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OZET

Tunoglu S. Kolorektal Kanser Olgularinda TRPVS, TRPV6 Genetik Varyasyonlarinin
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2016

Kolorektal kanser, gastrointestinal sistemin en sik goriilen kanser tiirii olup tiim kanser
olgularinda yaklasik %10 oranla {igiincii sirada yer alir.

Kolorektal kanser olusumunda c¢esitli g¢evresel ve genetik faktorler onemli yer
tutmaktadir. Iyon kanallari, aksiyon potansiyelini diizenleyen ve diger elektriksel
sinyalleri ileten hiicre zarina yerlesik proteinler olup kas kasilmasi ve hormon salinimi
gibi bir¢ok fizyolojik siirecte rol oynar. Kanser dahil olmak iizere gesitli hastaliklarla da
iliskilendirilmektedir.

Vanilloidler, vanilloid almaglar1 yoluyla faaliyet gosterir. TRPVS ve TRPV6, vanilloid
almaci ailesinden olan TRP iyon kanallar1 olup TRPV6, bagirsaklarda yiiksek oranda
sentezlenirken, onun bobreklerdeki temel izoformu TRPVS5’tir. Yapilan ¢alismalarda,
ozellikle prostat kanserinde TRPV6 ekspresyon diizeylerinin hastalik evresinde 6nemli
etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Calisgmamizda, Sanger Dongii Dizileme yontemi uygulanan hasta ve kontrol gruplar
arasinda TRPVS 1s4252372 ve TRPV6 154987667 genotip dagilimlarinda istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmamustir. Hasta grubunda TRPVS5 rs4252372 ve TRPV6
rs4987667 genotipleri ile metastaz, kadin cinsiyet ve hastalik evresi arasinda baglanti
tespit edilmistir. Ayrica, TRPVS rs4252372 genotipi ile tiimor yerlesim yeri arasinda
baglant1 tespit edilmistir. ileri evre kolorektal kanserde ve hastaliin metastazinda
TRPVS T alleli ve TRPV6 G alleli bulundurmanin riskli olabilecegi belirlenmistir. Bu
sonuclar; TRPV5 ve TRPV6 kalsiyum kanal proteini genlerindeki mutasyonlarin,
kolorektal kanser prognozu iizerinde rol oynayabilecegini belirtmektedir.

Anahtar Kelimeler: kolorektal kanser, kanal proteinleri, genetik varyasyon, gecici
reseptor potansiyel vaniloid reseptér, dizileme.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 53482
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ABSTRACT

Tunoglu S. Investigation of Genetic Variations of TRPVS5, TRPV6 in Colorectal Cancer
Patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Molecular
Medicine. Master Thesis. Istanbul. 2016.

Colorectal cancer is the most common gastrointestinal system cancer and the third most
frequent cancer with 10% incidence world wide.

Environmental and genetic factors are known to be related with colorectal cancer
progression. Ion channels are pore-forming membrane proteins whose functions include
regulating action potential and transmitting electrical signals. They play role in
physiological processes such muscle contraction and hormone secretion. They have
been associated in various human diseases including cancer.

The vanilloids exhibit activity via vanilloid receptors. TRPVS and TRPV6 are TRP ion
channels which belongs to vanilloid receptor family. TRPV6 is highly synthesized in
intestine, basic isoform in kidney of TRPV6 is TRPVS. TRPV6 expression levels are
reported to be affected with prostate cancer stage especially.

In our study, cases and controls were studied with Sanger Cycle Sequencing method.
Significant differences were not detected between TRPVS 1s4252372 and TRPV6
rs4987667 genotypes distributions in cases and controls. Within the patients, both
genotypes and the metastasis, female gender and disease stage was related. In addition,
TRPVS 154252372 genotype and tumor location was related. Presence of TRPVS T
allele and TRPV6 G allele may be risky in late stage colorectal cancer and metastasis.
These results indicate the potential role of TRPVS5 and TRPV6 calcium channel protein
genes mutation on colorectal cancer progression.

Key Words: colorectal cancer, channel proteins, genetic variation, transient receptor
potential vanilloid receptor, sequencing.
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1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanser (KRK), gastrointestinal sistemin en sik goriilen kanser
tiriidiir. Diinyanin degisik toplumlarinda farkli sikliklarda goriilmenin yanisira,
sanayilesmis iilkelerde gelismekte olan iilkelerden daha sik goriilmektedir. Kolon ve
rektum kanserleri birlikte degerlendirildigi takdirde, erkeklerde prostat ve akciger,
kadinlarda ise meme ve akciger kanserlerinden sonra iicilincii sirada yer almaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer

almaktadir. Toplam kanser olgularinin yaklasik %10’unu KRK olusturmaktadir (1, 2).

KRK’nin erken evrelerinde prognoz iyi olmasma karsin, tiimor semptomatik
hale geldigi zaman, genel olarak ileri evre olarak degerlendirilir ve buna bagl olarak
Olim oram yiiksektir. KRK’nin gelismesi ve ilerlemesi diger kanserler gibi ¢oklu
genetik degisimlere baghidir. Cesitli molekiiler mekanizmalara ve farkli fenotiplere
sahip heterojen yapili bir hastalik olup, normal kolon mukozasinin invaziv kansere
doniisiimiine yol agan genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesiyle gelismektedir.
KRK karsinogenezisinin anlagilmasi i¢in tiimor gelisimi esnasinda meydana gelen
molekiiler degisikliklerin detayli olarak arastirilmasi gerekmektedir (3). KRK
karsinogenezisinde, normal kolon epitelinin etkilenmesiyle baslayarak, biiylime
faktorleri lizerinde de etkisi olan sinyalizasyon sistemi ve bu sistem yolaklarinda bir

takim degisiklikler olabilmektedir (4).

Iyon kanallar1; gegici zar potansiyeli olusturan, aksiyon potansiyelini diizenleyen
ve diger elektriksel sinyalleri ileten hiicre zarina yerlesik proteinlerdir. Tiim hiicrelerde
bulunan iyon kanallar1 iyonofor proteinlerin bir grubudur. Sodyum-kalsiyum
degistiricisi, sodyum-potasyum pompast ve sodyum glukoz nakil proteinleri diger
iyonofor proteinleri olarak belirtilmistir. Iyon kanallari, kas kasilmasi ve hormon
salinimi gibi bir¢ok fizyolojik siirecte rol oynarken kanser dahil olmak iizere gesitli

hastaliklarla da iliskilendirilmektedir (5).

TRP kanal proteinleri ilk olarak Drosophilia melanogaster’de kesfedilmistir.
TRP gen bolgelerinde mutasyon tasiyan 1s1ga duyarli fotoreseptor rodopsinin, siirekli

151k maruziyeti sonucunda aralikli voltaj farklilig1 goriilmektedir (6).



Vanilloidler, kapsaisinle ilgili bilesik gruplar1 olmakla birlikte vanilloid
almaglar1 yoluyla faaliyet gostermektedir. Gliniimiizde, vanilloid almaci ailesi TRP iyon
kanallarinin (TRPV), TRPV1-6 olmak iizere alt1 farkli alt iiyesi oldugu bilinmektedir;
TRPVS5 ve TRPV6 yiiksek oranda Ca®*, secici ve kismen de [Ca®']i tarafindan
diizenlenen kanallardir. TRPV6, bagirsaklarda yiliksek oranda sentezlenirken, onun

bobreklerdeki temel izoformu TRPV S5 tir (7,8).

TRPV5 ve TRPV6, Ca** homeostazinda 6énemli role sahip olan iki kanal
proteinidir. Bu bilgi 1s1ginda; calismamizda, iki kanal proteininde olusan bir takim
genetik varyasyonlarin, Tiirk halkindaki KRK olgularinda bir arada incelenerek bu

kanallar ve KRK arasindaki iliskiye farkli bir boyut kazandirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolorektal Kanser

Kanser; bir¢cok genetik ve epigenetik faktoriin etkisiyle, ¢ok asamali olarak,
kalitsal ve/veya sonradan kazanilmis mutasyonlarin somatik hiicrelerde birikmesi
sonucunda ortaya cikan genetik bir hastaliktir (9). Ulkemizde Devlet Istatistik
Enstitiisii’ntin 2015 verilerine bakildiginda; kanser, biitliin 6liim nedenleri arasinda kalp
hastaliklarindan sonra %40,4 oran ile ikinci sirada yer almaktadir (10). KRK, diinyada
akciger ve meme kanseri ile birlikte en sik goriilen malign tiimérlerdir. Diinya genelinde
KRK’dan kaynaklanan 6liim yaklasik %9 iken, az gelismis iilkelerde bu oran %52’yi
bulmaktadir (11).

Molekiiler hiicre biyolojisi, biyolojik bilimlerin temelini olusturan ve hizla
bliyliyen aragtirma alamidir. Watson ve Crick’in DNA yapisim1 tanimlayan tarihsel
makalelerinin yayimlanmasinin ardindan, 2001°de insan genom dizisi 6n ¢aligmalarinin
tanitimin1 takiben 2003°te dizinin yiliksek kalite versiyonu tamamlanmistir (12, 13).
Insan genom galigmalari; her insan genomunda DNA’nin %99,9 benzerlik gosterdigini
kanitlamistir. Geriye kalan %0,1’lik fark 1ise bireysel genotip ve fenotipik
degisikliklerden sorumludur (14). Insan genom dizisinin sifresinin ¢dziilmesi, genlerin
islevi ve diizenlenmesi caligmalarina yeni bakis agilar1 kazandirmaktadir (15, 16).
Ayrica; molekiiler bilgideki bu hizli artisla birlikte, tim genomdaki genlerin ve
niikleotit dizilerinin belirlenmesinin ardindan genlerin ifade diizeyleri, ifade edilen gen
iriinlerinin yap1 ve islevindeki farkliliklarini belirleme ¢alismalari, tip alanindaki klinik
uygulamalara iliskin yeni ufuklar agmis olup kanserden korunma ve kanserin

tedavisiyle ilgili olarak yeni imkanlar sunmustur (17-19).

Evrimsel siirecte; tiirlerin ve tiir liyeleri arasindaki tiim farkliliklardan, genetik
cesitlilik sorumludur. Genlerde; genetik cesitlilige yol acan bu degisikliklerden biri
polimorfizmdir. Genetik polimorfizmler; ¢ogunlugu genomda tek niikleotit diizeyinde
olmak {iizere (insanda on milyon kadar); degisik uzunlukta ikili ya da iicli niikleotit
tekrarlarinda degisiklikler ve daha az olarak kromozom diizeyinde bazi yapisal
diizenlemeler olmak {izere l¢ tiptir. Genetik hastaliklar; DNA’daki bir degisiklik
sonucu, genin mRNA ya da protein iiriiniiniin niteliginin ve/veya niceliginin degismesi

sonucu olusan hastaliklardir (9).



Herhangi bir hastalifin ortaya c¢ikmasinda ve tedavi amaciyla verilen ilaca
yanitta; ¢evre, yas, beslenme, yasam bicimi gibi faktorlerin yaninda, kisinin genetik
yapt degisikliklerinin de rolii biiyliktiir. Bu nedenle; toplumlarin genom yapisindaki
degisimlerin ve gen mutasyonlarinin c¢aligilmasi kanser olusum riskinin, bireylerdeki
ilag toksisitesi ve etkinliginin belirlenmesinde etkili olmaktadir. Tek niikleotit
degisimleri insan genomunda en ¢ok bulunan, %1’den daha fazla sikliktaki (ortalama

her 1000 niikleotitte bir) DNA dizi degisimleridir.

Yiizlerce hiicresel islevin birinden sorumlu olan herhangi bir genin kodlayict
bolgesindeki degisiklik fenotipi etkiler. Genin ifadesi; yiliksek oranda genin promotdr
veya enhensir gibi diizenleyici bolgeler, bu bolgelere baglanan transkripsiyon faktorleri
ve diger yardimci diizenleyici molekiiller aracilifiyla kontrol edilmektedir. Gen ifadesi
diizenleyici protein genlerinin; kontrol ve kodlayict DNA bélgesindeki niikleotit dizi
degisiklikleri genlerin ifade edilme diizeyini, yani; lirtin olusumu ve miktarini etkiler.
Boylece bir genin ifade edilme diizeyinin kisiden kisiye degisebilmesi, hem genin
kontrol boélgesindeki DNA diziliminin hem de bu bdlgeye baglanan diizenleyici
transkripsiyon faktorlerinin farkliligindan kaynaklanir (20).

2.2. Epidemiyeloji

Diinyada KRK; en giincel olarak, 2012 yil1 verilerine gore erkeklerde toplam
746.000 vaka ve %10 oranla en yaygin {igiincii kanser tiirii olup, kadinlarda 614.000
vaka %9,2 oranla en yaygin goriilen ikinci kanser tiiriidiir. Gelismis iilkelerde en sik
goriilen kanser tipleri arasinda {i¢iincii sirasinda yer almakta olup biitiin kanserlerin

yaklasik %9’unu olusturmaktadir (11).

Yasam boyu KRK gelisme riski yaklasik %6’dir. Ortalama goriilme yas1 ise 62
olup, hem kadin hem de erkek bireylerde 40 yasindan sonra goriilme riski artmaktadir.

75 yasindan Once kansere yakalanma riski %18,5’tir (21, 22).

2012 yili diinyada kanser goriilme oranlari ve oliim oranlar1 Sekil 2-1’de

gosterilmistir.
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KRK; erkeklerde akciger, kadinlarda meme kanserinden sonra kanserden 6liim
nedenleri siralamasinda ikinci sirada yer almaktadir (21). Avustralya, Bati Avrupa,
Iskandinavya, Kuzey Amerika gibi geligmis iilkeler basta olmak iizere tiim diinyada
yaygin olarak rastlanan ve kanser ile iligkili Oliimlerin yaklasik %10°u KRK

kaynaklidir.

Hastalik; Avrupa ve Amerika’da yaygin goriiliirken, Asya ve Afrika’da goriilme
oran1 azalmaktadir. 60-70 yaslarinda en yiiksek diizeye ulagmaktadir (23). Bat1 Avrupa,
Kuzey Amerika, Yeni Zelanda, Avustralya gibi endiistriyel iilkelerde goriilme sikligi

yiiksektir. Polonya ve Japonya gibi risk oranmi diisiik bolgelerden Avustralya, Amerika



Birlesik Devletleri gibi risk orami yliksek bolgelere goc edenlerde KRK goriilme
oranlar1 hizli bir artis gostermektedir. Gelismislik diizeyinin arttig1 bolgelerde KRK
goriilme orani da dogru orantili olarak artmaktadir (24, 25). Tiirkiye’de 2012 yilindaki
genel kanser insidansi 100.000°de 233,0°dir. Erkek kanser insidanst 100.000’de 277,7
ve KRK insidansi 8,9’dur , kadin kanser insidans: 100.000°de 188,2 ve KRK insidansi
8,9’dur (26).

2012 yili diinyada kolorektal kanser goriilme oranlar1 ve 6liim oranlar1 Sekil 2-

2’de gosterilmistir.
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2.3. Kolorektal Kanser icin Risk Faktorleri

KRK etiyolojisi karmagik olmakla beraber cevresel ve genetik faktorlerin
etkilesiminden meydana gelmektedir. KRK etiyolojisinde; yasam tarzi ve beslenme
aligkanliklari, obezite, sigara ve/veya alkol kullanimi, kronik inflamatuar bagirsak
hastaliklari, radyasyona maruz kalma, aile hikayesi (familyal adenomatoz polipozis
(FAP) ve diger otozomal dominant gastrointestinal polipozis sendromlar1), genetik
faktorler, cinsiyet, ileri yas, adenomlar ve Diabetes mellitus gibi bazi kronik hastaliklar

rol almaktadir.

2.3.1. Yasam Tarz1 ve Diyete Bagh Faktorler

Fiziksel aktivitenin minimum diizeyde olan bir yasam tarzi KRK i¢in yiiksek
risk faktorlerinden biridir. Yag oram yiiksek diyetler de KRK riskini arttirmaktadir. Bu
nedenle, yag orani diisiik olan balik ve kiimes hayvanlari {iriinlerinin tiiketimi tavsiye
edilmektedir (27). Hayvansal protein iceren kirmizi et tiiketimi KRK’dan bagimsiz bir
etken olarak goriilmektedir. Lifli, yesil yaprakli sebzeler ve meyveler gibi antioksidan
kaynaklariin kanser olusumunu baskiladig goriilmiistiir. C vitamininin, tokoferoller ve
selenyumun bagirsak epitelini kuvvetli mutajen olan fekapentanlardan ve diger
karsinojenlerin hasarindan korudugu belirtilmektedir. C vitamini, nitritlerin nitrosamine
ve nitratlara doniisiimiinii engelleyen bir antioksidandir. Sarimsagin; detoksifiye enzim
icermesi, tiimor ¢ogalmasina engel olmasi veya antibakteriyel aktivitesi bakimindan
KRK riskini azalttig1 goriilmistiir. Alkol tiiketimi de normal olmayan DNA
metilasyonundan dolayr KRK ve adenom goriilme riskini arttirmaktadir. Yesil cay ve

kahvenin KRK gelisimine karsi koruyucu olabildigi diisiiniilmektedir (4, 27-30).

