ve arkadaslari, genotipten bagimsiz olarak timoéral

dokuda normal dokuya gore artmis ekspresyon tespit etmistir [147]. Bu sonug¢
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kendilerinden dnceki baska c¢alismalarla da uyumludur[141-143].

P-gp doku ekspresyonunun kanserin davranis bigimine olan etkisi de
bazi calismalarda dederlendirilmistir. Prognozun da takip edildigi bir
calismada tumoral dokuda P-gp ekspresyonu dusiuk bulunmustur ve iyi
diferansiye tUmorlerde ekspresyon duzeyinin belirgin olarak yuksek oldugu
da tespit edilmistir[19]. Potocnik ve arkadaslarinin galismasi da o6nceki

calismayi desteklemektedir [148].

Kanserin prognozunu belirleyen kriterler g6z Onune alindiginda
Weinstein ve arkadaslarinin galismasi P-gp ekspresyonu arttikga lenf nodu
tutulumunda ve damar invazyonunda artis tespit etmistir[149]. Benzer bir
calisma da P-gp ile lenf nodu metastaz varligi, damar ve perinéral invazyon
arasinda pozitif bir korelasyon bulmustur[150]. Bu iki c¢alisma P-gp
ekspresyonu ile agresif tumoér davranigi arasinda iliski kurmaktadir.
Weinstein P-gp’yi tUmor agresifliginin sebebi olmak yerine bir belirteg
(marker) olarak degerlendirmeyi Onermektedir. Bizim ¢alismamizda

ekspresyonla tumor agresifligi arasinda anlamli bir iligki géralmemigtir.

MDR1 geni Uzerindeki SNPlerin ekspresyonu nasil degistirdigine
yonelik gesitli teoriler dne strtilmistir. Oncelikle en popular teori herhangi bir
SNP ile MDR1 geni icindeki promotor/enhancer ya da intronik veya ekzonik
baska bir mutasyon arasinda bir baglanti olmasidir [113, 116]. Ikinci teoride
ise sessiz bir mutasyonun translasyon etkinligini azaltarak fonksiyonel
sonuglari etkileyebilecegdi distnllmektedir [112]. Uglinci teori de sessiz
mutasyonun, mRNA’nin islenmesi ve translasyonunu azaltabilecedi ya da
regule edebilecegini 6ne sirmektedir [117, 118]. Sonuncu olarak da SNP’nin
posttranskripsiyonel modifikasyonu etkilemesi muhtemeldir [121]. Ancak bu
olasiliklarin her biri teoridir ve aydinlatiimasi igin yeni ¢aligmalar yapilmasi

gerekir.

SNP’ler ve ekspresyon Ustune etkileri ile ilgili arastirmalardan
Hoffmeyer ve arkadaslarinin ¢alismasi C3435T polimorfizminde homozigos

CC orneklerinde, homozigos TT 0orneklere gore, barsaklarda iki kat fazla
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ekspresyon oldugunu tespit etmistir[15]. Benzer baska bir c¢alismada
duodenal enterositlerden elde edilen materyalde, MDR1 mRNA
ekspresyonunun 3435TT bireylerde CT ya da CC bireylere gore ylksek
oldugu tespit edilmistir [151]. Bir baska c¢alismadaysa C3435T ve C1236T
polimorfizmleriyle MDR1 gen ekspresyon duzeyi arasinda iligki
bulunmamistir. Ancak G2677T/A polimorfizmi incelendiginde GG2677
genotipinin en yuksek ve AT2677 genotipinin en dugiuk MDR1 ekspresyon
duzeyiyle iligkili oldugu gosterilmistir [147]. Kurzawski ve arkadaslarinin 184
kolorektal kanser hastasiyla yapilan c¢alismasinda 3435 TT genotipli
bireylerde MDR1 ekspresyonu dusuk bulunmustur. Calismamizda C3435T,
C1236T ve G2677T/A genaotiplerinin MDR1 ekspresyonunu degistirmedigini
gorduk.

Balcerczak ve arkadaslarinin g¢alismasinda [13] MDR1 geni Ustinde
bulunan ¢ SNP’nin (C1236T, G2677T/A, C3435T) bir haploblokta lokalize
oldugu tespit edilmistir. Ayni haplotip yapisi farkh yazarlar tarafindan da
kullaniimistir [152]. Bireyler arasi ve irklar arasi farklar arastirilirken
haplotiplerin genotiplere gore daha faydal bilgiler sagladigi disunulmektedir
[153]. Buna ragmen literatirde haplotiplerin degerlendirildigi ¢alisma sayisi
kisithdir.

Genotiplerle ekspresyon arasinda iliski bulunmayan calismamizda
3435TT-1236TT ve 3435TT-2677TT-1236TT haplotiplerinde timoral doku P-
gp ekspresyonunun dusuk oldugu saptandi ve bu durum istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05) (tablo-15).

insanlarda MDR1 polimorfizmlerinin kolorektal kanserle olan iligkisi bazi
calismalarda anlamli bulunurken bazi galismalarda fark gortlmemistir. MDR1
intron 3 C-rs3789243-T polimorfizmi, prospektif, populasyon tabanli bir
¢calismada CRC riski ile iligkili bulunmustur [154]. Benzer sekilde vaka-kontrol
calismalarindan dizenlenen bir meta analizde C3435T ve G2677T/A
birlikteligi incelendiginde CRC riskinde artis tespit edilmistir [155]. Benzer bir
calismadaysa C3435T ve G2677T/A polimorfizmleri ile kolon kanseri sikhgi
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arasinda anlamli iliski bulunmamigtir [19]. Bir baska ¢alismada ise 50 yas alti
bireylerde C3435T polimorizminde T alleli varligi kanser ile iligkili bulunurken

calisma genelinde anlaml fark saptanmamistir [20].

