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1. OZET

Bazi p53 polimorfizmleri artmis kanser gelistirme riskiyle iligkilidir.
pS53’iin yaygin bir polimorfizmi, kodon 72’de gerceklesmektedir. Bu polimorfizm
ya bir prolin (CCC) ya da bir arginin residiisii (CGC) iceren varyant bir proteinle
sonuc¢lanmaktadir. p5S3 TS geninin kodon 72 polimorfizminin ayrica HPV-iligkili
kanserlerin gelisiminde bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Bu calismada gastrointestinal sistem kanserlerinde HPV’nin farkh tipleri
ile pS3 kodon 72 polimorfizmi arasindaki iligki arastirildi. Genomik DNA hasta
grubunda parafine gomiilii doku kesitlerinden ve kontrol grubunda periferal
kandan izole edildi. Calismaya 106 gastrointestinal sistem kanser hastasi ve 107
saglikli birey dahil edildi.

p53 kodon 72 polimorfizmi genotip frekanslari, hasta grubunda %88.7
(94/106) Arg/Pro, %11.3 (12/106) Arg/Arg, kontrol grubunda ise %46.7 (50/107)
Arg/Pro, %45.8 (49/107) Arg/Arg ve %7.5 (8/107) Pro/Pro’dir. Hasta ve kontrol
grubu arasinda kodon 72 genotipi agisindan istatistiki olarak dnemli bir fark tespit
edildi (p<0.01). Tiimor dokusu oOrneklerinde 41 HPV (+) orne8in 36’sinda
Arg/Pro ve 5’inde Arg/Arg tespit edildi. Ancak Arg/Pro ve Arg/Arg
genotiplerinin HPV (+) ve (-) Orneklerdeki dagiliminda ©nemli bir fark
saptanmadi (p>0.05).

Bu calismanin sonuglarina goére p53 kodon 72 polimorfizminin
gastrointestinal sistem kanserlerine yatkinlik olusturabilecegini, ayrica HPV’nin
gastrointestinal sistem kanser patogenezinde bir rol oynayabilecegini fakat p53
polimorfizminin herhangi bir HPV tipi ile iligkisi olmadigim diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kanser, p53 kodon 72, HPV



2. ABSTRACT

Some of p53 polymorphisms have been associated with increased risk of
cancer development. A common polymorphism of p53 at codon 72 results in
either a variant protein with a proline (Pro) residue (CCC) or an arginine (Arg)
(CGC) residue. Furthermore, recent reports suggest that polymorphism at codon
72 of the p53 tumor suppressor gene might be a risk factor in the development of
HPV associated cancers.

In this study we investigated the relationship between different type HPV
and p53 codon 72 polymorphism in gastrointestinal system cancers. Genomic
DNA was isolated parafin embedded tissues in patient group and peripheral whole
blood in control group. The study composed of 106 gastrointestinal system cancer
patients and 107 healthy control individual.

In patient group, p53 codon 72 genotype frequency, 88.7% (94/106)
Arg/Pro, 11.3% (12/106) Arg/Arg, in control group 46.7% (50/107) Arg/Pro,
45.8% (49/107) Arg/Arg and 7.5% (8/107) Pro/Pro. There was statistically
significant differences between patient and control groups with regard to codon 72
genotypes (p<0.01). It was detected 36 Arg/Pro and 5 Arg/Arg of 41 HPV (+)
samples in tumor tissue samples. However, there was no significant differences
the distribution of Arg/Pro and Arg/Arg genotypes in HPV (+) and HPV (-)
samples (p>0.05).

Based on the results of this study, we suggest that p53 codon 72
polymorphism may constitute susceptibility to gastrointestinal system cancers,
and also HPV may have a role on gastrointestinal system cancer patogenesis, but
p53 polymorphism has no relationship with any type of HPV.

Key Words: Cancer, p53 codon 72, HPV



3. GIRIS

3.1. Kanserin Genetik Temeli

Kanser, hiicre ve dokular1 etkileyen karmasik bir hastalik grubudur.
Mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin ortak ozelligi olarak
kabul edilmektedir. Kanser c¢esitlerinin ¢ogunda mutasyonlar somatik hiicrelerde
meydana gelir ve bu mutasyonlar iireme hiicreleriyle gelecek nesillere aktarilmaz.
Ancak kanser vakalarinin %]1’inde esey kok hiicrelerinin cesitli genlerinde
meydana gelen mutasyonlar sonraki nesillere aktarilir ve bu degisim yeni neslin
kansere yatkinligini olusturur (37). Kanser genetiginin amaci normal bir somatik
hiicrenin prolifere bir populasyona ve invaziv kanser hiicrelerine doniismesine yol
acan secici ve ¢ok basamakli mutasyon yolaginin anlasilmasini saglamaktir (68).

Kanserler, kaynaklandigi dokuya gore 3 ana grupta siniflandirilirlar:
Sarkoma kemik, kas gibi mezenkimal dokulardan, karsinoma barsak mukozasi,
meme duktusu gibi epitelyal dokulardan, lenfoma ise kemik iligi ve lenfatik
sistemden kaynaklanir (68).

Bir kitle ya da tiimor olusumuna yol acgtigr bilinen hiicre ¢ogalmasina
neoplazi denir. Neoplazinin kanser olabilmesi i¢in malign 6zellik géstermesi, yani
kontrolsiiz biiylimesi, komsu dokulara veya yakin-uzak mesafelere yayilabilmesi
(metastaz) Ozelliklerine sahip olmasi gerekir. Tiimorler metastaz yapmiyorlarsa
kanseroz degildir, benign tiimor olarak adlandirilirlar (68).

Hiicre boliinmesi ve hiicre oliimiinii kontrol eden ¢ok c¢esitli genler

bulunmaktadir. Arastirmalar sonucunda bu genlerin mutasyonlarinin kanserden



sorumlu oldugu gosterilmistir. Bir cok kanserde mutasyon tek bir somatik hiicrede
olusur, daha sonra boliinerek kanser gelisimine yol acar. Herediter kanserlerde ise
kanserin baslamasina neden olan mutasyonlar germ hiicresine aktarilmakta ve
boylece viicudun tiim hiicrelerinde yer almaktadir (68).

Normal bir hiicreden malign bir kanser hiicresine geciste anahtar faktorler 6
spesifik 0zellik kazanmaktadir. Hiicreler;

e dis biiyiime sinyallerinden bagimsiz olma,

e dis anti-biiyiime sinyallerine duyarsiz olma,

e apoptozisten kacabilme yeteneginde olma,

e sinirsiz sayida replikasyon gecirebilme,

e giiclii bir anjiogenez yetenegine sahip olma ve

e doku invazyonu ve metastaz yapabilme yeteneklerine sahip olmalidirlar

(68).

Iyonize radyasyon, kimyasallar ve viriisler gibi gevresel karsinojenler
genelde etkilerini mutasyona neden olarak gosterirler. Olusan bu mutasyonlar
kanserde merkezi rol oynamaktadir (37). Hayvan viriis ailelerinde yer alan ve
timor virlisii olarak adlandirilan bir ¢ok virlis deney hayvanlarinda veya
insanlarda dogrudan tiimor olusturabilir. Papillomaviriisler insanda ve bir¢ok
degisik canli tiirtinde benign ve malign tiimorler olusturan kii¢iik DNA viriisleridir

(18).



3.1.1. Kanserde Rol Oynayan Genler

Kanser olusumunda rol oynayan genler; onkogenler ve tiimor siipressor genler

olarak iki temel alt gruba ayrilirlar:

3.1.1.1 Onkogenler

Bu genlerin normal fonksiyonlar1 hiicre proliferasyonunu tesvik etmektir.

Tiimor hiicrelerinde fonksiyon kazandiran mutasyonlar sonucunda hatali veya

asir1 aktivasyon kazanan formlar1 olusur. Tek bir mutant allel hiicrenin fenotipini

etkileyebilir. Bu genlerin mutasyona ugramamis tipi “protoonkogen” olarak

adlandirilmaktadir. Onkogenler ilk olarak, bazi kanserlere viriislerin yol agtigi

anlagildiktan sonra kesfedilmistir. Bu viriislerin bazilar1 nispeten komplike DNA

genomuna sahipken (SV40 viriis, papillomaviriisler), digerleri akut transforme

edici retroviriislerdir ve oldukg¢a basit RNA genomuna sahiptirler (68).

Hiicresel onkogenler (proto-onkogenler) 5 ana sinifta toplanmistir:

Sekrete edilen biiylime faktorleri

Hiicre yiizey reseptorleri

DNA baglayici niikleer proteinler (transkripsiyon faktorleri dahil)
Hiicre ici sinyal iletim sistemlerinin komponentleri

Hiicre siklusunda gorevli siklinler, siklin bagimli kinazlar ve kinaz

inhibitorleri (68).



Proto-onkogenlerin aktivasyonu 4 mekanizmayla gerceklesmektedir:

1. Amplifikasyon ile aktivasyon

2. Nokta mutasyonu ile aktivasyon

3. Yeni bir kimerik gen olusturan translokasyonla aktivasyon

4. Bir proto-onkogenin, transkripsiyonel olarak aktif olan bir kromatin bolgesine

translokasyonu sonucu aktivasyonu (68).

3.1.1.2. Tiimor siipressor (TS) genler

Tiimorigeneziste onemli rol oynayan ikinci gen grubu TS genlerdir. Bu
genler, anormal hiicre proliferasyonunun kontroliinde rol oynayan genler olarak
tanimlanirlar. Kayiplart ya da inaktivasyonlari malignansinin gelisimiyle
iliskilidir. Timor gelisiminden 6nce genin her iki kopyast da mutasyona ugramis
olmalidir (47).