2.3.2. Toplam Kalori ve Obezite

Yapilan calismalarla, toplam kalori alim1 ve obezitenin KRK i¢in bagimsiz risk
faktorleri olduklar1 belirlenmistir. Viicut kitle indeksindeki artisin KRK  riskini
erkeklerde 2 kat arttirdig1 gosterilmistir (1).

Ozellikle abdominal bélgede yaglanma ve viicut kitle indeksinin yiiksek olmas1
KRK riskini arttirmaktadir. Fiziksel aktivitesi az, fazla kilolu erkeklerde KRK gelisim
riski yiiksektir (4, 27, 28).



2.3.3. Sigara Kullanim
Tiitlin kullanim1 rektal kanser ve adenom goriilme sikligini 6nemli Olgiide
arttirmaktadir. Ik kullanim yasimin erken olmasi ve yillik icilen paket sayismin fazlalig

kanser goriilme riskini arttirmaktadir (25, 28).

2.3.4. Aile Hikayesi

Birinci derece yakin akrabalarinda KRK goriilen bireylerde; kansere yakalanma
riski diger bireylere gore daha yiiksek olabilmektedir. Ozellikle, bir kiside KRK
goriilebilme orani, yakin akrabasi olan bireyde gen¢ yaslardayken KRK goriilmiisse

daha yiiksektir (31).

2.3.5. inflamasyonlu Bagirsak Hastaliklar

KRK gelisiminde 6nemli bir risk faktorii olan inflamasyon, yillik olarak, goriilen
tiim KRK’larin %2’sinin daha azindan sorumludur. Inflamasyon bagirsak hastaligi olan
bireylerde hastaligin goériilmesinden itibaren 8-10 yil sonra KRK riski artmaya bagslar.
Ancak yine de bu yatkinlig1 aydinlatan genetik bir temel bulunamamustir. Inflamasyonlu

bagirsak hastaligi KRK’l1 bireylerde 6liim oranin1 arttirmaktadir (32, 33).

Ulseratif kolit ve Crohn hastaligi, kolon ve rektum mukozalarinmn
iltihaplanmasiyla olusur (34). Ulseratif kolit ve Crohn hastaligi bulunanlarda KRK
gelisme riski artig gdstermektedir. Ulseratif kolitte 4,4 kat, Crohn hastaliginda ise 3 kat
artmis risk vardir. Kanser gelisimi, hastaligin siiresi ve tutulan bdlgenin genisligi ile

ilgilidir (25, 28).

2.3.6. Radyasyon
Radyasyon, KRK etiyolojisinde ¢ok az rol oynamaktadir. Uterus, prostat ve
servikal karsinomlarin tedavisinde radyoterapi goren hastalarda rektal kanserin ¢ok daha

sik ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (28).

2.3.7. Kolorektal Polipler

KRK’larin ¢ogu kanser onciisii sayilan polip zemininden gelisir. Polipler, kolon
ve rektumun i¢ ylizeyini doseyen hiicre gruplarinin bagirsak liimeni i¢ine uzanmasiyla
olusurlar. Poliplerin ¢ogu semptomatik olmamakla birlikte; en dnemli klinik belirtisi

rektal kanama olarak goriilmektedir (35-37).

Kolorektal polip tipleri Tablo 2-1°de verilmistir.



Tablo 2-1 : Polip Tipleri (37)

Nonneoplazik Polipler Neoplazik Polipler

Hiperplazik Hamartomato6z iltihabi Benign (Adenom) Malign

- Noninvaziv karsinom
- Genis Tip - Peutz Jeghers - Basit iltihabi Polip |- Tubduler (karsinoma insitu ve
intramukozal karsinom)

- {Itihabi, lenfoid, i v Karsi
- invaziv karsinom
.-Adeno.m alanlan o den Hastaligi e, - Tlibilovilloz (muskularis mukozayi
iceren tip granilomatoz is)
ecmi
stromal gecmis
. . . - Juvenil poli

- el = PP - Lenfoid tip - Villoz
adenomatoz tip - Ganglionéromatozis

2.3.8. Kalitsal Faktorler
Gastrointestinal kanalda binlerce polipin olugmasiyla karakterize olan kalitsal
kolorektal polipozis sendromlar1 bilinmektedir. FAP, Gardner Sendromu ve Turcot

Sendromu adenomat6z sendromlardandir (38, 39).

FAP, otozomal dominant olarak kalitilmaktadir (40). FAP tanisi, FAP ailesi
bireylerinden birinde adenom saptanmasi ya da kolonda 100’iin iizerinde adenomatdz
polip bulunmasiyla konur. 5. kromozomun g21 lokusunda bulunan APC geninde ortaya

¢ikan hasarin, FAP’tan sorumlu oldugu bilinmektedir (41).

Gardner Sendromu’nda; adenomatdz polipozisle birlikte, sert ve yumusak
dokularda tlimoérlerin goriilmesiyle karakterize olan kolon poliplerinden kanser gelisme
riski %95’in iizerindedir. Turcot Sendromu’nda ise, kolonda adenomatdz polipozisle

birlikte merkezi sistem tiimdrleri de yer alir ve otozomal resesif gecislidir (42).

Peutz-Jeghers Sendromu, Familyal Juvenil Polipozis, Cronkhite-Kanada

Sendromu ve Cowden’s Hastalig1, adenomatdz olmayan polipozis sendromlardir.

Peutz-Jeghers Sendromu; ince bagirsaklar basta olmak iizere tiim
gastrointestinal kanal boyunca hamartomatoz polipler ve viicudun degisik bolgelerinde
mukokutandz pigmentler ile birlikte karakterize olup, otozomal dominant ge¢isli ailesel
bir hastaliktir. Familyal Juvenil Polipozis; kolon ve rektumda multipl juvenil
hamartomatoz poliplerle karakterize olmakla birlikte, polipler mide ve ince bagirsakta

da goriilebilmektedir. Kanserlesme riski ¢ok azdir. Cronkhite-Kanada Sendromu yine
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gastrointestinal kanalda juvenil poliplerin ortaya ciktig1 bir hastaliktir. Cowden’s
Hastalig1 otozomal dominant gegislidir. Multipl kiiciik polipler, genellikle rektosigmoid
bolgede yerlesim gostermektedir. Polipler {ist gastrointestinal sistemde de goriiliirler

(38, 39).

Bu sendromlarin yani sira kalitimsal polipozis olmayan kolorektal kanserler
(HNPCC) de bulunmaktadir. HNPCC’ler, Lych sendromu olarak da bilinir ve tiim
vakalarin = %2-3’linli olusturmasiyla en sik goriilen sendromdur. MLH1, MSH2 gibi
DNA tamir genlerindeki mutasyonlarin HNPCC’ye yol agtig1 bilinmektedir (41).

Kolorektal kansere yatkinlikta bazi kalitsal sendromlar Tablo 2-2°de verilmistir.

Tablo 2-2 : Kolorektal Kansere Yatkinhkta Bazi1 Kalitsal Sendromlar (40, 43)

Kolorektumda Meydana
Kalhtsal Sendrom Etkilenen Gen
Gelen Semptomlar

Multipl adenomatoz polipler,

Ailesel adenomatoz polipozis (FAP) APC
karsinom
Multipl adenomatoz polipler,

Gardner APC
karsinom

Peutz-Jeghers Hamartomatoz polipler, karsinom LKB1 (STK11)

Sik goriilen hamartomatdz, artan
Cowden’s PTEN
karsinom riski

Juvenil Polipozis Polipler, artan karsinom riski SMAD

Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser Karsinom, polipler MSH2, MLH1, PMS2

2.3.9. Cinsiyet

KRK goriilme sikligi; kadin ve erkekler arasinda benzer olmakla beraber, kolon

kanseri kadinlarda, rektum kanseri ise erkeklerde daha sik goriilmektedir (44, 45).
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2.3.10. ileri Yas

KRK i¢in en 6nemli risk faktorleri yas ve genetiktir. KRK’nin gériilme siklig;
ilerleyen yasla (50 yasindan sonra) birlikte %90’a ulasirken, 60-70 yas arasinda zirve
yapmaktadir (43-49).

2.3.11. Diger Faktorler
Diabetes mellitus, pernisiy6z anemi, ¢0lyak ve AIDS hastalarinda da kolorektal

adenokarsinom gelisme riski artabilmektedir (28).

Amerikan Kanser Birligi, yapilan ¢alismalara paralel olarak KRK risk
faktorlerini ve goreceli risklerini belirlemistir (Tablo 2-3) (50). KRK risk faktorlerinin
goreceli riskinin 1’in tlizerinde olmasi yiiksek riski, 1’in altinda olmasi ise diistik riski

gostermektedir.

Tablo 2-3 : Kolorektal Kanser Risk Faktorleri ve Goreceli Risk (50)

Riski Arttiran Faktorler Goreceli Risk

Aile Oykiisii ve Genetik

45 yasindan once teshis edilen akraba 3,9
Birinci derece akraba 4,0
Birden fazla akraba 2,2
Kisisel Oykii
Crohn Hastalig 2,6
Ulseratif Kolit
-Kolon 2,8
-Rektum 1,9
Diyabet 1,2

Davranigsal Risk Faktorleri

Sigara icme 1,2
Obezite 1,2
Kirmizi Et Tiketimi 1,2
islenmis Et Tiketimi 1,2
Asiri Alkol Tuketimi 1,6

Riski Azaltan Faktorler

Fiziksel Aktivite (Kolon) 0,7
Meyve ve Sebze Tiiketimi 0,9
st Uriinleri Tiiketimi 0,8

Lif Taketimi (10gr/glin) 0,9
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2.4. Anatomi ve Fizyoloji

Sindirim sisteminin bir kismini olusturan kalin bagirsakta ortaya ¢ikan kanserler
KRK olarak adlandirilmaktadir. Kalin bagirsak, ileumun bitiminden baglayip aniise
kadar devam etmektedir. Yaklasik 150 cm uzunlugunda olup sindirim kanalinin 1/5’ini
olusturan kalin bagirsak; ¢ekum, c¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid
kolon ve rektum olmak {izere 6 boliimden olusmustur. Kolon, sag ve sol kolon olmak
izere ikiye ayrilmaktadir. Sag kolon, sol kolondan daha genis ¢aplidir. Yaklasik 7,5-8,5
cm ¢ap1 ve ortalama 6 cm uzunluguyla kolonun en genis boliimii ¢ekumdur. Kolon,

sigmoid kolona dogru giderek daralir ve en dar yeri 2,5 cm ¢apindadir.

Sekil 2-3’te kalin bagirsak anatomisi gosterilmistir.

Sekil 2-3 : Kalin Bagirsak Anatomisi (51)
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Sigmoid tiimorler kiiciik boyutlarda belirti gosterebilirken, ¢ekum tliimorleri
bliyiik boyutlara erismeden belirti gostermezler (52, 53). Aniisten dnceki 12-15 cm’lik
kisim rektumdur ve sigmoid kolon ile anal kanal arasinda sakrum egikligine uygun
olarak yerlesmistir (54). Kolon duvari tabakalar1 sirasiyla; mukoza, submukoza, icte
sirkiiler kaslar, dista uzun kaslar ve serozadir. Kolonik mukozanin epitel hiicrelerinde
meydana gelen genetik degisiklikler hastaligin net sebebi olarak goriilebilmektedir (29,
55). Giinliik olarak yaklasik 600-1000 ml ileum igerigi (%90°1 su) kolona gecmektedir.
Ancak digk: ile atilan su miktar1 180 ml diizeyindedir. Su emiliminin hemen tamami
¢cekum ve c¢ikan kolonda gergeklesir. Ayrica kolondan sodyum, kloriir, sakkaroz ve

laktoz da emilmektedir.

2.5. Smiflandirma ve Evreleme

Evreleme sistemleri, kanserin yayilim derecesini saptamak, tedaviyi planlanmak
ve prognozun tahmininde bulunmak i¢in kullanilmaktadir. Bu amacla kolorektal kanser
icin de gilinlimiizde en sik kullanilan evreleme TNM (T=Tiimor, N=Nod, M=Metastaz)
(Tablo 2-4) olarak bilinen AJCC (American Joint Committee on Cancer)
siniflandirmasidir. Bunun yaninda Dukes ve Astler-Coller gibi siniflandirma sistemleri

de kullanilmaktadir (56).

Tablo 2-4 : Tiimor, Nod, Metastaz Degerlendirmesi (56)

T: Primer Timor

Tx: Primer timor degerlendirilemiyor.

TO: Primer timor yok

Tis: Karsinoma in situ

T1: Tamor submukozaya yayilmis

T2: Timor muskularis propriaya yayilmis

T3: Timor muskularis propria icinden subseroza ya da nonperitoneal periferik veya
perirektal dokulara yayilmis

T4: Tumor diger organlara ya da viseral peritona yayilmis

N: Bolgesel lenf nodlari

Nx: Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemiyor

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: 1-3 bolgesel lenf nodunda metastaz

N2: 4 veya daha fazla bolgesel lenf nodunda metastaz

N3: Ana arter kokiinde lenf nodu tutulumu

M: Uzak metastaz

Mx: Uzak metastaz degerlendirilemiyor

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var
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2.6. Kolorektal Kanser Genetigi ve Molekiiler Mekanizmasi

KRK; ¢esitli molekiiler mekanizmalara ve farkli fenotiplere sahip heterojen bir
hastalik olup, normal kolon mukozasinin invaziv kansere doniigiimiine yol agan genetik
ve epigenetik degisikliklerin birikmesiyle gelismektedir. Hiicre metabolizmasi,
proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve sagkalim gibi sinyal yollar regiilasyonunun
kaybina yol acan birtakim genetik ve epigenetik modifikasyonlar kolorektal kanser
gelisiminde etkilidir (57, 58). KRK olusumunda, normal kolon epitelinin degisimiyle
baslayan ve adenomatéz ile adenokarsinomaya kadar devam eden olaylar dizisi

meydana gelmektedir (59, 60).

KRK olusumunda etkili role sahip olan genomik instabilitenin olusumu ile ilgili
bugiine kadar, ii¢ molekiiler mekanizma tanimlanmustir. Ilki, kromozomal instabilite
(CIN) olup KRK’daki genomik instabilitenin en sik nedenlerinden biridir. ikincisi,
kalitsal kanserlerin bir alt grubunda yer alan mikrosatellit instabilitesi (MSI) olup
sporadik KRK olgularinin %20’sinde gozlenir ve yanlis-eslesme onarim (MMR/miss-
match repair) genlerindeki defektlerle ortaya ¢ikar. Ugiinciisii ise CpG adacik metilator
fenotipi olarak tanimlanan, bir¢ok genin promotdr bolgesindeki CG diniikleotitlerinin

birbiriyle uyumlu olan metilasyonlaridir (58, 61).

Kromozomal instabilitesi olan tiimdrlerin kromozom sayisinda, artis veya azalis
seklinde karyotipik degisiklikler goriilebilmektedir (62, 63). Andploidi bu tiir timorlerin
karakteristik 6zelligi olup, allel kayiplar1 bir veya birden fazla lokusun dahil oldugu (5q,
17p ve 18q) allelik dengesizliklerle sonuglanmaktadir (64). Bu durumun baslatict
faktorii olarak, tiimor baskilayict bir genin kaybi disiinlilmektedir. 5q ve 17p
allellerindeki kayip APC, DCC/SMAD4 ve TP53 inaktivasyonunu kolaylastirirken, 18q
allel kaybi1 II. ve III. evre kolorektal kanserler i¢in kotii prognoz belirteci olarak

bilinmektedir (65-67).

Mikrosatellit instabilitesi, timor DNA dizilimindeki niikleotit tekrarlarindan
olusan kisa uzunluk degisiklikleri olarak bilinmekte olup yanlis-eslesme tamir
genlerinde inaktivasyona sebebiyet vermekte ve KRK’larin %6-15’inde goriilmektedir
(68). DNA onarim, (RAD50, MSH2, MSH6, MLH1, BLM), hiicre dongiisii (PTEN),
sinyal iletimi (TGFBRII, ACTRIIL, WISP-3), apoptoz (APAF1, BAX, BCL10, Kaspaz-5)
ve transkripsiyon faktorleri (TCF-4) genlerinin mikrosatellit instabilitesiyle tekrar

kodlar1 olusturmasi, KRK mutasyonlarinin olugmasina sebep olmaktadir (56, 69).
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KRK gelisiminde, kromozomal instabilite yolagi olarak da bilinen, normal
kolon epitelinin degisimiyle baslayan ve adenokarsinomaya kadar devam eden
“adenokarsinom sekansi” denilen olaylar serisi gerceklesmektedir. Adenokarsinom
sekansinda; APC, p53 ve k-RAS genlerinin yani sira PI3KCA ve TGFBR genlerinde
birtakim genetik degisiklikler goriilebilmektedir (56, 70).