Khedri ve arkadasarinin cgalismasi ise CC3435 genotipinin kolorektal
kansere karsi koruyucu bir faktor oldugunu ileri sirmektedir [156]. Gaikovitch
CC3435 genotipli bireylerde T alel tasiyicilarina goére kolorektal kenser
gelisme riskinin 1,65 kat arttigini tespit etmistir. Ayni calismada T2677
alelinin ise G2677 aleline gore kolorektal kanser gelisme riskini dusurdugu

gorulmagtur [157].

Yaptigimiz ¢calismada SNP genotipleri ile kolon kanseri sikliginda anlamli
iliski bulunmadi ancak lojistik regresyon analizinde istatistiksel olarak anlaml
olmayan farklar goruldu. G2677T/A polimorfizminde GG genotipi olmasinin T
aleli tasiyanlara gore 1,182 kat arttirici risk faktori oldugu tespit edildi. Ayni
sekilde C3435T polimorfizminde CC genotipi olmasinin T aleli tasiyanlara
gore 1,241 kat arttirici risk faktort oldugu goruldu.

Haplotipler tek tek kiyslandiginda kanser sikhgnda anlamli fark

gOrulmedi.

MDR1 polimrfizmleriyle kolon kanserinde tumor agresifligini kiyaslayan
¢ok sayida calisma yoktur. Yapilan caligmalarda genel olarak anlamli sonug
elde edilmemigstir. Samanian ve arkadaslarinin timor evresi, histolojik grade,
lenf nodu metastazi ve tUmor boyutunu degerlendirdigi ¢alismasinda
GG2677 genotipinin iyi diferansiye tumorlerde, kotl diferansiye timorlere

gore daha sik goruldugu tespit edilmigtir.

Balcerezak ve arkadaslarinin 95 hastayla yaptigi MDR1gen
polimorfizmiyle  kolorektal kanser prognostik faktorlerini  kiyasladigi
calismasinda T1/T2 tumdrlerde T1236 aleli, T3/T4 timorlere gére daha
yuksek frekansta tespit edilmistir. Lenf nodu ile SNP degerlendiriimesi
yapildiginda C3435T ‘de C alelinin N1/N2 grubunda NO grubuna goére daha

sik oldugu gozlemlenmigtir. Klinik evrelemeyle genotipler arasinda iligki
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bulunmazken haplotipler degerlendirildiginde, evre 1 ve 2'de T1236 alelini
tasiyan haplotiplerin gorilme sikhgr evre 3 ve 4’e goére daha fazla
bulunmustur. Yazarlarin bu caligma sonucundaki yorumu T1236 alelini
taslyan hastalarin, tagimayanlara gore sagkalim sansinin daha yuksek
oldugu yonundedir. Bu durumda T1236 alelinin koruyucu fonksiyonundan
bahsedilmektedir [14]. Calismamizda genotiplerle ve haplotiplerle tumor

agresifligi arasinda iligki bulunmadi.

Sonug¢ olarak saglikli dokuya gore tumoral dokudaki ekspresyonu
dusuk bulduk. Bu durum genotiplerden bagimsizken, 3435TT-1236TT ve
3435TT-2677TT-1236TT haplotiplerinin timoral doku P-gp ekspresyonunu
dusdrdiguna goéruyoruz. Ayrica G2677T/A polimorfizminde GG genotipi
olmasinin T aleli tagiyanlara gore, C3435T polimorfizminde de CC genotipi
olmasinin T aleli tagiyanlara gore kolon kanseri igin arttirici risk faktoru
oldugu géruldid. Bu iki polimorfizmde T alelinin kolon kanseri i¢in koruyucu
etkisi oldugu 6ne surulebilir ancak net bilgilere ulagsmak igin gelecek donem

calismalariyla sonuglarimizin desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUGLARIN OZETi

Hasta grubunda, timoral dokudaki MDR1 gen ekspresyonu saglikli dokuya
kiyasla duguk bulundu.

MDR1 gen ekspresyonu ile tumoér agresifligi kiyaslandiginda anlamh fark

gorulmedi.

C3435T, C1236T ve G2677T/A polimorfizmleri ile MDR1 ekspresyonu

karsilastirildiginda anlamh fark gériimedi.

Genotiplerle ekspresyon arasinda iligki bulunmadi ancak 3435TT-1236TT ve
3435TT-2677TT-1236TT haplotiplerinde timdral doku P-gp ekspresyonunun
dusuk oldugu saptandi.

Genotipler ve haplotipler kolon kanseri sikhgi ile kiyaslandiginda anlamli fark
go6rulmedi ancak lojistik regresyon analizinde G2677T/A polimorfizminde GG
genotipi olmasinin T aleli tasiyanlara gére 1,182 kat ve C3435T
polimorfizminde CC genotipi olmasinin T aleli tasiyanlara gore 1,241 kat

arttinici risk faktort oldugu goéruldu.

Genotipler ve haplotiplerle timar agresifligi arasinda anlamli iliski bulunmadi.
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