Genel olarak mitoz iki yolla diizenlenmektedir: 1. Hiicre bdliinmesini
baskilayan genlerin normal isleviyle, 2. hiicre boliinmesini yiiriiten genlerin
normal isleviyle. Birinci smnifi olusturan genler TS genlerdir. Bu genler hiicre
siklusu boliimlerinin birbirine gecisini baskilar ya da inaktive eder ve hiicre
boliinmesini durdurur. Bu genler kalici olarak inaktive olursa ya da mutasyonlarla
ortadan kaldirilirsa, hiicre boliinmesinin kontrolii kaybolur ve hiicre kontrolsiiz bir
sekilde cogalmaya baslar (37).

TS genler, delesyon ya da nokta mutasyonlar1 sonucu sessizlesebilir fakat
en sik goriilen liciincii mekanizma promotorun metilasyonudur. Tiimor hiicre

DNA’st normal hiicre DNA’sina gore hipometiledir ancak genlerin



promotorlarindaki spesifik CpG diniikleotidlerinin metilasyonu gercekte hemen
her tip insan neoplazmasinda bulunmaktadir ve genin uygun olmayan
transkripsiyonal sessizlesmesi ile iligkilidir. Baz1 TS genler i¢in metilasyon, nokta
mutasyonuna bir alternatif olarak olusurken digerlerinde tiimor-spesifik fonksiyon
kaybinda bilinen tek mekanizmadir (68).

En 6nemli tiimor supressor genlerden bir p53 genidir. p5S3 normalde TS bir
gen olarak hiicre siklusunun Gl’den S fazina gecisini kontrol eder. p53
mutasyonlar1 meme, akciger, mesane ve kolon kanserini iceren pek cok kanser
tipinde bulunmustur. Tiim kanser vakalarinin %50’sinin p53 genindeki

mutasyonlarla iliskili oldugu tahmin edilmektedir (37).

3.1.2. Hiicre Siklusunun Kontrolii

Herhangi bir zamanda herhangi bir hiicre farkli davramis seceneklerine
sahiptir: ya sabit kalirlar, ya bdliiniirler veya oliirler (apoptozis) ya da bazilar
farklilagirlar. Hiicreler i¢ ve dig sinyallere cevap olarak bu yollardan birini
secerler. Onkogenler ve TS genler bu sinyalleri olusturmada ve yorumlamada
anahtar rol oynarlar. Boliinmeyi secen hiicrelerde siklus boyunca birka¢ onemli
kontrol noktasi vardir. Bunlar:
1. G1-S kontrol noktasi: Tamir edilmeyen DNA hasar1 oldugunda DNA
replikasyonu durdurulur ve apoptozis gerceklesir.
2. G2-M kontrol noktasi: Bu kontrol noktasinda DNA replikasyonu ve herhangi
bir hasarin tamiri tam olarak tamamlanmadan hiicrelerin mitoza girmesi

engellenmektedir.



3. Spindle (ig ipligi) kontrol noktasi: Mitoz esnasinda tiim kromozomlar ig
ipliklerine dogru olarak tutunmadik¢a kromozom segregasyonu bu kontrol

noktasinda engellenmektedir (68).

3.2. Genetik Varyasyon ve Polimorfizm

Polimorfizm, bir toplumda sadece tekrarlayan  mutasyonlarla
sirdiiriilemeyecek oranlarda var olan, nadir sikliktaki, devamlilik gostermeyen iki
veya daha fazla genetik 6zelligin bir arada olmasi olarak tanimlanabilmektedir (2).
DNA dizisinde dogal olarak meydana gelen varyasyonlar birka¢ sekilde
olusabilir; tek niikleotid substitiisyonu, tek ya da birkag¢ niikleoitidin insersiyonu
veya delesyonu, tekrarlayan dizi sayisindaki degisimler ve kromozom yapisindaki
biiyiik degisimler. Bunlar sikliklarina ve hastalik yapma yeteneklerine bagli olarak
polimorfizm ya da mutasyon olarak adlandirilmaktadirlar (6). Normal
populasyonda %1’den daha fazla siklikta olan degisimler polimorfizm olarak
kabul edilmektedir (6, 13). %1’den daha az siklikta olanlar ise genellikle
hastaliklarla sonu¢lanmaktadir. Sadece hastaliklarla sonuglanan mutasyonlar degil
ayn1 zamanda bazi polimorfizmler de fonksiyonel olarak Onemli olup hastalik
patogenezinde rol oynamaktadir. Tek niikleotidi iceren degisimler tek niikleotid
polimorfizmi (SNP, single nucleotide polymorphism) olarak adlandirilir. Bir
polimorfizmde yaygin olan dizi wild-tip allel, nadir olan ise varyant alleldir (6).

SNP’ler genetik polimorfizmlerin en yaygin formudur. Pozisyonlarina
gore ve genetik kodu degistirme yollarina gore farkli alt tiplere

siniflandirilmaktadir. Bir genin 5 UTR veya 3" UTR gibi promotorda lokalize



SNP’ler iiretilen protein miktarin1 cesitli yollarla etkileyebilirler. Niikleotid
degisiklikleri spesifik transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini degistirebilir,
boylece transkripsiyon oranini etkileyebilir., Ya da mRNA stabilitesini
etkileyebilir ve iiretilen protein seviyesini degistirebilir. Kodlayici bolgedeki
SNP’ler klinik olarak olduk¢a onemli potansiyele sahiptirler. Yapisal/fonksiyonel
olarak farkli bir aminoasit degisimi sadece proteinin yapisi ve/veya stabilitesini
etkilemez ayni zamanda protein-protein etkilesim yolaklarin1 da bozabilir. Bu tip
fonksiyonel etkilere ilave olarak daha kompleks seviyelerde gerceklesen
polimorfizmler de vardir. Ozellikle intron-ekzon simrlarinda olmak iizere ekzon
veya intronlardaki varyasyonlar alternatif splicingi etkileyebilir ve boylece farkl
protein formlarinin {iretilmesine yol acabilir. Lokus kontrol bdolgelerindeki
polimorfizmler ise potansiyel olarak gen ekspresyonunu etkileyebilir ve

hastaliklarla sonuglanabilir. Boylece SNP’ler ¢ok farkli etkilere sahip olabilirler

(6).

3.3. p53 Geni

Genomik instabiliteye yol acan en Onemli sebep, p53 transkripsiyon
faktoriinii kodlayan gen olan p53’iin delesyon veya mutasyonudur. Bu kayip
muhtemelen kanserde goriilen en sik genetik degisikliktir. Bu durum p53’iin
merkezi Onemini ortaya koymakta ve bu yiizden ‘“g@enomun muhafizi” olarak
adlandirilmaktadir. DNA’da hasar meydana geldiginde bu tamir edilemezse
apoptozis tetiklenir. pS3 bu islemlerde 6nemli bir role sahiptir. pS3 proteini cabuk

yikildigindan normal olarak bir hiicredeki seviyesi diisiiktiir. Hiicresel stres



sonucu meydana gelen sinyaller p53’iin fosforilasyonuna ve stabilizasyonuna
neden olur. Bu da p21VA¥™! gibi genlerin p53-bagimh transkripsiyonlarinin
artmasina yol acar. Bunlar hiicre siklusunu inhibe ederek apoptozisi kontrol
ederler. p53’ii olmayan tiimor hiicreleri hatali DNA’nin replikasyonuna devam
eder ve apopitozise ugramazlar. Bununla birlikte p53 kaybi kanser gelisiminde
nispeten gec bir olaydir ve tiimor gelisiminin erken evreleri p53 tarafindan
engellenemez (68).

pS53 geni 17. kromozomun kisa kolunda Ilokalize olup DNA
transkripsiyonu, hiicre siklusunun diizenlenmesi ve tiimor baskilanmasinda kritik
rol oynayan bir protein kodlamaktadir (61, 64). Genomun muhafizi olan bu gen
DNA hasarina cevap esnasinda hiicre siklusunun durmasimi saglayarak replikatif
DNA sentezi ve/veya mitoz yeniden baglamadan once hatali DNA’nin tamirini
saglamaktadir. Normal p53 fonksiyonu kaybedildiginde hiicreler ya 6lmektedir ya
da ¢cogalmaya devam etmektedir (64).

pS53 geni 20 kb boyutunda olup 11 ekzon icermektedir (8). pS3, 5 yiiksek
korunmus bolge ve 4 fonksiyonel domain iceren 393 aminoasitlik ve 53 kDa’luk
bir fosfoprotein kodlamaktadir (57). p5S3 geninin protein iiriini yaklasik 20
dakikalik kisa yar1 omre sahip oldugundan normal hiicrelerde tespit edilemez.
Primer olarak niikleusta lokalizedir ancak hiicre boliinmesinin G1 asamasinda ve
onu takip eden DNA sentezi esnasinda sitoplazmada da tespit edilebilir. p53
proteini farkli fonksiyonlara sahip ii¢ spesifik bolge icermektedir:

¢ Amino ucu bir ¢cok asidik aminoasit ve ¢ok sayida prolin icermektedir. Bu

bolge p53’iin transaktivasyonel ozelliklerinden sorumludur.
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e Karboksil ucu hidrofiliktir. Bu bolge ii¢ niikleer lokalizasyon sinyali igerir
ve bu bolgedeki mutasyonlar, primer olarak sitoplazmada bulunan bir
proteinle sonuclanir. Bu bolge ayrica p53 proteininin oligomer olusturma
yeteneginden de sorumludur.

e p53 proteininin merkezi bolgesi ise olduk¢a hidrofobiktir. Tiirler arasinda
yiiksek korunmusluga sahiptir. Bu bolge DNA baglanma aktivitesine
sahiptir ve transkripsiyonel aktivasyona ugrayacak genlerdeki hedef diziler
ile etkilesir. Insan tiimorlerindeki mutasyonlarin cogu bu bolgededir (47).

pS53, insan tiimorlerinin %50’sinden fazlasinda anormaldir. p53 proteininin

primer fonksiyonu bir tiimor supressor olmasidir. pS3 geninde 15 600’i{in iizerinde
mutasyon kaydedilmistir. Bu mutasyonlarin %74’ti missense mutasyonlardir.
Mutasyonlarin %95°i proteinin merkezi bolgesinde goriilmektedir (47). p53
genindeki mutasyonlar fonksiyon kaybi yaninda fonksiyon kazancini da iceren
farkli etkilere sahip olabilir. p53’iin fonksiyon kaybi, hiicre siklusunun
durdurulmasi ya da apoptozisin baglatilmasinda yetersizlige sebep olarak genomik
instabiliteyle sonuclanmaktadir. Fonksiyon kazancina sebep olan p53
mutasyonlari, wild-tip p53 ile herhangi bir kompleks olusumundan bagimsizdirlar
ve secici proliferatif avantajla iligkilidirler. Bu durum p53 genindeki farkh
mutasyonlarin tiimoriin tedaviye duyarliliginda farkli etkilere sahip olmasina iyi

bir delildir (49).