Sekil 2-4’te “adenokarsinom sekans1” gosterilmistir.
DDOOOG Normal kelon hdcreleri:
2 APC mutasyonu

r
Adenomatdz Polip:
1 RAS mutasyonu

r
Diplastik Polip:
2 TP53 mutasyonu

r
Kolon karsinom:

Kremozomal bozukluklar

Metastatik karsinom

Sekil 2-4 : Adenokarsinom Sekansi (12)

2.7. iyon Kanallari, TRPVS5 ve TRPV6

Iyon kanallari; gecici zar potansiyeli olusturan, aksiyon potansiyelini diizenleyen
ve diger elektriksel sinyalleri ileten hiicre zarina yerlesik proteinlerdir. Tiim hiicrelerde
bulunan iyon kanallar1 iyonofor proteinlerin bir grubudur. Sodyum-kalsiyum
degistiricisi, sodyum-potasyum pompasi ve sodyum-glukoz nakil proteinleri diger
iyonofor proteinleri olarak belirtilmistir (72). Sodyum, kalsiyum ve potasyum gibi

iyonik maddelerin hiicre igerisine alinmasi siirecinde rol almaktadirlar.
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Kalsiyumun evrenselligi; yasamin ilk basamagi olan fertilizasyondan baslayarak
kas kasilmasi, hormon salinimi, hafiza, 6grenme, hiicrelerin farklilagsmasi, gelismesi,
nekroz ve apoptoz, gen transkripsiyonu gibi birgok olaydan sorumlu olan bir hiicre i¢i
ikincil ~ haberci  olan, bircok hiicresel reaksiyonda istlendigi  gorevden
kaynaklanmaktadir. Istirahat halindeki bir hiicrede hiicre ici kalsiyum ([(Ca*")i])
konsantrasyonu yaklasik olarak 100 nM civarindadir. Kalsiyum iyonunun; kas
kasilmasi, transmitter madde salinimi, hiicre bdliinmesi, genlerin ifadesi ve hiicre
sagkalim1/6limii gibi bircok hiicresel olayda ortamda yeteri miktarda bulunmasi ve
hiicre igerisine/disarisina gegisi olduk¢a Onemlidir (113). Kalsiyumun hiicre igine

alinmasinda gorevli kanallar bulunmaktadir.

Bu kanallar kalsiyumun hiicre igerisine girmesine neden olabilecek aktivasyon

mekanizmalarina gore;

-Mekanik olarak aktive olan kalsiyum kanallar1 (mechanically activated calcium

channels),

-Reseptore duyarli kalsiyum kanallar1 (ROCCs: receptor operated calcium

channels),

-Voltaja duyarli kalsiyum kanallart (VOCCs: voltage operated calcium

channels),

-Depolanmis kalsiyum miktarina duyarli kalsiyum kanallar1 (SOCCs: store
operated calcium channels) olarak siniflandirilmaktadir (72, 73).

SOCCs; hiicre i¢i Ca*" depolarinin bosalmasma cevap olarak aktive

olabilecekleri gibi farmakolojik bir ajan veya Ca>"

u fizyolojik olarak hareketlendirecek
haberciler araciligiyla aktif hale gecerler. Bu kanallara en iyi 6rnek olarak gecici
reseptor potansiyeli proteinleri (TRP) verilebilir (75). TRP’ler ilk olarak Drosophilia
melanogaster’de kesfedilmistir. TRP gen bdlgelerinde mutasyon tasiyan 1s1ga duyarli
fotoreseptor rodopsinin, siirekli 151k maruziyeti sonucunda araliklt voltaj farkliligi

goriilmektedir (76).

Insan TRP kanallarinin filogenetik agac Sekil 2-5’te gdsterilmistir.



TRPVE

TRPVS

TRPV3 TRPN1 (balik)

TRPVS

TRPVZ

TRPVH

TRPMLZ2

TRPML3

/ TRPCS
TRPCS

\ e

TRPMLA

TRPC3
TRPC?
TRPCE
TRPC2 (fare)
0.2

Sekil 2-5 : insan TRP Kanallarinin Filogenetik Agaci (74)

Ongoriilen TRP kanallarinin yapisal topolojisi Sekil 2-6’da gosterilmistir.

Sekil 2-6 : Ongériilen TRP Kanallarinin Yapisal Topolojisi (77)

*Tiim kanallar S5 ve S6 arasinda varsayilan por bolgesi (P) ile 6 transmembran segment (S1-S6) igerir.
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TRP kanallari, c¢ekirdek ve mitokondri =zarlar1 disinda tiim hiicre
membranlarinda bulunarak Ca*" ve Mg?" gibi katyonlarin hiicre i¢ine alinmasinda,
hiicreler arasi tasimada gorev almaktadir. Bugiine kadar memelilerde yaklasik 30 TRP
kanali kesfedilmistir. TRP siiperailesi, TRPC (klasik ya da canonical), TRPM
(melastatin), TRPV (vanilloid reseptor), TRPA (ankirinden zengin), TRPP (polisistin),
TRPML (mukolipin), TRPN (NOMPC; no mechanoreceptor potential C) olmak iizere 7
gruba ayrilmaktadir (78).

Vanilloidler, kapsaisinle ilgili bilesik gruplari olmakla birlikte vanilloid
almaglar1 yoluyla faaliyet gostermektedir. Giiniimiizde vanilloid almaci ailesi TRP iyon
kanallarinin (TRPV), TRPV1-6 olmak iizere alt1 farkli alt {iyesi oldugu bilinmektedir
(79). TRPV iiyeleri; yapisal olarak incelendiginde ve fonksiyonlarina bakildiginda
TRPV1/2, TRPV3, TRPV4 ve TRPV5/6 olmak iizere dort farkli grupta toplanir (80).

Insan ve fare TRP kanallarinin hiicresel sentezlenme ve fiziksel 6zellikleri Tablo

2-5’te verilmistir.
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Tablo 2-5 ; insan ve Fare TRP Kanallarinin Hiicresel Sentezlenme ve Fiziksel Ozellikleri

Alt Birim

Kromozom bdlgesi

Hiicresel sentezlenme

Fizyolojik Ozellik

Dorsan kok, spinal ve periferal sinir
terminalleri, beyin, deri (duyu sinir

Isi duyarliligi, otonomik
termoregitilasyon, agri yonetimi,
beyinde sinaptik plastisite (uzun

TRPV1 insan: 17p13.3; Fare: 11 B3 lifleri, epidermal keratinositler, kil L
A . sureli depresyon), gida alimi
folikulleri) pankreas, mesane (duz . -
. diizenlenmesi, bagisakta ¢ok
kaslar, kan damarlari, sinirler) .
fonksiyonlu
Dorsal kok gangliasi , merkezi sinir - zarar|; sicakliklara duyarlilik, agri
sistemi noronlari, gastrointestinal iletimi, spinal motor néronlarda
TRPV2 insan: 17p11.2; Fare: 11 B2 sistem, .dalak, mast hﬂcrele‘.ri, diz, aksonun fazla biiyiimesi,
kalp ve iskelet kas hiicreleri makrofajlarda fagositoz acisindan
kritik
) ) ) ) Orta derecede isilara duyarlilik, agri
_ Dorsal kok ve trigeminal ganglion jjetimi, cilt biitanliga, yara iyilesmesi,
TRPV3 Insan: 17p13.3; Fare: 11 B4 noronlari, beyin, keratinositler, sag sac biiyiime ve sebosit fonksiyonu
foliktlleri, dil ve testis
MSS (biytik néronlar), trigeminal Orta derecede isilara duyarlilik,
ganglion, kalp, karaciger, bobrek, mekanik ve osmoduyarhlik, agri
deri (keratinositler), osteoblastlar, iletimi; hicre gégluniin dizenlenmesi,
kan damarlari (endotel), mesane tirotelyumda mekanoreseptor
TRPV4 insan: 12q24.1; Fare: 5 F (Grotelyum) ve testis, koklea (i¢ ve (bosaltim kontrolu igin 6nemli),
dis kil hiicreleri, koklear stria osteogenez ve osteoklast
vaskularis marjinal hticreleri), bobrek fonksiyonlari, insanda kemik
(thbdller ve glomeril epitel hastaliklari ve nérodejeneratif
hicreleri) hastaliklarda 6nemli
Bobrekte yiiksek seviye,
. astrointestinal bolge, pankreas Bobrek ve bagirsaklarda kalsiyum geri
TRPVS insan: 7g35; Fare: 6 B2 gast g€, panxreas, L & yume
testis, prostat, plasenta, duguk emilim kanali
seviyede beyin ve tikirlk bezinde
Gastrointestinal bolgede yuksek Bobrek ve bagirsaklarda kalsiyum geri
) i 6brekte disiik sevi milim kanal, cil %/1,25-
TRPVE insan: 7q33-q34; Fare: 6 B2 seviyede, bébrekte dusiik seviyede,  emilim kanall, ciltte Ca?*/1,25

testis, prostat, plasenta, beyin ve
tikurik bezi

dihydroxyvitamin D3 ile tetiklenen
keratinosit gelisiminde 6nemli etken

TRPVS5 ve TRPV6, TRP siiperailesinin essiz iiyeleridir. 15 ekzon, yaklasik 730
amino asit kodlarlar ve %75 homoloji gosterirler. TRPVS ve TRPV6 yiiksek oranda

Ca?", secici ve kismen de [Ca*']i

tarafindan diizenlenen kanallardir (82, 83). Agirlikli
olarak epitel ve kolonda, bobrek, duedonum gibi transseliiler Ca** transportunun aracilik
ettigi organlarda, pankreas, meme bezi, ter bezi ve tiikiiriik bezi gibi ekzokrin dokularda
ve birgok dokuda ifade edilir (84). Kalsiyum emilimini saglayan, Ca*" iyonu i¢in yiiksek
olan bu iki molekiil,

oranda segici ozellikle bobrek ve bagirsakta birlikte

sentezlenmektedir (85, 86).
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Bagirsaklarda yiiksek oranda sentezlenen TRPV6’nin bobreklerdeki temel
izoformu TRPVS5’tir (87). Her iki epitel kalsiyum kanalinin diizensizligi veya islev
bozuklugu, kalsiyum homeostazi ve bir¢ok hastalikla iliskilendirilebilmektedir (88).

Ca®" emiliminin yiiksek oranda gerceklestigi kolonda, Ca*" transportu &nem
kazanmaktadir. Ca** transportunu gerceklestiren mekanizma TRP kanal proteinleri
tarafindan diizenlenmektedir. Giiniimiize kadar; TRP kanal proteinlerinin diizensizligi
ya da islev bozuklugunun sebep oldugu cok sayida hastalik gosterilmistir. Birgcok
calismada; bu kanal proteinlerinden TRPV1, TRPVS ve TRPV6 ozellikle kanserle
iligkilendirilmistir. Buna bagli olarak; KRK ile iliskili olabilecegini diisiindiigiimiiz
TRPVS5 ve TRPV6 genlerindeki bir mutasyonu, literatiirde ilk olarak arastirmayi
amagcladik.

TRPVS ve TRPV6 yapisal gosterimi Sekil 2-7’de verilmistir.

TRPV5 GIGD &P
= ?ﬂ u@g /M oo

TRPV6
4 ?.: z.:@ ®_. _____ /I — coo+

Sekil 2-7 : A: TRPVS A8V ve TRPV6 M378V Polimorfizmleri B: TRPVS ve TRPV6
Yapisal Gosterimi (89)
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2.8. Iyon Kanallar1 ve Kanser

Cogalmanin artmasi, hiicre Olimiinlin normal seyrinde olmamas1 ve
farklilagmanin  anormallesmesi gibi hiicresel diizeydeki degisimler, kanserin
karakteristik 6zellikleri olan kontrolsiiz genisleme ve invazyonla sonuglanabilen doku
gelisiminin  temel sebepleridir (90). Bu degisimleri biiyiik o6l¢lide iyon kanal
ekspresyonlarindaki degisiklikler izlemekte ve dolayisiyla iyon kanallarinin yer aldig
hiicresel olaylar da bundan etkilenmektedir. Kalsiyum dengesindeki degisimler; hiicre
farklilagmasinin uyarilmasina, boliinmenin artmasina ve apoptoz gibi Onemli

mekanizmalarin etkilenmesine neden olmaktadir (91, 92).

Iyon kanallari, kas kasilmasi ve hormon salinmmu gibi birgok fizyolojik siiregte
rol oynarken kanser dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarla da iliskilendirilmektedir (93,
94). K" kanallar1 (95, 96), Na" ve CI kanallar1 (97), katyon kanallar1 (98), voltaj bagimli
Ca?" kanallar1 (99) ve depolanmus kalsiyum miktarina duyarli Ca** kanallarinin (100)
kanserle olan iligkisi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Hiicre membranindan iyon
gecisi; hacim kontrolii (101), migrasyon (102), go¢ etme (103), hiicre dongiisiiniin
devamlilig1 ve hiicrelerin ¢ogalmast (102, 103) gibi temel tiimor hiicre fonksiyonlar
icin biiylikk 6nem arz etmektedir. Tiim bu fonksiyonlar kanser hiicrelerinin hayatta
kalmas1 ve metastaz1 agisindan son derece Onemli olaylardir (104). Hem tiimor
vaskiilerizasyonunun diizenlenmesi hem de tiimor hiicrelerine karst immiin hiicrelerinin
yanit olusturmasi ve sayilarinin artmasit bakimindan iyon kanallart kritik rol
iistlenmektedir. Bu sebeplerden Otlirii tiimOr olmayan hiicrelerde iyonlarin hiicre
membrant boyunca tasinmasi, tiimor hiicrelerinde ise iyon kanallarinin bloklanmasi
timor hiicrelerinin yagsamsal fonksiyonlarmni durdurabilecek 6nemli unsurlar olarak

goriilmektedir (105, 106).

Yaptigimiz ¢alisma; Ca?>" homeostazinda énemli role sahip olan iki kanal
proteininden TRPVS ile TRPV6°da birtakim genetik varyasyonlarin; Tiirk halkindaki
KRK olgularinda bir arada incelendigi, bu kanallar ve kolorektal kanser arasindaki

iligkiye farkli bir boyut kazandirildig1 ilk ¢alisma 6zelligini tasimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanim

Caligmamizda iki ornek grubu bulunmaktadir. Birinci grup, herhangi bir
malignitesi bulunmayan saglikli 37 bireyden olusan kontrol grubudur. Ikinci grup ise,
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi tarafindan
takip edilen 33 kolorektal kanserli hastadan olusmaktadir. Projemize dahil edilen,
kolorektal kanser tanisit konmus hastalarimizin klinik, histopatolojik degerlendirmeleri

ve kan Ornegi alimlari, ilgili klinik tarafindan gergeklestirilmistir.

Orneklemimizi olusturan bireylerden kan &rnekleri toplanirken konu hakkinda
aydimnlatilarak ¢alisma Oncesi yazili onamlar1 alinmustir. Etik kurul onayi alindiktan
sonra ¢alismaya baslanmistir. Diger klinik parametrelere ait ayrimlar yukarida belirtilen
klinik tarafindan yapilmis olup, kan &rnekleri bu birim tarafindan siniflandirilarak 1.U.

DETAE Molekiiler Tip Anabilim Dali’na gonderilmistir.

TRPVS5 ve TRPV6 gen polimorfizmleri i¢in, hasta ve kontrol grubuna ait
bireylerden DNA izolasyonu yapilmak iizere almman 7-8 ml vendz kan, 1 ml %2’lik
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren, 15 ml’lik steril tiiplere konulmustur.
DNA'’lar, en geg bir giin igerisinde ¢alisilmak suretiyle elde edilmis ve analiz edilinceye
kadar +4°C’de saklanmistir. 33 kolorektal kanserli hastada ve 37 saglikli bireyde
TRPVS ve TRPV6 genlerine ait polimorfizmlerin analizlerini yapmak i¢in Polimeraz
Zincirleme Reaksiyonu (PZR), Agaroz Jel Elektroforezi ve Sanger Dongli Dizileme

Yontemi teknikleri kullanilmastir.