11



3.3.1. p53 Genindeki Polimorfizmler

Insan p53 geninde en az 10 farkli polimorfizm belirlenmistir. Bu
polimorfizmlerin fonksiyonel onemi heniiz ¢ok iyi bilinmemektedir (79). Bu
polimorfizmlerin en sik olan1 SNP’ler olup bunlarin ¢ogu genin kodlayici
olmayan bolgelerinde (intron) yer almaktadir. p53’iin kodlayici bolgelerinde
(ekzon) bulunan polimorfizmler arasinda sadece 2 tanesi aminoasit dizisini
degistirmektedir. Bunlar 47. residiide prolinin serine ve 72. residiide arjininin
proline doniisiimiidiir (57). Bu polimorfizmlerin biyolojik fonksiyonlarina dair

ipuglar1 sadece Arg72Pro varyanti i¢in rapor edilmistir (21).

3.3.1.1. p53’iin kodlayici-olmayan bolgelerindeki polimorfizmler

p53’in  kodlayici-olmayan  bolgesinde 15 yaygin  polimorfizm
tanimlanmistir. Bu dogal varyasyonlardan bazilar1 kanser gelistirme riskiyle
iliskili olarak bulunmustur. Kodlayici-olmayan polimorfizmlerden 2 tanesi;

- Intron 3 polimorfizmi (+16 baz cifti): Bu polimorfizm kodon 72
polimorfizmiyle birlikte en ¢ok calisilandir. Niikleotid 11 951°de lokalize
intron 3’de 16 baz ciftlik bir duplikasyon s6z konusudur. Sadece bir
calismada bu dogal varyantin degismis bir aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (57).

- Intron 6 polimorfizmi (G—C): Bu polimorfizmde niikleotid 13 964’de
intron 6’da bir G’nin bir C’e transversiyonu gerceklesmektedir. Bu
durumun, degismis p53 fonksiyonuyla iligkili oldugunu gosteren

calismalar bulunmaktadir. Intron 6 lokusunun mutasyonlar icin sicak nokta
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Intron 6 polimorfizmleri ile ¢esitli kanser
gelistirme riskleri arasindaki iliski epidemiyolojik caligmalarla

desteklenmelidir (57).

3.3.1.2. p53 proteininin kodlayic1 dizisini degistiren polimorfizmler

Serin 47 polimorfizmi: SNP P47S’de p53’iin evrimsel olarak korunmusg
prolin residiisii serinle degismektedir. Bu polimorfik varyant oldukc¢a
nadirdir. p53’tn S47 formu, wild tip p53 (P47 ya da wt) ile
karsilastirlldiginda  proteinin  proliferasyonu  baskilama  yetenegini
etkilemedigi gosterilmistir. Ancak daha sonra apoptozisi indiikleme
yetenegi arastirildiginda S47 varyantinin apoptozisi indiiklemede wt tip
pS53’e oranla azalmis bir yetenege sahip oldugu gosterilmistir. Giintimiizde
S47 polimorfizminin kanser riski ve terapisindeki etkisi bilinmemektedir
(57).

Kodon 72 polimorfizmi: Bu yaygin SNP, 72. aminoasit pozisyonunda bir
arjininin (R72) bir proline (P72) degisimiyle sonug¢lanmaktadir. Bu
polimorfizm, p53 proteininin ¢cogalmay1 baskilama ve apoptotik fonksiyon
icin 6nemli oldugu bilinen prolin-zengin bir bolgede gerceklesmektedir.
R72 ve P72 varyantlarinin allelik dagiliminda 6nemli bir fark oldugu ilk
kez Beckman ve ark. tarafindan gosterilmistir. Bu arastirmacilar bir Nijer
populasyonunda %17 ve bir Isve¢ populasyonunda %63 olmak iizere P72
allel frekansinda Oonemli bir farklilik tespit etmislerdir. Aymi cografik

enlemde yasayan populasyonlar arasinda herhangi bir farklilik
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bulmamislardir. Arastirmacilar P72 allel sikliginin enlemle farklilik
gostererek ekvatora yakin populasyonlarda arttigini ortaya koymuslardir.
Bu gozlemlere gore kodon 72 varyantinin aktivitesinin farkli oldugunu ve
aktivitedeki bu farkliligin yiiksek ultraviyole 1sik alan bolgelerde

seleksiyona maruz kalacagini ileri siirmiiglerdir (57).

3.4. p53 Kodon 72 Polimorfizmi ve Kanser Yatkinhig1 Arasindaki iliski

Insan populasyonlar1 arasinda wild-tip p53 proteininin en az iki formu
bulunmaktadir. Bunlar; p53’iin transaktivasyon domaininde kodon 72’de Arg’nin
(CGC) bir Pro (CCC) ile degisimidir (79). Bu degisim farkli elektroforetik
mobiliteye sahip yapisal olarak degismis bir proteinle sonuclanmaktadir (57).
Buna gore 3 farkli genotip ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar homozigot arjinin
(Arg/Arg), homozigot prolin (Pro/Pro) ve heterozigot (Arg/Pro) seklindedir (70).
Bu iki allelin fonksiyonel farkliliklar1 heniiz iyi bilinmemektedir (79). p53 TS
genindeki bu yaygin polimorfizm insan kanser yatkinligiyla iliskili olarak
bulunmustur (11, 20, 50, 65, 75). pS3 polimorfizminin Pro varyanti 6zellikle
akciger, meme ve kalin bagirsak kanserleri i¢in potansiyel bir risk faktorii olarak
rapor edilmistir (79).

Farkli kodon 72 genotipleri mide karsinojenlerine degisik cevaplar verebilir.
Boylece bir genotip digerleriyle karsilastirildiginda daha yiiksek kanser gelistirme
riski tasiyabilir (82). Kodon 72 varyantlarinin tiimér yatkinlhigiyla iliskili oldugu
bir cok calismada rapor edilmistir. Pro/Pro genotipli hastalar diger genotiplere

kiyasla oOzellikle sigara icen hastalarda akciger kanseri gelistirmeye daha
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yatkindirlar. Tersine sigara icmeyen akciger kanserli hastalarda homozigot arjinin
genotipinin siklikla artmasi s6z konusudur. Pro allelinin (Pro/Pro veya Arg/Pro)
artmis sikligir ayrica meme kanserli hastalarda da tespit edilmistir (64). Wang ve
ark. (75) ile Jin ve ark. (32) prolin homozigot bireylerin akciger kanseri
gelistirmede yiiksek bir riske sahip oldugunu gostermislerdir.

pS53 varyantlar1t major insan neoplazmlari i¢in risk faktorii olarak etki edebilir
ve ¢evresel risk faktorlerinin modulasyonunda 6nemli bir rol oynayabilirler (64).
Kodon 72 polimorfizmi ve kanser riski arasindaki giiclii iligki ¢esitli kanserlerde
rapor edilmesine ragmen meme ve kolorektal karsinom igin yetersiz kalmistir
(40). Son zamanlardaki calismalar sonucunda p53 proteininin 72. pozisyonundaki
bir prolin residiisiiniin bir arjinin residiisii ile substitiisyonu ile sonuglanan p53
gen polimorfizminin, kolorektal adenomun malign transformasyonunda bir risk
faktorii olabilecegi ileri siiriilmektedir (46).

Cesitli calismalarda homozigot Arg alleline sahip mide kanserli hastalar Pro
alleline sahip olanlarla (Pro homozigot ya da Arg/Pro heterozigot)
karsilastirlldiklarinda hastalifa daha genc baslangic yasina sahip olduklari
gozlenmistir. p53 Arg/Arg varyanti hizli kinetikle apoptozisi indiiklemekte ve
Pro/Pro varyantindan daha etkili bir sekilde transformasyonu baskilamaktadir. Pro
alleli varliginin terapotik direngle ve kotii prognozla iligkili olabilecegi ileri
siiriilmektedir (82).

Servikal kanserli hastalarda yapilan bir calismada kodon 72 Arg
homozigotlugunun invaziv servikal karsinom gelisimi i¢in bir risk faktorii

olabilecegi tespit edilmistir (80).
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Toda ve ark. resesif p53 mutantli kanserlerde Arg 72 allelinin tercihi bir
seciciligi oldugunu bulmuslardir (72). Buna gore resesif p53 mutantlarinin,
p53’iin Arg 72-bagimh inaktivasyonu ile segici bir biiyiime avantaji kazandigin
ileri stirmektedirler.

Kazak populasyonunda yapilan bir calismada HPV-iligkili 6zofageal squamus
hiicre karsinomlarinda p53 kodon 72 polimorfizminin potansiyel bir rolii
olabilecegi ve Pro allelleriyle karsilastirlldiginda Arg alleli tasiyan bireylerin
artmis bir 6zofageal kanser riskine sahip olduklar1 one siiriilmektedir (45).

Kodon 72 polimorfizminin mesane karsinogenezinde de rol oynayabilecegi
ileri siiriilmektedir. Son zamanlarda mesane kanserli hastalarda yapilan bir
calismada Arg/Arg genotipi tasiyan bireylerin mesane kanseri gelisimi i¢in artmis
bir riske sahip oldugu gozlenmistir (66).

p53 kodon 72 polimorfizminin etnik gruplar arasinda da 6énemli bir farklilik
gostermektedir (30, 43). Pro/Pro genotipi siyah irkta %37, Asyalilarda %22 ve
beyaz irkta %7 frekansta tespit edilmistir. Bu yiizden cesitli ¢calismalardaki allel
frekanslarinin  farkliligi hasta populasyonunun hem cografik hem etnik
farkliliklarini yansitabilir (27, 64).

Kanser gelisimi i¢in potansiyel bir risk faktorii olarak 2 allelin dagilimindaki
farkliligin gosterilmesine ilave olarak, farkli kodon 72 genotiplerinin hastaligin
prognozunu da etkileyebildigi ortaya konmustur. Wang ve ark. Pro/Pro genotipli
akciger kanserli hastalarin Arg/Pro genotipli hastalardan daha koétii prognoza

sahip olduklarim istatistiksel olarak bulmuslardir (75).
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Tiim bu calismalara gore, p53 varyantlari major insan neoplazmlari i¢in risk
faktorleri olabilirler ve kanser i¢in ¢evresel risk faktorlerinin modulasyonunda

onemli bir rol oynayabilirler (64).

3.5. insan Papillomaviriisii

Insan (human) papilloma viriisleri (HPV) uzun siire sigil viriisleri olarak
bilinmislerdir (31) ancak 1949 yilinda viral partikiiller olarak belirlenmislerdir
(26). Papillomaviriis grubuna ilgiyi arttiran en onemli sebep, insan kanserlerinin
yaygin bir formu olan serviks kanserleriyle olan iligkisinden kaynaklanmaktadir.
Bu iligki 1974’den oOncesine kadar diisliniilmemisti. Ayrica nadir bir insan deri
hastalig1 olan epidermodisplazi verrusiformiste de onemli bir rol oynadigindan
stiphelenilmistir. Yaklasik olarak 10 yildan daha az bir siire sonra serviks kanser
biyopsilerinden direkt olarak spesifik HPV tiplerinin izolasyonu ile genital
kanserlerdeki rolleri iizerinde detayli calismalar da baglamistir (26). Yaklasik
olarak 100’den fazla farkli HPV karakterize edilmis olup yeni tipler bu listeye
eklenmeye devam etmektedir (16).

HPV izolatlar1 kutan6z ve mukozal olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir.
Her bir grupta bazi karsinojenik tipler bilinmektedir (31). Mukoza-iliskili
HPV’ler, tiimor indiikleme yeteneklerine bagli olarak 2 alt tipe ayrilabilmektedir:
1. Diisiik riskli HPV’ler. Ornek olarak HPV-6 ve HPV-11
2. Yiiksek riskli HPV’ler. Ornek olarak HPV-16 ve HPV-18 (3).

HPV-6 ve HPV-11 gibi baz1t HPV tipleri benign proliferatif lezyonlarla

iliskili oldugundan bunlar “diisiik riskli”, HPV-16, HPV-18 ve HPV-33’ii iceren
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diger bazilar ise ¢esitli karsinomlarla iliskili olduklarindan “yiiksek riskli” olarak
diistiniilmektedir (62).

Bir HPV tipi diger tipler ile niikleotid diizeyinde %90’dan daha az
benzerlige sahiptir. %98’den fazla benzerlige sahip HPV’ler, tip varyantlari olarak

diistiniilmektedir (71).

3.5.1. HPV Yapisi ve Genomu
Papillomaviriisler ikosahedral simetrili ve genomu cevreleyen 72
kapsomerli zarsiz DNA viriisleridir. Viriisiin dis protein kilifi, bir major ve bir
mindr olmak iizere 2 protein icermektedir. HPV nin genetik bilgisi yaklasik 8.000
baz ¢ifti iceren halkasal, ¢ift zincirli bir DNA molekiiliinde kodlanmaktadir (10).
Papillomaviriisler kiiciik boyutlarina ragmen molekiiler biyolojileri oldukg¢a
komplekstir. Ozetle;
e Transformasyonda gorevli 3 onkogen olan E5 (E, early), E6 ve E7
e Transkripsiyon ve replikasyonda gorevli 2 regiilator protein olan E1 ve E2
e Viral kapsidi olusturan 2 yapisal protein olan L1 (L, late) ve L2’yi
icermektedirler (74).

Tipik bir HPV viriisiiniin genom yapisi sekil 1’de verilmistir.
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Sekil 1: HPV-16'nin genom haritasi. E1-E6 erken gen bolgeleri, L1 ve L2 gec gen
bolgeleri. Viral uzun kontrol bolgesi (LCR) replikasyon ve transkripsiyon bolgelerini
icerir (10).

Tiim viral alt tipler replikasyonda gorev yapan erken genler ve viral kapsid
proteinlerini kodlayan ge¢ genleri icermektedirler (3). Yaklasik 4.500 baz cifti
iceren erken bolge, plazmid replikasyonu, transkripsiyonun regiilasyonu ve
transformasyon aktivitesinden sorumlu genleri igcermektedir (10). Viral
entegrasyon tipik olarak viral E1 ve E2 bolgelerinde meydana gelmektedir. Bu
genler viral gen ekspresyonu ve replikasyonunu diizenleyen proteinleri
kodlamaktadir. E1 proteini viral DNA replikasyonu i¢in Oonemli olan helikaz
aktivitesine sahiptir. E2 ise viral transkripsiyonun diizenlenmesinde rol oynayan
bir DNA-baglayici protein kodlamaktadir (3, 51). E1 proteini, viral replikasyonun
baslamasinda anahtar rol oynamaktadir ve potansiyel bir terapétik adaydir (10).
Entegrasyon esnasinda E1 ya da E2 genlerinin bozulmasi, E6 ve E7 viral

proteinlerinin kontrolsiiz ekspresyonuna yol acar (3). Buna bagh olarak E6 ve E7
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onkoproteinleri karsinogenezde muhtemelen 6nemli roller oynamaktadirlar (7,
31). Genetik c¢alismalar sonucunda viriisiin transformasyon aktivitesi E6 ve E7
genleri olarak haritalanmistir. Bu genler hiicreleri transforme edebilme yetenegine
sahiptirler. HPV genomunun ge¢ bolgesi ise yaklasik 2.500 baz ¢ifti icermekte
olup viral kapsid proteinlerini kodlamaktadir. Kalan 1000 baz c¢ifti erken ve geg
genler arasinda lokalize olan bir regiilator bolgeyi kapsamaktadir. E6 ve E7
genlerinin transformasyon aktivitesi onlarin hiicre siklusunda gorevli hiicresel
proteinler ile olan interaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle E6
proteininin hiicresel p53 proteinine baglandigi ve E7 proteininin ise
retinoblastoma (Rb) gen iiriiniine baglandigi tespit edilmistir. E6’nin p53’e
baglanmasi1 bu hiicresel proteininin degradasyonuna yol acarak p53’iin hiicre
siklusunu diizenleme yeteneginde etkili bir azalmaya sebep olmaktadir (10).

HPV’nin kodlayict bilgisinin tiimii tek bir zincirde lokalizedir.
Transkripsiyon muhtemelen tek bir promotordan (P97) tek bir yonde meydana
gelmektedir (10). HPV’ler litik olmayan viriislerdir. Kendileri icin gerekli olan
tim enzimleri kodlamadiklar1 i¢cin DNA replikasyonlart simirlidir ve konakgi
hiicre DNA sentez sistemine bagimlidir (14, 51).

Yiiksek riskli viriislerin E6 ve E7 genleri, en iyi HPV-16 ve HPV-18’de
calisilmis ve hem E6’nin hem E7’nin transforme edici 6zelliklere sahip olduklar
gosterilmistir. HPV-16 ve HPV-18 tarafindan kodlanan E6 proteinlerinin hiicresel
p33 ile spesifik iligkisi in vitro olarak gosterilmistir. Scheffener ve ark. cesitli
HPYV tiplerinin E6 proteinlerinin p53 degradasyonunu stimiile etme yeteneklerini

arastirdiklart in vitro calismada, onceki calismalarla uyumlu olarak HPV-16
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E6’nin HPV-18 E6’dan 3 kat daha etkili olarak p53 degradasyonunu aktive
ettigini tespit etmislerdir (62). Bu calismada artmis HPV-6 ve HPV-11 E6
proteinlerinin varhiginda p53 stabil kalmistir. p53’iin E6-tesvikli degradasyonu
ATP hidrolizine bagimli olarak gerceklesmektedir ve p53 degradasyonunda

ubiquitin-bagimli proteaz sistemi rol oynamaktadir.

3.5.2. HPV Onkoproteinleri

Yiiksek risk HPV’ler biiyiime-stimiile edici ve transforme edici 6zelliklere
sahip en az 3 protein kodlamaktadirlar. Bunlar, E5, E6 ve E7’dir (25, 74).