3.1.1. Cahsmaya Alinma Olgiitleri
e 18-85 yas arasi kadin-erkek hasta ve saglikl bireyler

e Kolorektal kanser tanisi almis hastalar

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
e Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552)

e Amonyum kloriir (Sigma)
e EDTA (Sigma E-5134)

e Sodyum hidroksit (Sigma)
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Sodyum dodesil siilfat (Sigma)

Proteinaz K (Fermentas)

Amonyum asetat (Sigma A-8920)

Sodyum kloriir (Carlo Erba 368257)

Etanol (Riedel-de Haen 32221)

Tris-EDTA (Sigma)

i-Star Taq DNA polimeraz (Intron Biotech.)
2,5 mM dNTP mix (Intron Biotech.)

10X PCR buffer with (NH4)2SO4 (Intron Biotech.)
25 mM MgCl: (Intron Biotech.)

Primerler (DNA Technology)

Bidistile Su

Tris base (Sigma T-6066)

Borik asit (Carlo Erba 302177)

Sodyum sitrat (Sigma S-4641)

Etidyum bromid (Sigma E-1510)

Agaroz (LE Prone Basica 051342 PR)

Gene Ruler 100bp DNA Ladder (Intron Biotech.)

3.1.3. Kullanilan Geregler

Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (E-C Apparatus Corporation, E-C4000P)
Hassas terazi (Mettler)

Jel goriintiileme sistemi (Kodak EL LOGIC 100 goriintiileme sistemi)
Mikrodalga firin (Philco)

Beher

Mezir
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e Mikrosantrifiij (TDX)

e Mini sogutucu

e Isiticili manyetik karistiric1 (Elektromag)
e (Ceker ocak

e Thermal cycler cihaz1 (Applied Bio.)
e pH metre (Hanna)

e Pipet takimi1 (Eppendorf)

e 10,20, 100, 1000 ul’lik pipet uglart

e 15 ml ve 50 mI’lik konik tiip (Falkon)
e 200,500 pl’lik mikrosantrifiij tiipii

e Etiiv (Niive)

e Su banyosu (Elektromag)

e Vorteks (Niive mix)

e Elektroforez sistemi (LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB 2012

maxiphor electrophoresis)
e Nanodrop (ND-1000 spectrophotometer)
e Buzdolab1 (-30°C) (Regal)
e Buzdolab1 (+4°C) (Argelik)
e Santrifiij (Niive Mf 048)

e Genetik analizor (Applied Biosystems/Hitachi 3130 (XL))

3.2. Kullanilan Cozeltiler

3.2.1. Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8,74 g amonyum Kkloriir, 1 g potasyum bikarbonat, 200 pl 0,5M
etilendiamintetraasetat’in (EDTA) tartimlar1 yapilarak cam sise icine alindi. 900 ml
distile su eklendi ve ¢ozeltinin pH’s1 IN NaOH ile 7,4’e ayarlandi. Daha sonra 1 L’ye
tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de saklandi.
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3.2.2. 0,5M Disodyumetilendiaminteraasetat (EDTA) (pH 8,0)

186,1 g etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher icine alindi ve 800 ml
distile su eklendi. Manyetik karistiric1 yardimiyla ¢ozdiiriildii ve pH’s1 NaOH ¢ozeltisi
ile 8,0’e ayarlanarak distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterile edildi.

3.2.3. 4M Sodyum Kloriir (NaCl)
233,6 g NaCl tartilarak beher icine alindi. Uzerine 800 ml distile su ilave edildi
ve manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢ozdiiriildii. Cam siseye aktarilarak 1 L’ye

tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterile edildi.

3.2.4. Lokosit Parcalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)
25 ml 4M NacCl ve 50 ml 0,5M etilendiaminasetat (EDTA) cam siseye konularak
1 L’ye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterile edildi. Oda 1sisinda

saklandi.

3.2.5. 1M Tris Tamponu (Stok)

121,1 g Tris baz tartilarak bir behere alind1. Uzerine 42 ul hidroklorik asit (HCI)
ile yaklagik 800 ml distile su eklenerek manyetik karigtirict yardimiyla ¢ozdiiriildii.
Daha sonra cam siseye aktarildi ve 1 L’ye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterile edildi.

3.2.6. 9,5M Amonyum Asetat

73,22 g amonyum asetat tartilarak beher i¢ine alindi. Uzerine 80 ml distile su
eklenerek manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii. Cam siseye aktarildi ve distile su ile 100

ml’ye tamamlandi. 0,22 pm’lik filtreden gegcirilerek sterile edildi ve +4°C’de saklandi.

3.2.7. %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
10 g sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher i¢ine alinarak tizerine 80 ml distile su
eklendi. Manyetik karistirici yardimi ile ¢ozdiiriildii ve pH’s1 7,2°ye ayarlandi. 0,22

um’lik filtreden gegirilerek sterile edildi ve oda 1s1sinda saklandi.

3.2.8. Proteinaz K (20 mg/ml)

20 mg Proteinaz K tartilarak steril bir tiip icinde steril distile su ile 1 ml’ye

tamamlandi. -30°C’de saklanda.
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3.2.9. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)
10 g etidyum bromiir tartilarak steril ddH20 ile 10 mI’ye tamamlandi.

3.2.10. 5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE) Tamponu

54 g tris baz ve 27,5 g borik asit tartilarak bir behere alindi. Uzerine 20 ml
0,5M’lik etilendiamintetraasetat ve 800 ml ddH20 ilave edilerek manyetik karistiricida
cozdiiriildii. Cam siseye aktarilarak 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterile edildi ve oda 1sisinda saklandi.

3.2.11. DNA Taq Polimeraz Enzimi (5U/pl)
25 ul’lik PZR karigimindaki konsantrasyonu 2,5U olacak sekilde (0,25 pl)
eklendi.

3.2.12. 10X DNA Taq PZR Tamponu (NH4)>SO4’lii
25 pl’lik PZR karigimina 2,5 pl 10X Taq PZR tamponu eklendi.

3.2.13. MgCl; (25mM/ml)
MgClz2’den 25 pul’lik PZR karisimina 1,5 pl eklendi.

3.2.14. dNTP’ler (100 pmol/ml)

dNTP’lerden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 10’ar ul alinip (toplam 40 ul) 1 pl’lik
tipe kondu ve tizerine 960 pl distile su eklenerek (dH20) 1000 pul 1mM’lik dANTP
karisimi hazirlandr ve -30°C derin dondurucuda saklandi. 25 pl’lik PZR karisimina 1,5
pl eklendi.

3.2.15. Primerler
25 pul’lik PZR karisimina, ¢cogaltilacak DNA bdlgesine uygun tasarlanan ileri ve
geri primerlerin (10 pmol) her birinden 0,5 pl eklendi.

3.3. Kullamilan Kitler
e Ex’s Pure™ Enzymatic PCR Cleanup Kit (NimaGen BV)

e BrightDye® Terminator Cycle Sequencing Kit (NimaGen BV)

e Sephadex G-50 DNA Grade Fine (Sigma-Aldrich, Inc.)
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3.4. Kullanilan Yontemler

3.4.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

EDTA’L tiiplerle alinan 10 ml’lik kan Ornekleri ¢alisma icin konik tiiplere
aktarildi. Uzerlerine 1:3 oraninda parcalama tamponu eklenerek +4°C’de 15 dk
bekletildi. Daha sonra 1500 rpm'de 10 dk santrifiij edildi ve silipernatant kisimlari
atilarak pelletler tamamen siispanse hale getirildi ve iizerlerine tekrar 15-20 ml lizis
eklendi. Ornekler +4°C°de 15 dk bekledikten sonra 10 dk 1500 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatant kisimlar1 atildi ve siispanse olan pellet tizerine 500 pl %10’luk SDS, 75 ul
proteinaz K (20 mg/ml) ve 9,4 ml 16kosit pargalama tamponu eklenerek 56°C’de su
banyosunda bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra her 1 ml érnek basma 0,37 ml
olacak sekilde 9,5M’lik amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra karistirildi ve 3000
rpm’de 25 dk santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Santrifiij sonrasi siipernatant
kismi temiz bir konik tiipe aktarildi ve tizerine 1:2 oraninda %99’luk etil alkol eklenerek
DNA’nin ¢okmesi saglandi. Yogunlasan DNA’nin alkoliin ylizeyine ¢ikmasi beklendi
ve DNA mikropipet ucuyla alindi. DNA %70’lik alkolde yikandi ve korunmak iizere
Tris-EDTA ¢ozeltisinde ¢ozdiiriilerek +4°C’de sakland.

3.4.2. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA orneklerinde konsantrasyon ve miktar tayini yapmadan 6nce
her 6rnekten 20 pl alinarak tizeri 380 ul 0,5X TE tamponu ile tamamlandi ve bu sekilde
1/20 oraninda sulandirildi. Bu 6rneklerin daha sonra nanodropta 260 nm ve 280 nm

dalga boylarinda optik densite (OD) dl¢timleri yapildi.

Nanodropta 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan 6l¢iimlerle DNA nin
saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. OD260/0D280 orani 1,7-1,8 olan DNA’lar temiz
olarak kabul edildi. DNA’nin 50 pg/ml ¢ift iplik¢ikli igeriginin 260 nm dalga boyunda
bir OD verdigi kabul edilmektedir. 260 nm’deki Ol¢iim degerine asagidaki formiil

uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu (ng/pl): Sulandirma katsayisi (100) x A260 x 50
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DNA o&rneklerinin safligt OD260/0D280 orani kullanilarak belirlendi. lyi
saflikta kabul edilen DNA’nin OD260/0OD280 degeri yaklasik 1,8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1,8’den kiigiik olacaktir. OD260/0D280 degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

3.4.3. izole Edilen DNA Orneklerinin PZR ile Cogaltilmasi
PZR ilk olarak Kary Mullis ve ark. (107) tarafindan uygulanmis olup ve hedef
DNA veya RNA parcasiin 20-30 niikleotitlik primerler kullanilarak in vitro sartlarda

kopyalanmasina dayanan bir yontemdir. Bu yontem basitge {i¢ asamadan olusur:
*Cift iplikli DNA’nin denatiirasyonu,
*Primerlerin DNA iizerinde kendilerine 6zgii bolgelerine baglanmasi,
*Yeni DNA zincirlerinin sentezi.

PZR’nin ilk asamasinda; ¢ift iplikli DNA, yiiksek sicakliklarda (95-100°C)
denatiire edilir. Denatiirasyon asamasindan sonra reaksiyon ortami kullanilan primerlere
0zgli baglanma sicakligina diisiiriiliir ve oligoniikleotit primerler komplementer
bolgelere baglanir. Son asamada Taq DNA polimeraz uygun tampon, uygun sicaklik ve
dort ¢esit ANTP varliginda primerleri 5'->3"' yoniinde uzatmaya baglar. Her dongii
sonucunda, ilgili DNA bolgesi iki katina ¢ikar (108). PZR asamalar1 Sekil 3-1’de

gosterilmistir.
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Sekil 3-1 : PZR asamalar

Bu ¢alismada, herhangi bir malignitesi bulunmayan saglikl1 37 birey ve Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi tarafindan takip
edilen 33 kolorektal kanserli hastadan olusan iki gruba ait DNA o6rneklerinden TRPVS5
A8V ve TRPV6 M378V polimorfizmlerinin goézlendigi bolgelerin ¢ogaltilmasi
amaciyla PZR gerceklestirildi.



30

3.4.3.1. TRPVS ve TRPV6 Gen Bolgelerinin PZR Yontemi ile Cogaltilmasi
TRPVS5 A8V polimorfizminin gozlendigi bdlgeyi c¢ogaltmak icin kullanilan

primerlerin niikleotit dizileri agagidaki gibidir.
Primerler (5°=>3°):  {leri- 5-GTCCCAGCCCCAAATAGACC-3'

Geri- 5'-CTGACCAGAAAGGAGGGCAG-3'

TRPV6 M378V polimorfizminin gdzlendigi bolgeyi ¢ogaltmak i¢in kullanilan

primerlerin niikleotit dizileri asigidaki gibidir.
Primerler (5°23°):  lleri- 5-CGGGACAACACCCTCTTAC-3'

Geri- 5-TGGAACCTCTACCAGCAGGA-3'

TRPVS gen bolgesi optimize edilmis PZR protokolii (Tablo 3-1) ve dongi
sartlar1 (Tablo 3-2) ile cogaltilmistir.

TRPV6 gen bolgesi optimize edilmis PZR protokolii (Tablo 3-3) ve dongii
sartlar1 (Tablo 3-4) ile ¢cogaltilmistir.

Tablo 3-1 : TRPVS Gen Bolgesi icin Kullanilan PZR Protokolii

KIMYASALLAR MIKTARLAR
Distile su 16,8 ul

dNTP 1,5 ul

10X buffer 2,5 ul

MgClz 1,5 pl

Primer Ileri 0,5 ul

Primer Geri 0,5 ul

Taq polimeraz 0,2 pl

DNA 1,5 pl
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Bu islem 0,2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplinde ve buz icerisinde gerceklestirildi.

Ornekler 1s1-dongii cihazina yerlestirilerek, asagida belirtilen program uygulandi.

Tablo 3-2 : TRPVS Gen Bolgesi i¢cin Kullanilan Amplifikasyon Sicakliklar:

95 °C 5 dk
94 °C 35sn
60 °C 35 sn } 35 dongii
72 °C 35sn
72 °C 5 dk

Tablo 3-3 : TRPV6 Gen Bolgesi icin Kullanilan PZR Protokolii

KIMYASALLAR MIKTARLAR
Distile su 16,8 ul

dNTP 1,5 ul

10X buffer 2,5 ul

MgCl2 1,5 pl

Primer /leri 0,5 pul

Primer Geri 0,5 ul

Taq polimeraz 0,2 ul

DNA 1,5 ul
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Bu islem 0,2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplinde ve buz icerisinde gerceklestirildi.

Ornekler 1s1-dongii cihazina yerlestirilerek, asagida belirtilen program uygulandi.

Tablo 3-4 : TRPV6 Gen Bolgesi icin Kullanilan Amplifikasyon Sicakliklar:

95 °C 5 dk
94 °C 35 sn
60 °C 35 sn } 35 dongii
72 °C 35sn
72 °C 5 dk

Polimeraz zincir reaksiyonu uygulamalarinda kontaminasyonun takibi i¢in ek
olarak negatif kontrol de c¢alismaya eklendi. Negatif kontrol i¢in PZR bilesenleri,
ornekler ile ayni miktarda olup kalip DNA kullanilmadi, son hacim ise distile su ile

tamamlanda.

3.4.3.2. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz jel elektroforezi ile DNA tayininde, ¢0ziinmiis halde bulunan DNA
parcalan elektrik akimi ve jeldeki porlar sayesinde biiyiikliikleri, yiikleri ve bi¢cimlerine
gore farkli hizlarda hareket etmektedirler. Bu sayede farkli boyutlardaki DNA
molekiilleri tanimlanabilmektedir. Kiiciik DNA fragmanlari i¢in konsantrasyonu yiiksek
agaroz, biiylikk DNA fragmanlari icin konsantrasyonu diisiik agaroz ile agaroz jeller
hazirlanarak DNA parcalar1 birbirinden ayirt edilmektedir. Ayrica agaroz jel
hazirlanirken DNA’nin goriiniir hale gelmesi i¢in etidyum bromiir kullanilmaktadir.
Agaroz jeldeki etidyum bromiir, DNA ile etkileserek 300-360 nm dalga boylu UV 11k
altinda floresan etki gosterir. Boylece, DNA agaroz jelde goriiniir hale gelir (109).
Genellikle jel elektroforezinde bilinen biiytikliiklerdeki bir belirte¢ olan DNA kullanilir
ve molekiiler biiytikliigii bilinmeyen DNA kolayca saptanabilir (110).

Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazirlanan 1X TBE kullanildi. 4 g
agaroz tartilarak beher i¢ine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml olacak sekilde 1X TBE
tamponu eklenerek, mikrodalga firinda ¢ozdiiriildii. Beherin sicakligi elle tutulabilecek

duruma geldiginde, behere 1 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edildi.
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Hazirlanan jel, yatay jel yatagi igine dokiilerek, yiikleme kuyucuklarinin
olusmas icin tarak yerlestirilerek oda 1sisinda bekletildi. Jel donduktan sonra tarak

dikkatlice ¢ikarildi.

3.4.3.3. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel’e Yiiklenerek Kontrol Edilmesi

Yiikleme tamponu olarak %40 siikroz ve %0,25 brom fenol mavisi karigimi
kullanild1. %2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren jel tanki i¢ine uygun
sekilde konuldu. Agaroz jelin iizerini 6rtecek sekilde 1X TBE tamponu eklendi.