ES proteini hidrofilik bir protein olup tercihi olarak golgi aygit1 ve plazma
membraninda bulunmaktadir. ES i¢in kodlayic1 agik okuma cercevesi servikal
karsinom hiicrelerinde siklikla delesyonludur (25). ES, epidermal biiyiime faktor
reseptorlerini aktive ettigi diisiiniilen proteinler kodlamaktadir (4).

Viral olarak indiiklenmis tiimorlerin biiyiik bir kisminda E6 ve E7 viral
proteinlerinin ekspresyonlar: secici olarak korunmakta ve bu durum direkt olarak
hiicresel transformasyonda rol oynamaktadir (3).

HPV E6 onkoproteini yaklasik 150 aminoasitlik bir protein kodlamaktadir.
Yiiksek-riskli E6 proteinlerinin en onemli biyolojik fonksiyonlart p53 tiimor
supressor proteininin inaktivasyonunda rol oynamalaridir. E6, p53-aracili
yolaklart iptal ederek hiicre proliferasyonunu tesvik etmektedir (3). E6 Bcl-2
ailesinin bir {iyesi olan diger bir proapoptotik protein Bak’in degradasyonuna da
aracilik ederken, ayn1 zamanda konak¢i hiicre telomerazini da aktive etmektedir

(25). Ayrica HPV-16 E6 proteininin p53, p300 ve transkripsiyonel koaktivator
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ADAZ3’{in transkripsiyonel aktivitesi icin onemli olan ilave hiicresel faktorler ile
de etkilesebildigi rapor edilmistir (51).

E7 onkoproteini ise amino-terminal domainli 100 aminoasitlik bir
proteindir. Yiiksek riskli E7 proteinleri, retinoblastom (Rb) tiimor siipressor gen
tirtinlinii iceren cesitli konakg1 hiicresel proteinler ile kompleks olusturmaktadir.
E7 ile olan bu kompleksler Rb ve iliskili proteinlerin fonksiyonel
inaktivasyonuyla sonuclanmaktadir. HPV-16 E7’nin, E2F trasnkripsiyon faktor
komplekslerinin inhibisyonunda gorev yapan Rb proteininin fonksiyonunu
engelledigi gosterilmistir. Bu durum transkripsiyonel olarak aktif E2F salinmasina
yol acarak proliferasyon-iligkili proteinlerin transkripsiyonu indiiklenmis olur.
Cesitli calismalarda ayrica E7 onkoproteininin p53 fonksiyonunu engelleme
yetenegi oldugu da gosterilmistir (3). E7’nin ayrica p300, CBP ve pCAF
transkripsiyon kofaktorleri ile iliskisi oldugu rapor edilmistir (5, 9, 29). E7 ayrica
baz1 siklin bagimli kinaz inhibitorlerinin potent bir inhibitoriidiir (25). Son
zamanlarda HPV-16 E7’nin, anormal sentrozom duplikasyonunu indiikledigi ve
bunun da ¢ok kutuplu anormal mitoz ve aneuploidiye yol agtigi gosterilmistir
fakat E7 onkogeni tarafindan sentrozom homeostazisini etkileyen mekanizma
heniiz bilinmemektedir (52).

Diisiik risk HPV tipleri E6 proteinleri diisiik afiniteyle p53’e baglanirlar
fakat degradasyona yol agmazlar (41). HPV-6 ve HPV-11’in E7 proteinleri,
HPV-16 ve HPV-18’in E7 proteinlerinden sirasiyla 5 kat ve 20 kat daha diisiik bir

afiniteyle Rb proteinine baglanmaktadir (78).
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E6 ve E7 proteinlerinin mitotik siklusta gorevli diger proteinler olan p53
ve Rb proteinlerine baglanmasi, siirekli proliferasyonun konak¢i hiicre
proteinleriyle etkilesen viral proteinlerden kaynaklanabilecegini
diistindiirmektedir. E7’nin diger mitotik hiicresel proteinler olan siklin E, siklin A,
siklin D1 ve E2F ile interaksiyonu da olduk¢a 6nemlidir. Bununla birlikte E7-Rb
ve E6-p53 baglanmalari, hiicrenin yazgisinda indirekt olarak 6nemli role sahip
olabilir (26).

Insan karsinogenezisi bir genomik instabilite hastalig1 olarak karakterize
edilmektedir. Insan solid tiimérlerinin biiyiik ¢ogunlugu aneuploidi basta olmak
tizere cesitli kromozom anomalileri i¢ermektedir. Genomik instabilite yiiksek
risk-HPV-iligkili erken premalign lezyonlarda da rapor edilmistir. Yiiksek risk
HPV E6 ve E7 onkoproteinleri birbirlerinden bagimsiz olarak normal insan
hiicrelerinde genomik instabiliteyi tesvik edebilirler ve sentromer anomalilerini
indiikleyerek mitotik defektler ve aneuploidiye neden olurlar (51).

HPV’ler farkli insan hastaliklart spektrumuyla iliskilidir. Insanlarda
papillomaviriis infeksiyonlarinin ¢ogu asemptomatik olup klinik olarak
malignansilerden ziyade sigillerle sonuglanan infeksiyonlardir. Bununla birlikte
1980’lerde ozellikle servikal kanser ve belirli HPV tipleri arasinda giiclii bir
iliskinin gozlenmesiyle, papillomaviriislerin hiicrelerin malignant doniisiime

aracilik etme yetenekleri dikkat ¢cekmistir (10).
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3.53. HPV’nin Transformasyon Mekanizmalarni ve Insan
Kanserlerindeki Rolii

Son zamanlardaki calismalar bazi viriis tiplerinin, 6zellikle HPV’nin,
kolorektal kanser patogeneziyle iligkili olabilecegini desteklemektedir. HPV nin
karsinojenik etkisi konak¢i hiicre DNA’sina viral entegrasyon ve viral
onkoproteinlerin ekspresyonundan kaynaklanmaktadir (19).

HPV tiplerinin hiicreleri transforme edebilmesiyle ilgili bilgilerin ¢cogu
genital kanserlerden izole edilen iki viriis olan HPV-16 ve HPV-18 iizerindeki
caligmalardan elde edilmistir. Ancak tiim HPV tipleri malignansiyi indiiklemede
aym1 mekanizmalar1 kullanmazlar. Ozellikle HPV-33 farkli bir mekanizmayla
hiicreleri transforme etmektedir. HPV-16 ve HPV-18 tarafindan hiicrelerin

transformasyonun ait bir model sekil 2’de gosterilmistir (10).

Ekstrakromozomal HPY DNA Entegre
v HPV genleri
s

_— 1 | /HPV DNA’nn bir konake:
i—y kromozomuna entegre olmasi

HPV E6 ve E7"nin
kontrolsiiz
ekspresyonu v

Hiicresel diizenleyici
proteinler ile
etkilesimler v

Benign gelisme

Malign timor

Sekil 2: HPV-16 ve HPV-18 tarafindan malign transformasyon modeli (10. kaynaktan
modifiye edilerek alinmustir).
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Tiim HPV tipleri konakg¢1 hiicre niikleusunda replike olmaktadir. Benign
HPV-iligkili deri lezyonlarinda HPV genomu tipik olarak konak¢i hiicrenin
DNA’sindan ayr olarak bulunur ve ekstrakromozomal bir epizom ya da plazmid
olarak replike olur. HPV-16 ve HPV-18 ile iligkili malign lezyonlarda ise viral
DNA genellikle konak¢i kromozomuna entegre olmaktadir. Konakgr hiicre
DNA’sina entegre olmak igin viral genomda bir kirik olugmalidir. Bu kirik
genomda rastgele bir bolgede meydana gelmez. Kiriklarin ¢ogu viriisiin E1/E2
bolgelerinde olusmaktadir. Bu bozulma, iki genin fonksiyon kaybina, E6 ve E7
genlerinin deregiilasyonuna ve bunun neticesinde de hiicresel transformasyona yol
acmaktadir (10).

HPV genomu konak¢i hiicrelerin farkli kromozomal bolgelerine entegre
olabilmektedir. Bu entegrasyon lokuslarini karakterize etmek igin yapilan bir
calismada 51 farkli entegrasyon lokusu tespit edilmis olup bunlarin hemen hemen
tiim kromozomlarda yer aldig1 goriilmiistiir. Bu calismada HPV dizilerinin kanser
iliskili genler ve frajil bolgelere yakin olarak entegre oldugu bulunsa da tercihi bir
bolge ya da entegrasyon motifi tespit edilmemistir (77). Farkli calismalarda
primer genital karsinom ya da hiicre hatlarinda HPV dizisi icin entegrasyon
bolgeleri 1q21-q23, 3pl4, 3p21, 3q26-q29, 8q21-q23, 12ql4-ql5, 13921 ve
18921 kromozomal bant bolgelerine ya da kromozom 1q ve 22q, 3p ve 13q, 3p ve
14’1 iceren translokasyon kirik noktalarina ve ayrica myc genlerini iceren 8q24 ve
2p24 kromozom bantlarina yakin olarak haritalanmistir (60). Son zamanlardaki

deliller malignansiyle iliskili HPV entegrasyon bdlgelerinin  tercihi
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lokalizasyondan ziyade insan genomu boyunca genis bir dagilima sahip oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte HPV DNA entegrasyonunun frajil bolgelerde ya
da yakininda, translokasyon kirik noktalarinda, onkogenler veya genlerin
kodlayici bolgelerinde olmaya meyilli oldugu tespit edilmistir (22).

HPV’nin hiicresel proteinler ile etkilesen transforme edici proteinleri hiicre
proliferasyonunun kontroliinde etkilidir (17). Yiiksek riskli HPV’lerin E6 proteini,
p53’iin ubiquitin-aracili proteoliz ile parcalanmasini tesvik etmektedir. Genom
stabilitesinin korunmasinda 6nemli rol oynayan p53 proteini normal bir hiicrede
DNA hasar gerceklestiginde artmaktadir. p21" ™! oibi hiicresel hedef genlerin
transkripsiyonel olarak aktivasyonu ile hiicre siklusunun G1’de durdurulmasi
tesvik edilmektedir. Boylece DNA hasarinin onarilmasi i¢in gerekli zaman
saglanmaktadir. Alternatif olarak DNA hasarina p53-aracili cevap apoptotik hiicre
Olimiiyle sonuclanabilmektedir (28).

HPV’ler 1995 yilinda Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) tarafindan resmi
olarak, insanlarda karsinojenik bir ajan olarak bildirilmistir. Bu sonug, insanlarla
yapilan epidemiyolojik calismalar, hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalar ve
deneysel caligmalar ile elde edilmistir. Bununla birlikte kanserdeki rolleri kabul
edilmesine ragmen papillomaviriisler malign transformasyon i¢in tek baslaria
yeterli degillerdir ve karsinojenik siire¢ i¢in diger faktorler de olmalidir (17).

Insan kanserlerinde HPV ile ilgili verilere gore HPV DNA tiim kanserlerin
yaklasik %10’unda bulunmaktadir (26). HPV DNA bas ve boyun kanserleri, oral
kanser, 0zofageal kanser, baz1 deri kanserleri ve akciger kanserini iceren timor

dokularinda tespit edilmistir (12). Bilharzial mesane kanserinde de HPV’nin
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etiyolojik bir rolii olabilecegi One siiriilmektedir (36). PCR (polimerase chain
reaction) ve in situ hibridizasyon teknikleri ile kolorektal kanser dokularinda HPV
DNA tespiti, HPV enfeksiyonunun kolorektal kanser gelisimiyle de iliskili
olabilecegini desteklemektedir. Bununla birlikte daha eski caligmalarda HPV
DNA tespiti PCR ile yapilmamistir. HPV antijenine dayali bu ¢aligmalarda hatali
sonuglar elde edilebilmistir (12).

Kolon ve rektum adenokarsinomu diinyada kanser Oliimlerinin {igiincii
sebebidir. Her yil 800 000’den fazla yeni vaka teshis edilmektedir. Servikal ve
anogenital kanserlerde rolii oldugu bilinen HPV’lerin son zamanlarda kolorektal
kanserlerle de iliskisi oldugunu gosteren ¢alismalar yapilmistir. HPV DNA ve
onun antijenleri cesitli tekniklerle kolon ve rektumun neoplastik lezyonlarinda
gosterilmistir (56).

Farkli ¢alismalarda kolorektal kanserlerdeki HPV yiizdesinde farkliliklar s6z
konusudur. Bir ¢alismada in situ hibridizasyon teknigiyle kolorektal adenomlarin
%27’ sinde, invaziv kolorektal karsinomlarin %31’inde ve in situ kolorektal
karsinomlarin %69’unda HPV DNA tespit edilmistir. Bagka bir ¢alismada PCR
teknigi ile kolorektal karsinomlarin %53’iinde ve adenomlarin %29’unda HPV
DNA tespit edilmistir. Bu farkli sonuglar 6rnek sayisi, 6rnek toplama ve metod
hassasligindaki farkliliklardan kaynaklanabilir. Ayrica cografik bolge farkliliklari
da sonuclarin farkli olmasinda etkili olabilir. Ornek olarak Latin Amerika iilkeleri,
Avrupa ve Kuzey Amerikaya gore daha yiiksek bir HPV enfeksiyon riskine

sahiptirler (19).
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3.6. insan Kanserlerinde HPV ve p53 Kodon 72 Polimorfizmi Arasindaki
Mliski

Karsinogenezde rol oynayan bazi genlerin germline polimorfizmleri, HPV-
iliskili karsinomlar icin genetik yatkinlik olusturabilmektedir (43). pS3 tiimor
supressor geninin 72. kodonundaki yaygin bir polimorfizmin, HPV-iliskili
kanserlerin gelisiminde bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmektedir. pS3’iin
ekzon 4 kodon 72’deki bu polimorfizminin HPV-iligkili kanserlerin gelisiminde
rol oynadigi ilk olarak 1998 yilinda Storey ve ark. tarafindan ileri siiriilmiistiir
(67). Arastirmacilar HPV-tegvikli servikal kanserli kadinlarin biiyiik bir kisminin
(%76) Arg alleli icin homozigot oldugunu rapor etmislerdir. Buna gore Arg72 i¢in
homozigot olan kadinlarda 7 kat artmis servikal kanser gelistirme riski oldugunu
rapor etmislerdir.

Yiiksek-risk HPV ekspresse eden hiicrelerde p53 seviyesi enfekte olmayan
normal hiicrelerle karsilastinldiginda  disiiktiir. p53  mRNA  seviyesi
etkilenmemektedir fakat p53 proteininin yar1 Oomrii azalmaktadir. Bu yiizden
yiiksek-risk HPV’ler p53 TS proteininin proteolitik degradasyonunu hizlandirarak
onu inaktive etme stratejisi gelistirmislerdir (52).

Diisilk risk HPV-11'in E6 proteini bile p53 Arg formunu degrade
edebilmektedir. Ozellikle homozigot Arg alleli HPV-iliskili servikal kanserlerin
%77 sinde tespit edilmistir. Bu oran normal populasyonda %37 olarak
bulunmustur. E6 tarafindan p53 Arg’nin daha hizli degradasyonu, artmis hiicresel
mutasyon oraniyla ve genomik instabiliteyle sonuclanacaktir. p53 Pro ise

degradasyona daha direncli olup bu sayede sonraki genetik hasarlardan hiicreyi
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koruyacaktir. Eger tiim risk faktorleri esitse p5S3 Arg alleli, malign degisim i¢in 7
kat artmis yiiksek risk olusturmaktadir (17).

p53’in wild tip allel formu, HPV infeksiyonunu takiben E6 onko-proteini
tarafindan degradasyona Pro72 varyantindan daha hassastir. Ayrica hiicresel
apoptozisi tetiklemede wild form daha etkilidir (21). Cesitli caligmalarda R72
varyantinin, apoptozisi indiiklemede 6nemli derecede artmis bir yetenege sahip
oldugu ve bunun da ozellikle mitokondriyle olan iligkisinden kaynaklandigi
bulunmustur. R72 ve P72 proteinlerinin biyolojik aktivitelerindeki farkliliklar
ayrica p53’tin mutant formlarini iceren belirli tiimorlerde de tamimlanmistir.
Kodon 72 polimorfizmi i¢in heterozigot (R72/P72) olan bireylerden elde edilen
tiimorlerde R72 alleli mutasyona daha ¢ok maruz kalirken P72 alleli ¢cogunlukla
delesyonla kaybedilmektedir (57). Kawaguchi ve ark. HPV-16/18 pozitif olan
orneklerde Arg tasiyan p53 protein formunun E6 proteini tarafindan degradasyona

HPV-16/18 negatif 6rneklerden daha yatkin oldugunu bulmuslardir (34).

3.7. Cahismanin Amaci

Kolorektal kanser ve mide kanseri tiim diinyada en yaygin
malignansilerden biridir (76, 79). Kolorektal kanser gelisiminde 6nemli olan
genetik faktorler, TS genler olarak adlandirilan hiicre regiilasyonu, hiicre
proliferasyonu ve farklilagmasinda gorevli genlerdir (24). Ozellikle p53
mutasyonlart mide kanserinde oldukg¢a sik goriilmektedir (48).

Bir ¢ok solid kanser dnemli genetik komponentle birlikte multifaktoriyel

olarak diisiiniilmektedir. Bireyler arasinda hastaliga yatkinlik, hastaligin ciddiyeti,
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tedaviye cevap, ciddi komplikasyonlarin olusmast ve diger olasi sonuglar
acisindan farkliliklar s6z konusudur. Kanserde SNP’lerin populasyon asosiyasyon
caligmalar1 hastalik riski, ciddiyeti, tedaviye cevap ve yan etkileri 6nceden tahmin
etmek ve uygun danismanlik verilmek agisindan oldukca dnemlidir (6).

Bazi p53 polimorfizmlerinin cesitli insan kanserlerine yatkinlikla ve
prognozla iliskili oldugu tespit edilmistir. p53’iin yaygin bir polimorfizmi, kodon
72°de gerceklesmektedir. Bu polimorfizm ya bir prolin (CCC) ya da bir arginin
residiisii (CGC) iceren varyant bir proteinle sonuglanmaktadir. pS3 varyantlarinin,
transkripsiyonu aktive etmek, apoptozu indiiklemek ve primer hiicrelerin
transkripsiyonunu baskilamak i¢in transkripsiyonel sistemin komponentlerine
baglanma yeteneklerinde farkliliklar s6z konusudur. Pro/Pro genotipli hastalar
diger genotiplere sahip olanlara gore (6zellikle sigara icen hastalar) akciger
kanseri gelisimine daha yatkindir. Meme kanseri olan hastalarda artmis prolin
alleli frekanst (Pro/Pro veya Arg/Pro genotipleri) bulunmustur (81). p53 kodon
72 polimorfizminin Arg ve Pro allelleri farkli mekanizmalar yoluyla farkli
kanserlerde yiikselmis risklere neden olabilir (69). Cesitli ¢alismalar kodon 72
polimorfizminin mide adenokarsinom gelisiminde rol oynadigin1 one siirmektedir
(81). Ancak mide kanseri ve pS53 polimorfizmiyle ilgili az sayida calisma
bulunmaktadir (82). p53’tin 2 polimorfik formu arasindaki farkliliklar1 ortaya
koyan deneysel caligmalara gore kodon 72’deki genotip kolorektal timor
gelisimine yatkinlig1 degistirebilir (38).