TRPVS ve TRPV6 genlerine ait istenilen bolgelerinin PZR {irlinlerinin olusup
olusmadigini kontrol etmek amaci ile her iki bdlge i¢in ayr1 ayr1 PZR tiiptinden alinan 7
ul PZR friiniine, 1,5 pl yiikleme tamponu eklenip pipetleme yapildi. 8,5 pl’lik 6rnek
karistmi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi (Sekil 3-2). Yiikleme isleminden sonra jel
tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynagi, 500 mA 100 V’ye ayarlanarak elektroforez
islemi gergeklestirildi. Yiirtitme isleminden sonra, TRPVS geninden 178 b¢ ve TRPV6
geninden 432 bg¢’lik iiriinler jelde UV 151k altinda (304 nm dalga boyunda) incelendi ve

UV transilliiminator diizeneginde fotografi ¢ekilerek dijital ortama kaydedildi.

Sekil 3-2 : Yiikleme Tamponu ile Kuyucuklara Yiiklenen PZR Uriinleri
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3.4.4. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi
PZR karisimindaki; primer, dANTP gibi kimyasal artiklarin ortamdan
uzaklastirilmast i¢in Ex’S Pure™ Enzymatic PCR Cleanup Kiti kullanilarak PZR

tirlinleri saflastirildi. Kisaca;
- Her bir 6rnek i¢in 5 pl PZR {iriinii yeni mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.
- Her bir PZR f{irliniiniin iizerine 1 pul rSAP ve 5 pl Exol eklendi.
- Mikrosantrifiij tiipleri, kapak 1sitmal1 1s1-dongii cihazina yerlestirildi.

- Ornekler, 151-ddngii cihazinda 6ncelikle 37°C’de 15 dk daha sonra

90°C’de 10 dk inkiibe edildi.

- Ornekler bir sonraki adimda kullanilmak tizere +4°C’de bekletildi.

3.4.5. PZR Uriinlerinin Dizi Analizi icin Hazirlanmas1 Amaciyla Déngii Dizileme
DNA dizi analizi ya da sekanslama; DNA birincil yapilarinin tayin edilmesinde
kullanilan bir yontemdir. 19401 yillarda, DNA baz kompozisyonunu saptama
yontemlerinin var olmasina ragmen, etkin ve dogrudan niikleotit dizi analizine yonelik
yontemlerin gelismesi 1970’li yillarda baglamistir. Rekombinant DNA tekniklerinin
gelismesiyle birlikte dizi analizi yontemleri de gelistirilmeye baglamistir. Allan Maxam
ve Walter Gilbert’in (1977) gelistirdigi ilk yontem; DNA zinciri sentezi, kimyasal
temeli DNA'nin belirli dizilerden kirilmasina dayanir. Fred Sanger ve ark.’nin (1951)
gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi
gerceklesmektedir. Her iki yontemde de dizisi saptanacak DNA’ya her baz i¢in bir tane
olmak tiizere dort ayr reaksiyon uygulanmaktadir. Bu dort reaksiyonun firiinleri; bir
niikleotit uzunlugu kadar farkli bir dizi DNA parc¢aciklaridir. Dort reaksiyonun tiriinleri
bir jelde, dort ayri kuyucukta yan yana elektroforez ile ayristirllmaktadir ve jeldeki
bantlardan DNA pargaciginin dizisi belirlenebilmektedir (111, 112). Giinlimiizde
enzimatik ve kimyasal yontemler olarak bilinen klasik yontemlerin yaninda, DNA
bolgelerinin dizi analizi i¢in Sanger dongii dizileme prensibine dayali otomatik
sistemler de kullanilmaktadir. Bu amagla, dizi analizi reaksiyonunda fotokrom isaretli
niileotitler kullanilmaktadir. Klasik Sanger yonteminden farkli tiim ddNTP’ler tek bir
reaksiyon tiipii igerisine konur. Reaksiyon karisimi amplifikasyon sonrasi kapiller jele

yiiklenir ve bazlar iki farkli floresans dedektor vasitasiyla saptanir.
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Kullanilan bilgisayar programlar1 ile elde edilen veriler renkli kromotogram
dosyalarina ¢evirilir. Bu dosyalarda her bir baz, kendisine 6zgiil olan bir renk egrisi ile

gosterilir (111).

Yapilan bu calismada da herhangi bir malignitesi bulunmayan saglikli 37 birey
ve Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi
tarafindan takip edilen 33 kolorektal kanserli hastadan olusan iki gruba ait DNA
orneklerinden TRPVS A8V ve TRPV6 M378V bolgelerine ait DNA dizilerinin tespiti
icin Sanger metoduna dayanan otomatik dizi analizi yontemi kullanildi. Bu amacgla;
dongii dizileme, BrightDye® Terminator Cycle Sequencing Kit ile gergeklestirildi. Her
bir bolge icin ileri ve geri primerlerle ayr1 ayr1 hazirlanan 15 pl’lik dongii dizileme
reaksiyon karisim protokolii (Tablo 3-5) ve dongii dizileme kosullar1 (Tablo 3-6)

verilmigtir.

Tablo 3-5 : Dongii Dizileme Reaksiyon Karisim Protokolii

5X Dongii Dizileme Tamponu 2,25 ul
BrightDye rr Premix 1,5 pl
(5 pMol) Primerler 1/G 1.5 ul
Saflastirilmig PZR {irtinti 1,5 ul
Distile Su 8,25 ul

Bu islem 0,2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde ve buz igerisinde gerceklestirildi

ve tiipler 1s1-dongii cihazina yerlestirilerek asagida belirtilen program uygulandi.

Tablo 3-6 : Dongii Dizileme Kosullar:

96 °C 45 sn

96 °C 10 sn

50 °C Ssn } 28 dongii
60 °C 2 sn
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Dongii dizileme isleminin ardindan, BrightDye® iceren PZR Ornek tiipleri

1siktan korunarak saklandi.

3.4.6. Dongii Dizileme Uriinlerinin Saflastirilmasi
Dongii dizileme sonrasi lrlinlerin saflastirilmas: i¢in Sephadex G-50 DNA

Grade Fine ve filtreli 96’lik plate kullanildi. Protokolii asagidaki gibidir.

- Her bir filtreli plate, kullanilacak kuyucuk sayisi kadar Sephadex G-50 DNA
Grade Fine ile dolduruldu,

- Sephadex G-50 DNA Grade Fine ile doldurulan her kuyucuga 300 pl distile

su eklenerek +4°C’de 3 saat siireyle inkiibasyona birakild,

- Sephadex plate hazir olunca altina bos bir plate eklenerek hassas terazide

tartild1 ve santrifiije dengeli olarak yerlestirildi,

- 2000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij edilerek distile su kuyucuklardan
uzaklastirildi. Alta eklenen plate ¢ikarilarak bosaltildi,

- Dongii dizileme {irtinleri sirayla sephadex plate kuyucuklarina yiiklendi ve
alta orneklerin sekansa yiiklenecegi yeni bir plate yerlestirildi. Dongii

dizileme {iriinlerinin saflagtirilmasi saglanda.

3.4.7. Uriinlerin Dizi Analizi icin Cihaza Yiiklenmesi

Saflagtirilmis dongii dizileme iirtinleri Applied Biosystems/Hitachi 3130 (XL)
cithazina uygun sekilde yerlestirildi. Applied Biosystems/Hitachi 3130 (XL) cihazinda
ornekler i¢in yeni 0rnek listesi olusturulmus dye/primer set olarak Filterset Z (Dye Set Z

for BigDyeTerminator v3.1) secildi.

Sanger Dongii Dizileme Y 6nteminin prensibi Sekil 3-3’te gosterilmistir.
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Dizi Analiz Hesaplamalan

Kromatograf

Sekil 3-3 : Sanger Dongii Dizileme Yo6nteminin Prensibi

3.4.8. Sonuc¢larin

Analizi

GeneStudio™ Pro 2.2.0.0 ile her iki gen bdlgesi i¢in ayr1 ayri analiz edilen

sonuglarin dizi dosyalart NCBI web sitesinin veritabani ile karsilastirmak i¢cin BLAST

yapilmistir.

3.4.9. istatistiksel

Analiz

Analiz edilen her iki gen bolgesi i¢in hasta ve kontrol Ornek bilgileri ile

istatistiksel analizi SPSS 18.0 programi ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve Hasta Grubu Verileri

Calismamiza; Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel
Cerrahi Klinigi tarafindan kolorektal kanser tanis1 konmus hastalar ile ailede kanser
hikayesi bulunmayan saglikli bireyler dahil edilmistir. Goniilliilere yapilacak aragtirma

ile ilgili bilgi verilmis ve goniillii onam formu okutularak imzalatilmistir.

Caligma gruplarina ait veriler Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1 : Calisma gruplarina ait veriler

Kolorektal Kanserli
K quitxol Hastalar
w=37 n=33
Cinsiyet
Kadin, n(%) 19(51,4) 13(39,4)
Erkek, n(%) 18(48,6) 20(60,6)
Yas ortalamasi (y1l) 55,8 54,7
Alkol Kullanim
Pozitif, sayi(%) 0 0
Negatif, say1(%) 37(100) 33(100)
Sigara Kullanimi
Icenler, say1(%) 7(18,9) 10(30,3)
Icmeyenler, sayi(%) 30(81,1) 23(69,7)

4.2. PZR Uriinlerinin Agaroz JeI’de Goriintiilenmesi

Herhangi bir malignitesi bulunmayan saglikli 37 birey ve istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi tarafindan takip edilen 33
kolorektal kanserli hastadan olusan iki gruba ait; DNA 6rneklerinden, TRPV5 A8V ve
TRPV6 M378V polimorfizmlerinin gozlendigi bolgeler PZR yontemiyle g¢ogaltilip
%?2’lik agaroz jele yiiklendi ve yiiriitiildii. Yiriitme isleminden sonra, TRPVS geninden
178 b¢ ve TRPV6 geninden 432 be¢’lik tiriinler UV 1s1k altinda (304 nm dalga boyunda)
tespit edildi.
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Gen bolgeleri i¢in baz1 6rneklerin PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii Sekil 4-

1’de gosterilmistir.

Sekil 4-1 : Gen Bélgeleri icin Bazi Orneklerin PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

*M: Marker (50bp) , bp: Baz cifti

4.3. Saflastirilmis PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

PZR karisimi; primer, dNTP gibi kimyasal artiklarin ortamdan uzaklastirilmasi
icin Ex’S Pure™ Enzymatic PCR Cleanup Kiti ile piirifiye edilerek %?2’lik agaroz jele
yiiklendi ve yiiriitiildii. Bazi PZR ve piirifiye edilmis PZR f{irlinlerinin agaroz jel
goriintiisii Sekil 4-2°de gosterilmistir.
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1: TRPWVS B5 no' lu drnek - PZR drind
Z: TRPVS 85 no' lu Grnek - Pirifiye PTR Grini
3: TRPVE 85 no' lu Grnek - Pirifiye PIR Grin
4: TRPVE 85 no' lu ornek- -PEZR Grind

1

Sekil 4-2 : Baz1 PZR ve Saflastirnmis (Piirifiye Edilmis) PZR Uriinlerinin Agaroz
Jel Goriintiisii

*M: Marker (S0bp) , bp: Baz cifti

4.4. TRPVS ve TRPV6 Gen Bolgelerinin Dizilenmesi ve Analizi
Applied Biosystems/Hitachi 3130 (XL) Genetic Analyzer cihaziyla yapilan
TRPVS5’e ait dizileme sonuglarina dair kromatogramlar Sekil 4-3 ile Sekil 4-20 arasinda

gosterilmistir.

C T A CCTOAATEGTG G Y¥Y|(AGAAGE G GCECCTLCEGEGAGTETCECAAMATETTECTC
Consensus

Mutasyonlu hasta DMNA dizisi Grnegi

C T A C C T A A G G

Mormal hasta DMNA dizisi Grnegi

l =T alleli ,lr = C alleli

Sekil 4-3 : TRPVS A8V C>T’ye Ait Kromatogram
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Consensus TCTGCCAGTETCTCCAAGCAGARGACATGEEGECTTTTCTACCTAAGEYRGAAGCGCCCEGEACCCARCTCCAGAARCTTCTGCCCTCCTTTCTCETCAD
TRPUS_H2@ F —+

A AL ) bl e A ol LA AT O Tl Ll 1 PR AT W T St
TETGCCRGTGTCTEEI'lI'lGGRGRRGRBRTGGGGGETTTTETREETRRGGCRGRREEEEEEGGGRGCCRRCTCCRERRRETTETGECBTBC
TRPUS_HO7_F —+ I

TRPUS_H13_F —

TRPUS_H2§ F —»

CCRGHnnETTETGECCTBCTTfETEETEﬁG

—f

L Ay Pl 3 Lskrilbesdh D A2 e, lratiice
TETGCCRGTGTCTEEnnGGRGRRGRCRTGGGGGETTTTETREETRRGG RGRREEEEEEGGGRGCCRRC

| = ©>7 degisimi

Sekil 4-4 : 7, 13, 26 Numarah Hasta Orneklerinin Heterozigot Mutant Alleli ile 20
Numarali Hasta Orneginin Homozigot Wild-type Alleline Ait Kromotogram

Cansensus: TCTGCCAGTGTCTGCAAGGAGAAEACATGGEGGEGTTTTCTACCTAAGEYAEAAGGGCCCEGGAGCCAACTCCAGAAACTTCTGCCCTCCTTTCTGGTCA

A
W SO

CCAGTGTCTGCRA GGGGGEG TCTAC

TRPUS_HB3_F —+

.Mll “ “tl

. _,_ Yo Lo
TGGGnGTGTGTGGRHGGRGHRGRBRTGGGGGGTTT

T T

| I HM
I R

Sekil 4-5 : 1-4 Numarah Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

TRPUS_HOY_F —»

c‘.




TRPUS_HO5_F —»

TRPUS_HB5_F -

TRPUS_HO8_F —

TRPUS_HBY_F —»
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AGAAGGGCCCGGEAGCCAACTCCAGAAACTTCTGCCCTCCTTTCTGGTCAG

ATl
TETEEERETETETGERREERER

| M 1~
S SO N LY VLISV S A EN R 8 | ERTAL Y A
R CATGEEOCECECREECRTCTOERERATET TSI ObETECTTIETECTEND

A LA A AR O il
TETEEERETETETGERRGGRERRERERTEEGEGETTTTETREETRREE

RGAAGGGCCCEGEAGCCAACTCCAGAAACTICTGCCCTCCTITICTIGGTCAG

Sekil 4-6 : 5-8 Numarah Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

ssssssss

TRPUS_H11_F —»

TRPUS_H12_F -

TRPUS_H14_F -

TCTGCCAGTGTCTGCAAGGAGAAGACATGGGGGGTTTTCTACCTAAGG|Y

Nl S

TCTGCCRGTGTCTGCRRGGRGRRGRBRTGGGGGETTTTETHDETRREE

il ) Wt bl Mhl mth
MMMMM e
AR

o] e AR AR ) Zata it 2 B T e bl L fsky
RGHHGGGCCCGGGRGCCRRCTCCRGRRRETTETGEEETEETTTETEETERE

E
F —=

Tl

n--— ng-—-
‘..=r——-

il

TCTGCCAGTGTCTGCAAGGAGAAGACATGGGGGGTTTTECTACCTAAGG

n‘-—-

AGAAGGGCCCGGGAGCCAACTCCAGARACTTCTGCCCTCCTTTCTGGTCRAG

Sekil 4-7 : 10-12, 14 Numarah Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

TRPUS_H16_F —

TRPUS_H17_F —»

TRPUS_H18_F -

[VAGAAGGGCCCEGGAGCCAACTCCAGARACTTCTECCCTCCTTTCTGGTCAR

RGRRGGGCCCGGGRGEERRGTCCﬂGﬂﬂﬂCTTCTGCEETEETTTCTGGTC&G

A
i o O u | = J AR ”
RERRGEGCCCGGERGDEnﬁETCCRERRRCTTETGBDDTEETTTCTGGTCRG

tMUNINWlUIIMﬂ

RGRRGGGCCCGEGRGEERRCTCCRGRRRCTTCTECEETECTTTCTGGTCRG

sl i W/l dna AL eyl
TnTnnnnnTnTcTncnnnnnnnnnnnnTnncnncTTTTcTnnnTnnnn

i Sl b -. ' Lt e .=l!‘
NERAGECECACaenBCTRNeTCERERAACTIETEOOETPETTTET BOTERE

Sekil 4-8 : 15-18 Numaral Hasta Orneklerine Ait Kromatogram



ssssssss
TRPUS_H19_F —»

TRPUS_H21_F —

TRPU5_H22 F —»