Kanser gelisiminde eukaryotik viriislerin olasi rolii ise son 50 yildir yogun

bir arastirma alani haline gelmistir. Cesitli kanserler ve bazi DNA ve RNA
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viriisleri arasinda giiclii bir iliski saptanmistir (58). Karsinogenezde rol oynayan
onemli DNA tiimor viriislerinden biri HPV’dir (39). Yiiksek-riskli HPV’ler ile
enfeksiyon sonucunda normal hiicrelerin DNA hasarina cevabi bozulabilmektedir
(35). HPV’nin onkogenik potansiyelinin 6zellikle 2 erken viral gen iiriinii olan E6
ve E7 ile iligkili oldugu ortaya konmustur. Bu proteinler, TS genler tarafindan
kodlanan proteinlerle etkilesirler (39). Calismalar, birkag DNA tiimor viriisiiniin
transforme edici proteinlerinin  6zellikle p53 proteini ile etkilestigini
gostermektedir (41). p53 TS geninin kodon 72 polimorfizminin, HPV-iliskili
kanserlerin gelisiminde bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmektedir (67). Son
zamanlarda HPV igeren viral karsinogenezde, konak¢inin genetik alt yapisinin bir
kofaktor olarak etki ettigi molekiiler bir temel tanimlanmistir. Buna gore insan
p53 geninin kodon 72 Arg formu, HPV E6 tarafindan degradasyona Pro
formundan daha hassastir (14).

HPV enfeksiyonu ile servikal ve anogenital tiimorler arasindaki iligki
yaygin olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte HPV ile iist solunum sindirim
sistemi ve meme dokusu gibi cesitli viicut bolgelerini iceren malignant hastaliklar
arasindaki iliski heniiz acik degildir (15).

Farkl1 populasyonlarda kolorektal doku ve adenokarsinomlarda HPV DNA
rapor edilmigsse de HPV ile birlikte p53 kodon 72 polimorfizmi sadece birkag
calismada arastirilmistir (55). Ayrica hem HPV insidansinin cografik bolgelere
gore farklilik gostermesi hem de p53 kodon 72 polimorfizminin etnik gruplar

arasinda onemli bir farklilik gOstermesi sebebiyle, bu calisma ile Elazig ili ve
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cevresinde gastrointestinal sistem kanserlerinin olusumunda HPV ve p53 kodon
72 polimorfizminin bir rolii olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla planlandi.

Bu calismada gastrointestinal sistemin 6zofagus, mide, kolon ve rektum
gibi farkli lokalizasyonlarimi iceren tiimorlerde c¢alisildi. HPV tespiti i¢cin PCR
yontemi altin standart olarak kabul edildigi icin dokulardan elde edilen
DNA’larda PCR yontemiyle HPV tespiti yapilmasi amaglandi. p53 kodon 72
polimorfizminin tespiti icin ise allel spesifik PCR kullanilarak genotipler
belirlendi ve gastrointestinal sistemin farkli lokalizasyonlarini iceren tiimorlerde
HPV’nin farkli tipleri ile p53 kodon 72 polimorfizmi arasindaki iliski

degerlendirildi.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Hastalarin Secimi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Insan Arastirmalari Etik Kurulunca onaylanan
calismada, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda 2000-2006
yillar1 arasinda patolojik olarak gastrointestinal sistem adenokarsinom tanisi almig
106 hastaya ait tiimor 6rnekleri ve ayn1 106 hastanin tiimore komsu olan normal
dokusu kullanildi. Kanser vakalarinin 38’1 mide, 42’si kolon, 20’si rektum, 4’
0zofagus ve 2’si ince barsak tiimoriidiir. Her lokalizasyona ait tiimoriin histolojik
tipleri tablo 1’de verilmistir. Hem tiim6r dokusu hem komsu normal dokuda p53
kodon 72 polimorfizmi ve HPV c¢alisildi. Genomik DNA izolasyonu tiimor
dokusu ve komsu normal dokuyu iceren parafine gomiilii dokulardan elde edilen
kesitlerden gerceklestirildi. Vaka grubunu olusturan bu hastalarin cinsiyet
dagilimi1 59 erkek ve 47 kadin, yas ortalamasi 57.03%£1.29 (25-80 arasi) olarak
belirlendi.

p53 kodon 72 polimorfizminin arastirilmasinda kontrol grubu olarak kanser
olmayan 107 saglikli bireyin kan oOrneklerinden elde edilen DNA kullanildi.
Saglikli kontrol grubunun cinsiyet daglimi 71 erkek ve 36 kadin, yas ortalamalar1

36.03 £1.51 (17-78 arasi) olarak belirlendi.
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Tablo 1: Hastalarda tiimor lokalizasyonuna gore tiimoriin histolojik tipleri

Mide Kolon Rektum Ozofagus Ince bagirsak

Iyi diferansiye adenokarsinom 2 5 2 - -
Orta diferansiye adenokarsinom 13 27 15 2 2
Az diferansiye adenokarsinom 10 5 - 1 -
Karsinoid tiimér 1 - - - -
Tagh yiiziik hiicreli karsinom 4 - - - -
Miisin6z karsinom 3 3 3 - -
Diffiiz large B hiicreli karsinom 2 - - - -
Adenoskuamdz karsinom 1 2 - 1 -
Difiiz infiltratif karsinom 2 - - - -
Toplam 38 42 20 4 2

4.2 Orneklerin toplanmasi ve analize hazirlanmasi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda 2000-2006
yillarina ait arsiv taramasi yapilarak gastrointesitnal sistemin 6zofagus, mide,
kolon, ince barsak ve rektum bolgelerini iceren adenokarsinomlu hastalar tespit
edildi. Yeterli DNA elde edebilmek icin bu hastalardan ilgili bolge rezeksiyonu
yapilanlar ¢alismaya dahil edildi. Bu hastalara ait histolojik preparatlar mikroskop
altinda incelenerek tiimor dokusu ve normal doku Ornegi iceren preparatlar ve
daha sonra bunlara ait parafin bloklar elde edildi. Parafine gomiilii dokulardan 5
um’lik kesitler alinarak ependorf tiiplerde saklandi. Ornek toplanmasi

tamamlandiktan sonra DNA izolasyonu agamasina gecildi.

34



Kanser olmayan saglikli bireylerden olusan kontrol grubunda ise 2 ml
periferik kan EDTA’l1 tiiplere alinarak DNA izolasyonu yapilancaya kadar -20

C°’de saklandi.

4.3. Kimyasal maddeler, sarf malzemeleri ve cihazlar

Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157.MP, Germany
ve Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany), Elektronik hassas terazi
(Shimadzu Corporation Libror AEG-320, Japan), pH metre (Hanna Instruments
HI8521 pHmeter, Italy), UV/visible spektrofotometre (LKB Biochrom Ultraspec
Plus 4054 UV/visible spectrophotometer, Cambridge, England), hiz ayarl vorteks
(Labinco L46, The Netherlands), su banyosu (Kotterman labortechnic type 3643,
Germany), Elektroforez aparati 1200V-500mA E815 (Belgium), Electrophoresis
box (Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium), Eppendorf
Mastercycler gradient (Netheler Mlnz GmbH, 22331 Hamburg, Germany), UV
lambas1 ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama {initesi (TCP-20-M, Vilber
Lourmat, Cedex, France), sodyum asetat, sodyum kloriir, sodyom hidroksit,
hidroklorik asit, glasiyal asetik asit, DTT (dithiotreitol) (Ambresco, Solon, USA),
proteaz (Sigma, Germany), amonyum kloriir, potasyum hidrojen karbonat,
sodyum dodesil siilfat (SDS), kloroform izoamil alkol (25:24:1) (Ambresco,
Solon, USA), kloroform izoamil alkol (24:1) (Ambresco, Solon, USA), %70’lik
etanol, borik asit, EDTA, bromphenol blue, xylene cyanole, ficoll, agaroz, yiiksek
rezoliisyonlu agaroz, ethidium bromide, TRIS HCI, potasyum asetat, magnesium

asetat, TRIS-asetat, deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) seti (dATP, dGTP, dCTP,
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dTTP) (Larova, Germany), Taq DNA polimeraz (Sigma, Germany), Magnezyum

Kloriir, 100 b¢ DNA marker (Bio Basic, Canada).

4.4 Parafin blok Kesitlerinden DNA izolasyonu icin kullamlan

soliisyonlarin hazirlanmasi

4.4.1 K tamponunun hazirlanmasi
Stok soliisyonu
1 M Tris-HCI: 15.764 gr Tris-HCI tartilarak distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
pH’10.1 N HCl ile 8’e ayarlandi.
S M NaCl: 29.22 gr NaCl tartilarak distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
0.5 M EDTA: 18.61 gr EDTA tartilarak distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
Cozme islemi esnasinda i¢ine yaklasik olarak 2-3 gr NaOH pelleti atildi. pH 8’e
ayarlandi.

% 4’1iik SDS: 4 gr SDS tartilarak distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Calisma soliisyonu

20 mM Tris-HCI pH:8: 1 M’lik stok Tris-HCI soliisyonundan 10 ml alindi.
150 mM NaCl: 5 M’lik stok NaCl soliisyonundan 15 ml alindi.

10 mM EDTA pH:8: 0.5 M’lik stok EDTA soliisyonundan 10 ml alindi.

% 0.2°lik SDS: %4’liik stok SDS soliisyonundan 25 ml alindi.