_.-‘-r hrat A =) Lty ‘_ L L N
TCTGCCRGTGTCTGCRRGGRERRGRCRTGGEGGETITTETRCCTRRGGCRG

TRPUS_H23_F -

N&MMI ﬂﬂllﬂlﬂ nml,u.u.m
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MGARGGECCCGGGAGCCAACTCCAGARACTTCTGCCCTCCTTTCTGGTEAG

{ y AT
MGAAGGECCCGGGAGCCAACTCCA

.,_. ‘. A‘
crrrcruurcnu

Ui Wl

CCRGTGTBTGBRREERERRGRCRTGGGGGGTTTTDTRCCTRRGG

MNMM_I A

RGRRGGEDDDEEGRGCCRRCTBBRGRRRDTTETGCCCTCCTTTBTGET

Sekil 4-9 : 19, 21-23 Numarah Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

TRPUS_H25 F —+

TRPUS_H27_F —»

TRPUS_H28_F —»

RGAAGEGCCCGGGAGCCARCTCCAGAAACTTECTGCCCTCCTTTCTGGTCAG

B0 VY NP Y LA 0 O YN LS 8 . T . % MR, ', T . 8 N I U
RERREEEEEEEEEREEERRETEEREnnREITETEEEETEETTTETGGTERG

TRPUS_H30_F —»

i L L :
TcruccnururcrucnnuununnunchuuuuuurTrrcrnccrnnuuc
TRPUS_H31_F -

P,
TCTGCCAGTGTCTGCAAGGAGAAGACATGGGGGGTTTTCTACCTANGG|C

TRPUS_H32_F —»

AN AL e e IV J.Y.8 EEL
TETEEEﬂETETETGERREERERRERERTEEEGEETTTTETREETRREEE

LY O RN, D | PN NI S N 1 Y P N PO o Y B U
RERREGGEEEEEEREEERRETEERERRRETTETEEEETEETTTETEGTERE

Sekil 4-11 : 29-32 Numarah Hasta Orneklerine Ait Kromatogram
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Consensus A G TGTCTGCAAGGAGAARGACATEGGGGEGTTTTCTACCTAAGGCRGAAGGECCCGEGAGCCAACTCCAGAAACTTCTGECETGETT

BRI

N ol PRV e oobab ] B !
RETGTETECHRGERGRRERCRTEEGGGGTTTTETRCCTRRGGERGHRGGECCCGEGHGEERHCTEEHGRRRCTTETGCCETECTT

TRPUS_KO2_F —>

TRPUS_KE3_F —+

TRPUS_KB4_F —+

LA R ) e
RGTGTCTGCRﬂGGRGﬂRGRCﬂTGGGGGGTTTTCTRCCTRRGG

Sekil 4-12 : 1-4 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

Consensus A G TGETCTGCANGGAGANGACATGGEEGET TTTCTACCTAANGECAGARGCEGCCCGCEAGCCANCTECAGAAACGTTCTEGCECTECTT
-TRPU5_KO5_F —»

RGTGTCTGCAAGGAGAAGACATGGEGBGGGTTITCTACCTAAGGICAGAAGGGCCCGEGAEBCCAACTCCAGAARACTTCTECCCTCETT
TRPUS_KO6_F —>

ey S Mﬂlﬂ!ﬂﬂ

TCTREETRRG CRGHNEGGCEGGGGHGCCRRETCCRGﬂﬂ T
SN,

L e

Sekil 4-13 : 5-8 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

EnnsensuSRGTG'lGTGBHRGGHGRRGRBRTGGGGGGTTTTGTHBBTHRGGRGRRGGGBDBGGGRGGGRRETGCRGRRRBITGTGBBGTCBTT

Y

GGGAGCLARCTCCAGARACTTCTGECCT

=l N_Jll i HL A

T ceacs ““ AEYEY esde LAl ML dab ool
mln&l&ldl\m UG || A

nnnnnnccn TCCA CTCCEE
.w'“ullul l.-b £ ‘1.1. “‘!ul‘ﬂ‘u “ I

M‘A— ah,,
ururcrucnnuununnuncnruuuuuurrncrnccrnnuu nunnuuucccuuunuccnnurccnunnncncrucucrccn

==

::‘

z
q=
tln}"-

Sekil 4-14 : 9-12 Numaral Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram
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Consersus/A G TGTCTGCAAGGAGAAGACATGGGGGEGTTTTCTACCTAAGGCIAGAAGEECCCGEEAGCCAACTCCAGARACTTETGCCCTEETT
TRPUS_K13_F —»

AGTGTCTGCAAGGAGAAGACATGGGGGEGTTTTCTACCTAAGGICAGAAGGEGCCCGGGEAGCCAACTCCAGAAAGCTTECTIGCCECTECTT

TRPUS_K14 F —

TRPUS_K15_F -

TRPUS_K16_F -

Lol 1 A ‘ 2.9 " i i b
‘ l !
LA ViR

) 2 el
ERGﬂﬂGGGCCCGGGRGCCRRETCCﬂGRRﬂCTTCTECCCTCETT

Sekil 4-15 : 13-16 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

EunsensuSRGTGTCTGCRRGGﬂGRRGﬂCRTGGGGEGTTTTCTﬂCETﬂﬂGG’ERGRREGGCEEGGGRECCﬂRETCCRGRRﬂCTTCTGCECTCCTT
TRPUS_K17_F —»

Mot L A b U —a b
NETETCTE Ao e AL AACACATCOEEEGTTTTETACETRACL
TRPUS_K20_F —»

AGTGTCTGCAAGGAGAAGACATGGGEGGTTTTCTACETAAGE

TRPUS_K21_F —»

TRPUS_K22_F -

Sekil 4-16 : 17, 20-22 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

Consensus A G TGTCTGCAAGGAGAAGACATGGGEEGGETTTTCTACCTAAGE[CIAGARGGGCCCGGGEAGCCAACTCCAGAAACTTICTECECTECTT
TRPUS_K23 F —»

AGTGTICTGCAAGGAGAAGACATCEGGEEGETTTTCTACCTAAGG|CAGARGGGCCCEGEAGCCARCTCCACARACTTICTGECGTCETT
TRPUS_K24_F —»

TRPUS_K25_F —»

AGARGGGCCCGCGAGCCANCTCCACANACTTCTGCECTECTT
TRPUS_K26_F -

AGAAGGGCCCGGGAGCCAACTCCAGAAACTTCTGECCCTCCTT

Sekil 4-17 : 23-26 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram



46

ComsensuzAG T GTCTGCAAGGAGAAGACATGEGGGGETTTTCTACCTAAGE|[C/AGAAGEECCCGEEAGCCAACTCCAGAAACTTETGECCTEETT
TRPUS_K27_F —»

TRPUS_K29_F —»

AGTGTCTECAAGGAGAAGACATGGEGGEGETTTTCTACCTAAGGICAGAAGGGCCCEGEAGCCAACTCCAGAAAGCTTCTGCCCTECETT
TRPUS_K31_F —»

ARETGTCTGCAAGGAGARAGACATGGEGEGT TTTCTACCTAAGECAGAAGGGCCCGGEAGCCARCTCCAGAAACTTCTGECCTCETT
TRPUS_K32_F —+

Sekil 4-18 : 27, 29, 31, 32 Numarali Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

Consensus AGTETCTGCAAGGAGAAGACATGGEGEEGGTTTTCTACCTANGE|CIAGARGEGCCCGGEAEGCCAACTCCAGAAAGCTTICTGEECTCCTT

Uy

RGTGTCTGERRGGRGRRGRERTGGGEEGTTTTCTRETHRGEERGRRGGGEEEGGGRECCRRETCCRERHRETTCTGEECTCETT

JUIGY

TRPUS_K34_F —»

TRPUS_K35_F —»

TRPUS_K36_F -

AGTGETCTGCAAGGAGAAGACATGGEEGGTTTTCTACCTAAGECAGAAGGGCCCGGEAGCCAACTCCAGAAACTTCTGECECTCCETT

Sekil 4-19 : 33-36 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

EUHSEHSUS.RETGTETEERREERI}RRERERTEEGGEETTTTETREETRRGGRERREEEEE[ZEEERGEERRETEERGRRRETTEIEEEETEETT

i

\'
CGEGGAGCCAACT AACTTCTGE

-~

o
-
-

T i i
T wuiuw‘

Sekil 4-20 : 37-40 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram
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Applied Biosystems/Hitachi 3130 (XL) Genetic Analyzer cihaziyla yapilan
TRPV6’ya ait dizileme sonuclarina dair kromatogramlar Sekil 4-21 ile Sekil 4-39

arasinda gosterilmistir.

C T TETCCCCC CATTOATETEAORMTETECTECTROATCR|[TEACTCTCTCTARMTETEGATCTEATAAT
Consensus

Normal hasta DNA dizisi 6rmegi

' = Aalleli ' = G alleli

Sekil 4-21 : TRVP6 M378V A>G’ye Ait Kromatogram

nnnnnnnnn CCTEAAAGCCCTGAGCATTTTGACTGT TCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTACRTGACCCCTAAGGACGATATCCEGCTGGETCGGEGGAGET

A b

AGGACGATATCCGGCTGETCGEGGAGET

L o

ETCARAGCCCTCAGCATTITTCACTETTCTTCTCCCECATTAGGAAGECTACRTGACCCCTAAGEACGATATCCEECTCETCCEERAGET
#TRPUG_HOE F  —+

4 TRPUG_H28_F = d

/ TATATAVATE' Y VA Y MYy y ARTATAT BATAY AAY Y ¥ Ay Fa¥al
CCTGHRRGECCTEHGCRTITTGI'ICTGTTCTTGICCCEERTTI'IGGRHGCCTNERTEI'IIJ[:CGIRRGGHCGRTRTCGGGCTEGTCGGGGREET
#TRPUG_HB5 F  —»

IR XA AWARAS AR EAAAS A RALS AAD VSRS & L ALIARAULSS LA AN AN RS ATRATAR N AL B RALRA LRSI AT A
CCTGAAAGCCCTGAGCATTTTGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTACRTGACCCCTAAGGACGATATCCGEGECTGETCGEGGAGET

' = A>G degigimi

Sekil 4-22 : 5, 28, 29 N}lmarall Hasta Orneklerinin Heterozigot Mutant Alleli ile 6
Numaral Hasta Orneginin Homozigot Wild-type Alleline Ait Kromotogram



Consersus GG CCTGAGCATTTTGACTGTTCTTGTGCGCCATTABGAAGCCTAC
& TRPUG_H25_F

48

TEACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGETCGE

&+ TRPUS_H21_F

n

TEACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGEGGETEGG

§ TRPUG_H3H_F

GCCCTGAGCATTTTGACTGTTECTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTAC

&+ TRPUG_H27_F

TEARCCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGETEGG

ECCCTGAGCATTTTGACGCTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGECCTAC

TEACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGETCGE

Sekil 4-23 : 21, 25, 27, 34 Numarah Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

Consensus[E CCCTEAECATTTTEGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTAC
¥ TRPUS_H19_F

A

TGACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGTCGG

GCCCTEAGCATTTTGACTGTTCTTETCCCCCATTAGGAAGECCECTAL

-+ TRPUG_H35_F

A

& TRPUG_HA3_F

A

i PR A et o AL
TEREEEETRRGGHCGHTHTCCGGCTGGTCGG

TGACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGTCGG

& TRPUS_H26_F

A

TGACGCCCTA

BCCCTEAGCATTTTGACTGTTCTTETCCCCCATTAGGAAGECCECTAL

bl AT ==l
RGGRCGHTRTCCGGCTGGTCGG

Sekil 4-24 : 13, 19, 26, 35 Numaral Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

ConsersusE CCCTGAGCATTTTEACTGETTCTTCTCCCCCATTAGEAAGCCTACL
# TRPUG_HZ23 F

TEACCCCTAAGGACGATATCCGGETGGETCEGG

GCCCTGAGCATTTTGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTAC

# TRPUG_H20_F

TEACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGETEGG

E AR

et
GAAGCCTAC

3+ TRPUS_H12_F

& TRPUG_H33_F

TERCCCCTAANGE A

GCCCTGAGCATTTTGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTAC

TEACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGETEGG

Sekil 4-25 : 12, 20, 23, 33 Numarah Hasta Orneklerine Ait Kromatogram
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Consensus:
¥ TRPUS_H39 F >

#TRPUS_H31_F

+TRPUS_H16_F »

$TRPUS_H14_F

Sekil 4-26 :

GCCCTGEAGCATT

TTGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGARAGCCTACL

A

TGACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGTCGEG

ATTAGEARGCCTAG

]

TGACCCCTAAGEACGATATCCGECTGGETCEG

ATTAGGAARGCCTAC

§

[

TGACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGTCGEG

GCCCTEAGCATTTTGACTGTTCTTCTECCCCCATTAGGAAGCCTACG

[

TGACCCCTAAGEACGATATCCGECTGGETCEG

GCCCTGAGCATTTTGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGECCTACG

[

TGHECEETRRG

14, 16, 31, 39 Numarah Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

Consensus:

& TRPUG_H36_F

# TRPUG_H10_F

# TRPUG_H24_F

#TRPUG_H22_F

Sekil 4-27 :

Consensus
& TRPUS_H11_F

& TRPUS_H40_F

& TRPUG_H17_F

¥ TRPUS_H38_F

BECCCTEAGCATTTTGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTAC

1O Py, Sl S0 SO [ N VPR, W P WL 077 WD R AR W S Y
TGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTAC

A

TEACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGETCEGEG

GCCCTGAGCATTTTGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTAC

A

A

TGACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGTCGEG

1 L e WP S S e, | _
BECCTOABEATITIBACT BT TCTT1CICEECCATIAGEARGECT AT

A

A b oded A AN b A AN LY
TEACCCCOTAARGBACGATATCCOEETEETEEE

10, 22, 24, 36 Numaral Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

GCCCTGAGCATTTTGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGECCTACE

[A]

TGACCCCTAAGGAGCGATATECCGGECTGGTCGG

A, Aeath oo e g
GTTCTTCICCECCATTAGER

TERECATTTIE

AGECCTAC

]

TGAGCCCECTA

CTGAGCATTTTGACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGECCTAC

[

TGACCCCTAAGGACGATATECCGGECTGGTCGG

GCCCTGAGCATTTTGACTEGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGECCTACL

n

TGACCCCTAAGGACGATATCCGGCTGGTCGE

Lokt "ol .
EREIGTTCTTCTGEEECRTT

Lot b AL )
GGGEIGRGCﬂTTT

TGACCCCTAAGEACGATATCCGECTGGETCGE

Sekil 4-28 : 11, 17, 38, 40 Numaral Hasta Orneklerine Ait Kromatogram
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Corsensus G CCCTEAGCATTTTGACTETTETTCTCCCCCATTAGGANGCCTAGATEACCCCTAAGEACGATATECEECTEGTCGG
& TRPUG_HB1_F

GCCCTEAGCATTTTGACTETTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTAC|AITGACCCCTARGEACGATATCCEECTGGTCEGG
#TRPUS_HBB_F s

CCCCTEAGCATTTTGACTETTCTITCTCCCCCATTAGEAAGCC TACAITGACCCCTAAGEACGATATCCEECETGETCEG
# TRPUS_HB3_F

CCCCTEAGCATTTTGACTETTCTTCTCCCCCATTIAGGAAGCCTACAITGACCCCTAAGEACGATATCCCEEETGETEEG
& TRPUG_HBY_F -

GCCCTGAGCATTTTGACTETTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTACIAITGACCCCTARGGACGATATECEECTGEGTCGG

Sekil 4-29 : 1, 3, 8, 9 Numaral Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

Consersus GCCCTGAGEATTTTEACTETTCTTCTCCCCCATTAGGEARCCCTACA[TEACCCCTANGGACEATATCCEECTEEGTCGE
& TRPUG_HOT_F

GCCCTGAGCATTTTEACTGTTCTTCTCCCCCATTAGEARGCCTACAITGACCCCTAAGGACBATATCCGEETGGTCEE
& TRPUG_HB6_F -

=
GCCCTGAGCATTTTGACTGTTECTTCTCCCCCATTAGGARGECCTACAITGACCCCTAAGGACGATATECCGGEECTGGETEGG

Sekil 4-30 : 7, 6 Numarah Hasta Orneklerine Ait Kromatogram

Comernsus[6 A 6 C A TTTTGACTGTTCTTCTCECCCCATTAGEAAGCCTAC|AITEACCCCTAAGGATCEA
& TRPUS_K25_F

CEEARGCCTACAITEACCCCTARGG GATCEA
& TRPUG_K35_F

Al!u U

S S AR SR, S Tetem, PN LN
GAGECATTTTGEACGCTGTTECTTCTCCCCCA

A RS CRI
AARGECCTACAITEACCECCETAAGEACEA
& TRPUS_K14_F

GAGCCATTTTEARCTGETTETTCETCCCCCATTAEGEAREBCCTAC|A|T EACCCCTAAGEATCTER
& TRPUS_K20_F -

LS SN SN 0. Wy, S . DS G B .
GAGECATTTTGEACTGTTECTTCTCCCCCATTAGEAAGECCTACAITGEACCCCTAAGGATCGEGRA

Sekil 4-31 : 14, 25, 29, 35 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram
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ConsensusG A 6 C A T T T T 6 ARG TGTTCGTTGCTCCCCCATTAGEARAGCCTAECG|A
& TRPUG_K22_F

>
=
)
>
e
©
-
©
-
Y
>
o
o
>
©
)
>

IS S 9 W L VRSN, S . N PN oy Y S S O S O
CAGECATTITTIERCTETTECTITCTECECCC AT
#TRPUG_K39_F

At ANl el A AL A N A S S - & A )
TARECATTTTOEARETORTTETTETECECEECARTTAGERABE CTACA|TEACCEETAAGGAELEHR

& TRPUG_K24_F

o

GAECATTTTGEGACTGEGTTCTTCTCCCCCATTA EARAGCCTACHA

& TRPUG_KB3_F

o
[

Sekil 4-32 : 3, 22, 24, 39 Numarali Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

Consersus/§ A G C AT T TTGACTGEGTTCTTCTCCCCCATTAGGAAGCCTACAITGACCCCTAAGGACGA
& TRPUG_K37_F

AlTGEACCCCTAAREEGEAG G A
& TRPUS_K38_F

& TRPUS_KBE_F

TGACCCCTARAGGRALECTGEA
& TRPUS_K23_F

b
TGACCCCTAAGEALCGA

Sekil 4-33 : 8, 23, 30, 37 Numarali Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

Comsensus/ A G C A T T T T GACTGTTCTTCTCCCCCATTAGGARAEGCCTAC|A|TGEACCCCTAAGGACERA
3 TRPUG_K17_F

A M N A i
TTCITCTCCECCCATTAGGARABCCT AC|ATGEACCCECTARAGEATLTERA

@

oL

e de i T |5y
GRGDRTTTTGH

o

& TRPUG_K38_F

EAGCATTTTEARECTGETTCGTTCGTCGCECECECAT TAGGRARGBECCTACGC|A[TGEAGCCCCTAAGLCACTERA
& TRPUG_K28_F

={)

GAGCATTTTGEACTGEGTTCETTECTECCECEECECATTAGGAAGECCETATEC TGACCGCECCTAAGGATECTERA

4 TRPUG_K26_F

GAGCATTTTGEACTGETTCECTTCTCCCCCECATTAGGARAGECLCTAT

[=

TGACCCCTAAGGATCTEGHA

Sekil 4-34 : 17, 20, 28, 38 Numarali Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram
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Consensus/6 @ G G AT T TTGAGTGTTCGTTCTCGEGECGATTAGEARANGECCTACGAITGEACCGCCETAAGGACE A
& TRPUG_K15_F >
~
GAGCATTTTEACTGETTCTTCTEECCCATTAGGERARAGCCT ACAITEACCCCTARAGGACGGA
+TRPUG_K40_F >
EAGCATTTTGEAETETTCTTCTCEEECCATTAGEARRANEGECCTACAITEAECECECTAAGEGATCE A

+TRPUS_K12_F

»

& TRPUG_K27_F

Sekil 4-35 : 12, 15, 27, 40 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

Conssrsus/@ A G C A T T T T GACGCTGT TCTTCTCGCCCGCATTAGGARAGECECC CTAC[ATGEACGCCCTAAGGACEG GA
#TRPUG_K32 F  —
I ) A )
EAGCATTTTEACTGTTCTTCTICCCCCATT TAGGAAGLCCTA AC[A[TGACCCCTARAMAEGGEGALTEA
#TRPUG_KO2_F  —
“‘»‘ A 4 A J
T i B I A N A N T o I I I T - iR
#TRPUG_KB6_F  —
s et e et P . Y.} < - = b, i =
EAGCATTTITGEACTGTITCTTCTITCCCCCATTAGGARAGTCCTAC[A[TGACCCCTARAMAGEGALTEGA
3 TRPUG_KOu_F -
el

Sekil 4-36 : 2, 4, 6, 32 Numarali Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

Comsensus/ A G C A T T TTGACTGTTCT T TCTCCCCCATTAGEGARAEBCCTAL
#TRPUE_K11_F

& TRPUG_K34_F

n

TGACCCCTAAGGACTEGA

-+ TRPUG_K36_F

#TRPUS_K19_F

GAGCATTTTGEGACTGEGTTCTTCTCCCCCATTAGGEGAAGCCTAC

TGACCCCTAAGGACLCTGHA

Sekil 4-37 : 11, 19, 34, 36 Numarali Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram
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Consersus@ A G C A T TTTGEACTGTTCTT TECTCCECCCCATTAGGAAGBGCCTACAITGACCCCTAAGBGEGATLCTE GRA
$TRPUG_K10_F

EAGCATTTTEAETGETTCETTETCGCECATTAGEAAEGCCTAC|A[TGEAGCCCECTAREGEACTGEA
$TRPUS_KB1_F

EACCATTTTEACTETTETTETECCECATT TAGEAAEGCCTACG|A|TEACCCETAREEAGTEA
$TRPUS_K16_F {

$TRPUS_K21_F

A

L WP P2 N . I Oy L N V5N WSS Lopordmd i ot Mo i
CATTTTEAGTGETTCETTETCEGECEATTAEGEAAGCCTACGCRTEGACECECTAANAGSEACGEA

Sekil 4-38 : 1, 10, 16, 21 Numarah Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

Comsersus[G @ 6 C A T T T T GACTGTTCGTTCGTCGCGCECATTAGGARAGECCTACEC|A|TGEAGCCECCTAAGGEGACEEA
& TRPUG_KB9_F

GAGCATTTTGEACTGEGTTCETTECTCCEEECECATTAGGAAGECCTACATGEACECECCTAAGGATEGEGA
4 TRPUG_K18_F

GAGCATTTTGEACTGETTCECTTCTCCCCCECATTAGGAAGGCCTACARTEACCCECCTAAGGATETEGA

wll

LB, EE= 8 e P SA B
TAGGAAGCCTATEC

4 TRPUG_KO5_F

b Tty PP T = = -
TTGEGACTGETTCTTCETCCCGCCECCAT

Sekil 4-39 : 5, 9, 18 Numarali Kontrol Orneklerine Ait Kromatogram

4.5. TRPYV Genotiplerinin Hasta ve Kontrol Gruplarinda Karsilastirilmasi
KRK hastalarinda TRPVS5 1s4252372 gen polimorfizmine ait genotip dagilimlari
Tablo 4-2’de gosterilmistir.

Tablo 4-2 : KRK Hastalarinda TRPVS rs4252372 ve TRPV6 rs4987667 Gen
Polimorfizmlerine Ait Genotip Dagilimlar

Kolorektal Kanserli Hastalar Kontroller
n(%) n(%)

TRPVS rs4252372

cC 30(91,0) 37(100)

cT 3(9,0) 0

TRPV6 rs4987667

AA 30(91,0) 37(100)

AG 3(9,0) 0
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TRPVS 154252372 (C287T A8V) ve TRPV6 rs4987667 (M378V) gen
polimorfizmi sonuclarina bakildiginda, genotip dagilimi agsindan kontrol grubu ve
kolorektal kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamaistir. Hasta
grubunda TRPVS 1s4252372 ve TRPV6 1s4987667 genotiplerinin klinikopatolojik
parametrelere gore dagilimi Tablo 4-3’te verilmistir.

Tablo 4-3 : Hasta Grubunda TRPVS5 rs4252372 ve TRPV6 rs4987667 Genotiplerinin
Klinikopatolojik Parametrelere Gore Dagilim

TRPVS rs4252372 TRPV6 rs4987667

CC n(%) | CT n(%) | AA n(%) | AG n(%)

Cinsiyet
Kadin 11(36,7) | 2(66,7) | 11(36,7) | 2(66,7)
Erkek 19(63,3) | 1(33,3) | 19(63,3) | 1(33,3)
Evre
Erken evre 12(40,0) 0 12(40,0) 0
Geg evre 18(60,0) | 3(100) | 18(60,0) | 3(100)
Metastaz
Var 20(66,7) | 3(100) | 21(70,0) | 3(100)
Yok 10(33,3) 0 9(30,0) 0
Anjiyolenfatik Invazyon
Var 12(40,0) | 3(100) | 13(40,0) | 3(100)
Yok 18(60,0) 0 17(60,0) 0
Perinéral invazyon
Var 9(30) 3(100) 10(30) 3(100)
Yok 21(70) 0 20(70) 0
Tiimor Yerlesim
Sag Kolon 6(20,0) 0 6(20,0) 0
Sol Kolon 2(6,7) 0 2(6,7) 0
Transvers 3(10,0) 0 2(6,7) 1(33,3)
Rektum 15(50) 1(33,3) 15(50) 1(33,3)

Sigmoid 4(13,3) | 2(66,7) | 5(16,7) | 1(33.3)
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TRPVS 154252372 i¢in hasta grubunda metastaz, tiimor yerlesim yeri, kadin
cinsiyet, hastalik evresi, anjiyolenfatik invazyon ve perindral invazyon arasinda iligki
bulunmustur. T alleli bulundurmanin metastaz ile dogrudan iligkili oldugu goriilmiistiir.
Mutasyon goriilen hasta gruplarinda timor yerlesim yeri rektuma oranla sigmoidde 2
kat daha fazla gorilmiistiir. Kadin cinsiyette mutasyon goriilme oraninin erkek cinsiyete
gore 2 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ge¢ evre KRK’da T alleli bulundurmanin

riskli olabilecegi diisliniilmektedir.

TRPV6 154987667 i¢in hasta grubunda metastaz, kadin cinsiyet, hastalik evresi
anjiyolenfatik invazyon ve perinéral invazyon arasinda iligki bulunmustur. G alleli
bulundurmanin metastaz, anjiyolenfatik invazyon ve perinoral invazyon ile dogrudan
iligkili oldugu goriilmiistiir. Kadin cinsiyette mutasyon goériilme oraninin erkek cinsiyete
gore 2 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ge¢ evre KRK’da G alleli bulundurmanin

riskli olabilecegi diistiniilmektedir.
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5. TARTISMA

Insan tiimdrogenezi, onkogenler ve tiimdr baskilayici genlerdeki mutasyonlarin
birikimi ile iliskili olarak ortaya ¢ikmaktadir (114). Kolorektal kanser patogenezi, iyi
huylu polip olarak baslayan ve ardindan adenoma-karsinomaya dogru ilerleyen ¢ok

asamali bir siirectir (115).

Genetik polimorfizm g¢aligmalari, kanser riski ya da progresyonu ile iliskilidir.
Hastaligin teshis ve tedavi siirecinde dncii olabilecek anti-kanser ilaglarin toksisitesi ve

tedavideki etkinligi gibi pek ¢cok 6nemli konuda aydinlatici bilgiler sunmaktadir (116).

Kalsiyum dengesindeki degisimler; hiicre farklilagmasinin uyarilmasina,
boliinmenin artmasina ve apoptoz gibi énemli mekanizmalarin etkilenmesine neden
olmaktadir. Voltaj bagimli Ca®" kanallar1 ve depolanmis kalsiyum miktarina duyarl
Ca?" kanallarinin kanserle olan iligkisi yapilan galigmalarda gosterilmistir. Kalsiyum
kanallar1; pek ¢ok dokuda 1s1, kimyasal ve mekanik cevaplar1 da igeren bir¢ok fizyolojik
olayda kritik gorevler alirken kanser gelisim ve progresyonunda anahtar rol

oynamaktadir (117).

TRP kanallari; kanser hiicrelerinin proliferasyon, farklilasma, invazyon ve timor
vaskiilerizasyonu gibi biyolojik siire¢lerine katildig1 ve bir¢ok tiimor tipinde bulundugu
gosterilmistir (118). Bu bilgiler 1s181nda; ¢alismamizda, TRP kalsiyum kanallar1 genotip

calismasi tercih edilmistir.

Bu calismada, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel
Cerrahi Klinigi tarafindan takip edilen 33 kolorektal kanserli bireydeki polimorfik
degisimler ile kolorektal kanser arasindaki iliskinin belirlenmesi hedeflenmistir. Yapilan
calismalarin birikimlerinden ¢ikan sonug, kolorektal kanserden sorumlu olabilecek gen
ya da genlerin tanimlanip hasta dykiileriyle birlikte degerlendirilmemis olmasidir. Buna
benzer caligmalar neticesinde Onerilen hipotez, ¢ok sayida genetik lokusun kolorektal

kanser olusumunda ya da ilerleyisinde etkili olabilecegidir.

Restriiksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) c¢alismalarinda hatali
sonu¢ verme ihtimali yiiksek olmasi nedeniyle altin standart olan Sanger Dongii

Dizileme Yontemi (130) tercih edildi.
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Bugiline kadar yapilan ¢alismalarda; TRP proteinlerini igeren bir¢ok degisikligin,
TRP genlerindeki mutasyonlarla ilgili olmadigi gosterilmistir. Mutasyon igermeyen,
normal TRP proteinlerinin artan ya da azalan ekspresyonlari, daha ¢ok kanserin
evresine baghdir. Ozellikle TRPC, TRPM ve TRPV’nin kanser gelisimi, biiyiimesi ve
timorogeneziyle iliskili oldugu gosterilmistir (131). Buna paralel olarak bizim
calismamizda da TRPVS5 rs4252372 genotipi ile metastaz, tiimor yerlesim yeri, kadin

cinsiyet ve hastalik evresi arasinda baglant1 tespit edilmistir.

Literatiir detayli olarak incelendiginde; KRK hastalarinda TRPV6, TRPV1 ve
TPRM8 mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinin yogunluklu olarak arastirildig
goriilmektedir (132-135). Farkli bir bakis agis1 olarak ¢alismamizda; kolorektal kanser
ile iligkili olabilecegini diislindiigiimiiz TRPVS ve TPV6 genlerinin genotip incelemesi

yapilmis ve birbirleri ile karsilagtirilmigtir.

Van Abel ve arkadaslari yaptiklari caligmalarda, 17B-estradiol’iin Ca®"
seviyesiyle birlikte renal TRPV5 mRNA ve protein sentezini arttirdigini
gostermiglerdir. Ancak renal kanserlerle TRPVS arasinda 6nemli olgiide bir iliski
saptayamamuglardir (136). Bunun aksine ¢alismamizda; ge¢ evre kolorektal kanser ile

TRPVS5 varyasyonunun iliskisi olabilecegi saptanmugtir.

Insan Jurkat T 18semi hiicre hattinda ve K562 eritrolosemi hiicre hattinda
yapilan ¢aligmalarda ise endojen TRPVS5 mRNA ekspresyonlarini gostermislerdir. K562
hiicre hattinda TRPVS5 ile TRPV6 kalsiyum kanallari, birbirleriyle -etkileserek
fonksiyonel homotetramerik yapi olusturmaktadir. TRPVS ile TRPV6 kalsiyum
kanallarinin ekspresyonunun 1,25-dihydroxyvitamin D3 ile kontrol edildigi de dikkate
alindiginda 16semi hiicre farklilasmasinin 1,25-dihidroksivitamin D3’e bagimli bir
yolakla bu kanallar tarafindan diizenlendigi Ongoriilmiistiir (137, 138). Bunun
paralelinde bu calismada; TRPVS ve TRPV6 kalsiyum kanal protein genlerinin

varyantlari birlikte arastirilmistir.

Renal hiperkalsiiirili 6rneklerle yapilan bir ¢alismada; elektrofizyolojik analizler
sonucunda TRPV5 A8V mutant1 bulunan 6rneklerle normal TRPVS genotipine sahip
ornekler kiyaslandiginda, aralarinda kayda deger bir farklilik olmadigi gortilmistiir
(139, 140). Ancak biz TRPV5 A8V mutanti bulunan kolorektal kanser ornekleri ile
normal TRPVS genotipine sahip 6rnekleri kiyasladigimizda, T alleli bulundurmanin geg

evre hastalikta ve hastaligin mekanizmasinda riskli olabilecegi belirledik.
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Son yillardaki calismalar TRPV6’nin prostat hiicrelerinde yiiksek oranda

kalsiyum-segici oldugu ve [Ca*']i

ile diizenlendigi gosterilmistir (138). Biz de buna
benzer bir iliskinin olup olmadigim1 kolorektal kanser hastalarinda gostermeyi

amagladik.

TRPV6 araciligryla Ca" girisi, yalnizca hiicrelerin yiiksek ¢ogalma orani icin
koruma mekanizmasi olmamakla birlikte hiicre sagkalimini arttirmakta ve apoptoz
direncini tetiklemektedir (119). Buna benzer sekilde ¢alismamiza katilan kolorektal
kanser hastalarinda TRPV6°da ortaya ¢ikan mutasyon ile hastalikta ge¢ evrenin iliskili
olabilecegi tespit edildi.

Yapilan bazi g¢alismalarda prostat (120) ve kolon kanserlerinde TRPV6’nin
mRNA ve protein seviyelerinde artis oldugu gozlenmistir (121). Bu ekspresyon
calismalarina ek olarak tespit etmis oldugumuz mutasyon kolorektal kanser hastalarinda

daha sik goriilmektedir.

TRPV6 ekspresyonu meme adenokarsinom dokularinin immiinohistolojik
analizleri sonucu normal dokulara kiyasla belirgin bir artis gostermistir. Yapilan
calismalarda; TRPV6 ile Ca®" girisinin, Ca®" bagimli hiicre proliferasyon oranimni
arttirdig1 ve buna bagl olarak tiimor hiicre proliferasyonuyla dogrudan iliskili olabildigi
bildirilmistir (122). Bir bagka calismada, TRPV6’nin normal gastrik epitelyum
hiicrelerine oranla gastrik kanser hiicrelerinde daha yiliksek eksprese oldugu
gosterilmistir (123). Bugiine kadar, TRPV6 vasitasiyla kalsiyum girisinin Ca®>" bagiml
hiicre proliferasyonu ile iligkili oldugu gosterildigi i¢in ¢alismamizda kolorektal kanser

prognozu ile TRPV6 genetik varyanti1 arasinda iligki olup olmadigi arastirildi.

TRP iyon kanallar ailesi hiicre transselliiler tasima siirecinde oran kisitlayici
faktor olarak gorev alir ve intestinal liimenden Mg?" ile Ca®" emilimini kolaylastirir.
Ca®" intestinal emilimi TRPV6 tarafindan diizenlenmektedir. Deney hayvanlariyla
yapilan son ¢alismalarda TRPV6’nin oncelikli olarak duedonum, ¢ekum ve kolonda
TRPM6’nin ise yalnizca ¢ekum ve kolonda eksprese oldugu gosterilmistir. Bu sonuglara
bagl olarak da Ca®" ve Mg?* emilimi gastrointestinal sistemin herhangi bir bélgesinden
yapilabilir (124). Bu ekspresyon calismalarinda alinan sonuglara paralel olarak;
calismamizda yer alan hastalarin mutasyon orami yiiksek ve bu mutasyona sahip

hastalarin rektum yerlesimli tiimorii oldugu tespit edildi.
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Bir diger c¢alismada, TRPV6 geninde Asp541Ala mutasyonu tasiyan ve
kalsiyum-kisith diyet uygulanan geng farelerin duedonumlarindaki Ca*" taginmas: ile
normal diyete tabi ve mutasyon tagimayan fareler arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (125). Ancak Woundenberg-Vrenken ve ark. tarafindan yapilan
calismada kalsiyum-kisith diyet uygulanan mutant geng¢ farelerde intestinal kalsiyum

emiliminin diisiik oldugu gdosterilmistir (126).
Sonug olarak;

TRPVS 1s4252372 genotip dagilimi ve allel daglimi agisidan kontrol grubu ve
KRK hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Ancak
kolorektal kanser hastalarinda CT genotipi bulunma orani1 %7,7, CC genotipi bulunma
oran1 %92,3, TT genotipi bulunma oram1 %0 iken kontrol grubunda CC genotipi

bulunma oran1 %100 olarak gézlenmis ve farklilik tespit edilmistir.

TRPVS 154252372 gen polimorfizminde kolorektal kanser hastalarinda T allel
bulunma oran1 %7,7 iken kontrol grubunda %0 tespit edilmistir. Buna bagl olarak T

alleli bulundurma kolorektal kanser i¢in risk olarak goriilmektedir.

TRPVS 154252372 gen polimorfizminde CT genotipine sahip hasta grubunda
metastaz goriilme oraninin %100 oldugu tespit edilmistir. Bundan yola ¢ikarak denebilir

ki; mutant genotipe sahip olma hastaligin yayiliminda etkilidir.

TRPVS 154252372 gen polimorfizminde CT genotipine sahip olan hasta
grubunun %066,7’si kadin, %33,3°1 ise erkektir. Buna gore, kadin cinsiyetin bir risk

faktorii oldugu soylenebilir.

TRPVS 154252372 gen polimorfizminde CT genotipine sahip olan hastalarin
%100’lniin ge¢ evrede oldugu tespit edilmistir. Metastaz sonuglarina paralel olarak

mutant genotipe sahip olma hastaligin ilerleyisinde 6nemli bir etkendir.

Ayni1 gen polimorfizminde CT genotipine sahip hastalarin timor yerlesimlerine
bakildiginda, hastaligin %66,7 oranla sigmoid, %33,3 oranla rektum yerlesimli oldugu

goriilmektedir.

TRPV6 154987667 genotip-allel dagilimi agisidan kontrol grubu ve kolorektal
kanser hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir. KRK hastalari
kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda G alleline sahiptir. Buna bagl olarak, G

allelinin hastalik i¢in risk tasidig1 sdylenebilir.
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TRPV6 154987667 gen polimorfizminde AG genotipine sahip olan hastalarin
cogunun ge¢ evrede oldugu tespit edilmistir. Metastaz sonuglarina paralel olarak mutant

genotipe sahip olma hastaligin ilerleyisinde 6nemli bir etkendir.

Calismamiz kolorektal kanserde TRPVS5 rs4252372 ve TRPV6 rs4987667
varyantlarinin bir arada analiz edilip degerlendirildigi ilk ¢aligma olma o6zelligini
tasimaktadir. Daha once TRPVS 1s4252372 ve TRPV6 rs4987667 varyantlariyla
yapilan caligmalar daha ¢ok PZR-RFLP ve ekpresyon diizeyi analizine dayali
yapilmisti. Bizim ¢alismamizda her iki varyantin Sanger Dongii Dizileme Y6ntemi’yle
belirlenmis olmasi agisindan literatiire katki  saglamaktadir. Ayrica Tirk
popiilasyonunda genotip frekans ve hastalik klinikopatoloji verilerinin ortaya kondugu

ilk calismadir.

Caligmamizdan elde ettigimiz verilere gore kalsiyum kanal proteinlerinden olan
TRPVS5 ve TRPV6 varyantlarmin, kolorektal kanser ilerlemesi ve yayilmasinda
potansiyel rolii olabilecegi desteklenmektedir. Ancak daha kesin bir kaniya
varilabilmesi icin, daha genis kapsamli arastirmalarin, daha ¢ok hastanin ¢alismaya
dahil edilmesiyle yapilmasi1 gerekmektedir. Sundugumuz verilerin gelecekte bu amacla

yapilacak ¢alismalara 151k tutabilecegi kanisindayiz.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

Calismanin Adi: “KOLOREKTAL KANSER OLGULARINDA TRPV5, TRPV6
GENETIiK VARYASYONLARININ INCELENMESI”’

o O O O O

(Calismaya kolorektal kanseri tanis1t konulmus 33 hasta ve 37 saglikli birey
katilacaktir.

Gondilliilden 10 cc EDTA’l1 kan 6rnegi alinacaktir.

Alinan kan orneklerinden DNA izolasyonu yapilacaktir.

Elde edilen DNA 6rneklerinde hastaliginizin olusmasinda rol oynayabilecegi
diistiniilen TRPVS ve TRPV6 gen polimorfizmlerinin incelenmesi i¢in
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon Fragmani1 Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) teknikleri kullanilacaktir. Polimorfizm ¢aligmalari, direkt
hastalik sonucunu belirtmemekte olup, kisiye s6z konusu hastaliga
yatkinlikla iligkili genetik yapiya sahip olup olmadigini géstermektedir.
Elde edilen DNA bu ¢alisma disinda baska bir islem i¢in kullanilmayacaktir.
Diger bir c¢alismada goniilli DNA’sinin  kullanilmasi gerektiginde
kendisinden izin alinacaktir.

Goniilliiniin  uygulama sirasinda herhangi bir rahatsizlikla ve riskle
karsilagmasi s6z konusu degildir.

Bu calismada goniilliiniin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip
tim sorumluluk arastirici ve destekleyiciye aittir. Goniillii arzusu lizerine
mali ve hukuki yilikiimliiliik olmaksizin ¢aligmadan ayrilabilir.

Kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir.

Bu islemler i¢in sizden higbir iicret talep edilmeyecektir.

Bu calisma i¢in size herhangi bir {icret 6denmeyecektir.

Calismaya katilmak zorunlulugunuz bulunmamaktadir.

Goniilliiniin  ¢calismaya katilmayr reddetmesi onun gelecekteki takip ve
tedavisi iizerine olumsuz etkisi bulunmayacaktir.

Bu calismada goniilliiniin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip
tiim sorumluluk arastiric1 ve destekleyiciye aittir.

Goniilliiniin ¢aligmaya katilim siireci sadece doku Orneginin alinmasi ile



sturhidir.

Calisma kabul kriterlerin’e ve 6zelliklerine uyum saglamadiginiz takdirde
calismadan ¢ikarilabileceginiz durumlar olusabilir. Bu nedenle ¢aligmadan
arastiricinin istegi ile ¢ikarilabilirsiniz.

Calisma sonunda elde edilecek verilerle uluslararasi capta yayinlanabilecek,
hastaliginiza agiklik getirecek bilgiler elde edilebilmesi miimkiindiir. Bu
sekilde c¢alisma sonucunda ulagilan Onemli bir bilgi varsa tarafiniza
bildirilecektir.

Sayn Uzm.Dr. Metin Keskin tarafindan 1.U. DETAE Molekiiler Tip
Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile
ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiikk 6zen ve saygi ile
yaklasilacagima inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel
amaclarla kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi
konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak igin
aragtirmadan ¢ekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi
kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli
giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik
altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Uzm.Dr. Metin Keskin’i arayabilecegimi biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Aragtirmaya

katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagmis degilim. Eger
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katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde
“katilimc1” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan
daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Géniilliiniin Adi-soyadi, Imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzasi,

Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalart yapan arastirmacinin
Adi-soyad1, Imzasi

Uzm.Dr Metin Keskin

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin

Adi-soyadi, Imzas1, Gérevi



HASTA TAKIiP FORMU
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Protokol:
Tarih:

Hasta no:

KOLOREKTAL TUMORU ARASTIRMA FORMU

Form No: Protokol No : Tarih :
Ad1 Soyadi : Yas : Cinsiyet :
Boy / Kilo : Meslek : Kan Grubu:
Memleket: Yasadig: yer:
Oykiisii:
Yakinmanin baslangi¢c zamanu:
Oz gecmisi:
Dogum sayisi1:
Sigara tiiketimi (siire, miktar)/alkol tiketimi
Ilag kullanimi, Steroid kullanimi:
Transfizyon varligi:
Hastalik durumu:

Iskemik kalp hastalig:

Diabet:

Malign hastalik

Diger
HRT aliyormu? Aliyorsa siiresi
Kemoterapi/radyoterapi alimi:
Beslenme durumu:Meyve tiketimiaz orta bol

Sebze tiketimi az orta bol
Yag tiketimi zeytinyagi bitkisel yag(aygicek yagi vs.)

hayvansal yag

Oz gecmisinde meme ile ilgili yakinma / hastalik:
Kist
Diger
Soy ge¢misi:
Kolon Ca
Diger malign hastaliklar
Diabetes Mellitus
Kronik Karaciger Hastalig:

Ameliyat éncesi tani :

Yapilan Ameliyat :

Tani konulmasindan sonra gegen siire

Yapilan Biyokimyasal analiz sonuglarna ait verileri:
Tiimériin diferansiasyonu ( Iyi / orta / kétii )

Tiimériin histopatolojik incelemesi sonrasi ek veriler:
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ETiK KURUL KARARI

1.C:
{STANBUL UNIVERSITESI
iSTANBUL TIP FAKULTESI

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Sayi : 1605 Tarih :  23.10.2014

Konu : Prof.Dr.S.Umit ZEYBEK

Sayin Prof.Dr.S.Umit ZEYBEK
Deneysel Tip Aragtirma Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dal

ilgi :DETAE Molekiiler Tip Anabilim Dalinin 22/09/2014 giin ve 420 sayil yazisi

Sorumlu aragtincih@im tstlendiginiz ve Servet TUNOGLU'nun yuritecedi 2014/1470 dosya numarali
"Kolorektal Kanser Olgularinda Trpv5 , Trpvé Genetik Varyasyonlarinin Incelenmesi” baslikh galisma
Kkurulumuzun 26/09/2014 tarih ve 16 saylli toplantisinda goriigtlerek etik yonden uygun bulunmusg olup,
tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

-

Prof.Dr. A.Yagiz iN
istanbul Tip Fakiilfes] Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Bagkani

Eki: Istanbul Tip Fakultesi Klinik Aragtirmalari Etik Kurulu Karar Formu



ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

/[ ARASTIRMANIN ACIK ADI | "Kolorektal Kanser Olgularinda Trpv5 , Trpv6 Genetik Varyasyonlarimn incelenmesi"

Belge Adi Tarihi Versiyon Numaras Dili
r4
g ARASTIRMA PROTOKOL( 22/09/2014 Tarkge [ Ingilizce [1  Diger[]
'%" « | BILGILENDIRILMIS GONULLO OLUR FORMU | m Tirkge [0 Ingilizee I Diger[]
= .
5 = | OLGU RAPOR FORMU [ | Tirkge ] Ingilizee 0 Diger[]
fé é ARASTIRMA BROSURU O Tarkee O Ingilizee 0 Diger[]
Belge Adi O Agiklama
TURKGE ETIKET ORNEGI O
SIGORTA O
= ARASTIRMA BUTCES! ]
§ BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU 0
2 [HASTA KARTUGONLUKLER! 0
]
5 ILAN O
E YILLIK BILDIRIM O
2 [sonuc raroru O
[
€ | GUVENLILIK BILDIRIMLERI O
E DIGER: o Anabilim Dali Bagkanhigindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karan, Lieratir
o Kaynadi, Sorumluluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili Elemantann
g Bilgilendirildigine Dair Belge, CV, CD
Karar No:16 Tarih: 26/09/2014
Z | Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstittst Molekiller Tip Anabilim Dal gorevli Prof.Dr.S.Umit ZEYBEK in sorumlulugunda ve Servet
% & | TUNOGLUnun yoritecegi yukanda bilgiler verilen arastirma bagvuru dosyast ile ilgili belgder arastirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemlei dikkate
2 S | alnarak incelenmis, gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul fye tam sayismin salt gogunluu ile karar
35 verilmistir..
ISTANBUL TIP FAKULTES KLINiK ARASTIRMALARI ETiK KURULU
CALISMA ESASI 19.08.2011 tarihli, 28030 sayih Resmi Gazetede yayinlanan Klinik Aragtirmalar Hakkindaki Yénetmelik

BASKANIN UNVANI/ADI/ SOYADI: Prof. Dr. A. Yagiz ORESIN

Unvanv/AduSoyad: Uzmanhik Alani Kurumy Cinsiyet ’mi'i';;':': e | Katitim *» lmz:
Prof. Dr. A. Yagiz URESIN ::;r?mjr bl " ::::;n.' Tio FakimasT{EuK em kK0 |ED (ym |em |00 i I (‘9
Prof. Dr. Berrin UMMAN | Kardiyolo o e Te0 [xm |EO |um |cm |n0O
Prof. Dr. Ahmet GUL Romatolofi Istanbul Tip Fakiitesi em (kO |EQ |ym [gm [HO /g);;,.‘. ﬂ.ll.. 4
Prof. Dr. Oguzhan GOBAN | Néroloji Istanbul Tip Fakitesi em (k0 |EO [um |em |uO 3/4{
Dr. Sevda OZEL Biyoistatistik L%am::llk“p EAkOAR 0 |xkm |EQ |ym |em | uO }W‘)

* Aragtima e ligk
** :Toplantida Bulunma

LU. Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik arasurmalar Etik kurulu 13.04.2013 tarih, 28617 sayilh Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar Hakkinda
Yinetmelik gergevesinde kurulmus ve T.C. Saphk Bakanlg: Tirkiye llag ve Tibbi Cihaz Kurumu tarafindan onaylanmustir, igili ytinetmelik
kapsaminda kalan aragirmalar Saghk Bakanh@indan izin almak zorundadir. Yonetmelik kapsami diginda kalan aragtirmalar ise Etik Kurul biinyesinde
olusturulmus 5 kisilik alt komisyon tarafindan degerlendirilmekte olup Saglik Bakanh@ iznine tabi degildir.
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