Proteinaz K: 10 mg proteinaz K tartild1.
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K tamponu hazirlanirken calisma soliisyonlarindan belirtilen oranlarda
alinarak soliisyonun hacmi distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. Manyetik
karistiricida yarim saat oda 1sisinda karistirildi. Steril kabin igerisinde 14 ml’lik

falkon tiiplerine 12 ml olacak sekilde paylastirildi ve —20°C’de saklandi.

4.4.2. DTT’nin hazirlanmasi

1 M’lik 10 ml stok DTT hazirlamak i¢in 1.5425 gr DTT tartilarak steril bir
falkon tiipiine konuldu ve distile su ile 10 ml’ye tamamlandi. Tiip alt-iist edilerek
erimesi saglandi. Steril kabin icerisinde 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 500 ul olarak
dagitilarak —20°C’de sakland1 ve calisma esnasinda her 6rnek i¢in bundan 40 mM

kullanildi.

4.4.3. Sodyum asetat’in hazirlanmasi
3 M’lik sodyum asetat i¢in 40.81 gr sodyum asetat tartild1 ve distile su ile

100 ml’ye tamamlandi. Glasiyal asetik asit kullanilarak pH 5.2’ ye ayarlandi.

4.5. Parafin blok kesitlerinden DNA izolasyonu
Parafin blok kesitlerinden DNA izolasyonu Kalkan ve arkadaslarinin
protokoliine gore uygulandi (33). Gerceklestirilen deney asamalart asagida
siralandi8 gibidir:
1. Patoloji Anabilim Dalinda, parafine gomiilii dokulardan 5 pm olarak
alinan kesitlerden 1-2 tanesi alinarak ependorf tiipe birakildi.

2. Uzerine 500 pl K tamponu ve 20 ul DTT konularak vortekslendi.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

. 37°C ve yaklasik olarak 85 rpm calkalanma olarak ayarlanmis su

banyosunda bir gece bekletildi.

Ertesi giin lizerine 500 pl fenol kloroform izoamil alkol (25:24:1)
eklenerek vortekslendi ve 15 dakika 13.000 rpm’de +4°C’de santrifiij
edildi.

Santrifiij sonras1 Uist katmandaki siipernatant pipetle alinarak ayri bir
ependorfa toplandi.

Uzerine, alman siipernatanta esit hacimde kloroform izoamil alkol (24:1)
eklendi.

Hafif vortekslendikten sonra 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant tekrar alinarak ayr bir ependorfa aktarildi.

Alinan siipernatantin 1/10’1 kadar sodyum asetat eklenerek pipetaj yapildi.
Uzerine, alinan siipernatatntin 2.5 kati kadar -20°C’deki absolute
etonolden eklenerek hafifce vortekslendi ve —20°C’de 1 gece (ya da —
80°C’de 2 saat) bekletildi.

Uciincii giin —20°C’den alinarak oda 1s1sinda 5-10 dakika bekletildi.

13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

DNA ependorfun dip kisminda acik renkli bir pellet olarak gozlendi.

Tiip hafifce egilerek siipernatant dokiildii.

Uzerine 800 ul %70’lik etil alkol konularak hafifce vortekslendi ve 13.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant dokiildii ve 2-3 saat kurumaya birakildi.

38



17. Tiplere 60 ul DNase ve RNase’dan arindirilmis deiyonize su ilave
edilerek sulandirildi.
18. DNA’lar kullanilincaya kadar —20°C’de sakland.

Bu islemler bittikten sonra eppendorf tiiplerde bulunan DNA’nin tahmini
miktarin1  hesaplamak i¢in spektrofotometre ile Ol¢iim yapildi. UV/visible
spektrometre 260 ve 280 nm’de cift dalga boyu araliginda okuma yapacak sekilde
ayarlandi. DNA o6rneginden 4 pl alinarak mikro kiivette bulunan 746 pl saf suyun
tizerine konuldu ve alt-iist yapildi. Okuma gerceklestirildi. Daha sonra ng/ul
DNA= Ay x dilusyon faktorii x 50 formiiliinden hareketle 6rneklerdeki DNA’nin

yaklasik miktar1 hesaplandi (59).

4.6. Kandan DNA izolasyonu

Kandan DNA izolasyonu Promega firmasindan alinan ticari “Wizard
Genomic DNA Purification Kit’i ile gerceklestirildi (Kat. No: A1125, Madison,
WI, USA). Bu kit 300 ul kandan DNA izolasyonu i¢in dizayn edilmistir. Calisma

esnasinda kitin genel kurallarina uymak kosuluyla bazi modifikasyonlar yapildi.

4.7. Oligoniikleotidler (primerler)
Calismada kullanilacak olan primerler (Oligoniikleotid) Iontek firmasina
sentezlettirildi. Satin alman primerlerin niikleotid dizisi ve elde edilen PCR

iriinlinii baz ¢ifti uzunlugu asagida belirtilmistir:
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Tablo 2: Kullanilan primerlerin dizileri ve PCR {iriin uzunluklar

Primerler Dizi (5'- 3) PCR iiriinii (bg)
p-globin F GAA GAG CCAAGG ACAGGT AC 268
B-globin R CAACTT CAT CCACGT TCACC

GP5 TTT GTT ACT GTG GTA GAT AC 139-145
GP6 GAA AAA TAA ACT GTA AAT CA

HPVISF AAA CTA ACT AAC ACT GGG TTA TAC A 143
HPVISR ATG GCA CTG GCC TCT ATA GT

HPV16F TCG ATG TAT GTC TTG TTG CAG 225
HPVI6R GGT TAC AAT ATT GTA ATG GGC

HPVIIF TGT GTG GCG AGA CAA CTT TCC CTT 236
HPVI1IR TGG TTA TTT AGT TTT ATG AAG CGT GCC TTT CCC

HPV33F AAC AGT TAA AAA ACC TTT AAA 171
HPV33R AGT TTC TCT ACG TCG GGA CCT C

ArgF TCC CCC TTG CCG TCC CAA 141

ArgR CTG GTG CAG GGG CCA CGC

ProF GCC AGA GGC TGC TCC CCC 177

ProR CGT GCA AGT CAC AGA CTT

PCR isleminde kullanilacak olan tiim primerlerin konsantrasyonunun 25

pl PCR son hacmi icin 20 pmol olarak hazirlandi.

4.8. Polimeraz zincir reaksiyonu

4.8.1. Beta globin spesifik PCR

Yiiz alt1 timor ve 106 komsu normal dokuya ait parafine gomiilii doku
kesitlerinden elde edilen tiim DNA’lar ilk olarak beta (B)-globin primerleriyle
PCR kurularak (73) DNA’nin varligir kontrol edildi. B-globin PCR kosullar1 su
sekildedir: her bir primerden 20 pmol kullanildi. Sense ve antisense primerler,
1.25 U Taqg DNA polimeraz (Sigma, Germany), 2 mM dNTP (Larova, Germany),
1 mM MgCl,, 6.5 pul ddH,O ve 50 mM KCI ile 10 mM Tris-HC1 (pH 8.3)

tamponu (10X buffer) iceren master miks solusyonu (15 puL), icinde 50 ng DNA
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iceren 0.2 mL’lik tiiplere eklendi. PCR isleminin birinci asamasi ¢ift sarmal DNA
molekiillerini denatiire etmek i¢in yalnizca bir dongii olmak iizere 5 dakika
94°C’de gerceklestirildi. PCR isleminin ikinci asamasi 94°C’de 30 saniye
denatiirasyon (melting), 52°C’de 1 dakika baglanma (annealing) ve 72°C’de 1
dakika uzatma (extention) olmak {iizere 40 dongii iizerinden gercgeklestirildi.
Uciincii asama olan en son siklustaki uzatma periyodu 72°C’de 10 dakika olacak
sekilde gerceklestirildi ve ornekler 4°C’ye kadar hizla sogutuldu. Daha sonra bu

PCR amplikonlar1 %2’lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

4.8.2. p53 kodon 72 spesifik PCR

B-globin PCR’1 ile beklenen bant boyutunda DNA’nin varligi
gozlenmeyen Ornekler i¢in parafin blok kesitlerinden DNA izolasyonu tekrar
gerceklestirildi. B-globin spesifik PCR ile tiim orneklerde DNA’nin varlig
gosterildikten sonra p53 kodon 72 polimorfizmini tespit etmek i¢in allel spesifik

PCR (66) uyguland1 (Sekil 3).

P33 geni (ekzon 4)

—»
p53-al

-
pS3-p2

kodon 72 (C/G)

Sekil 3: Allel spesifik PCR ile pS53 kodon 72 polimorfizminin belirlenmesi. Ekzon 4’de
polimorfik bolgenin yapisi ve PCR analizi i¢in kullanilan primerler oklarla gosterilmistir
(43. kaynaktan modifiye edilmistir).
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p53 kodon 72 polimorfizmini belirlemek icin uygulanan PCR kosullar1 su
sekildedir: sense ve antisense primerler, 1.25 U Tag DNA polimeraz, 2 mM
dNTP, 1 mM MgCl,, 9 pl ddH,O ve 50 mM KCl ile 10 mM Tris-HCI (pH 8.3)
tamponu (10X buffer) iceren master miks solusyonu (20 uL), icinde 50 ng DNA
iceren 0.2 ml’lik tiiplere eklendi. Her ornek icin pS3 arginin (Arg) ve prolin (Pro)
allellerine 6zgii olmak {iizere iki ayri PCR reaksiyonu kuruldu. Bunun icin;
yalnizca bir dongii olmak iizere 94°C’de 3 dakika, 94°C’de 30 saniye
denatiirasyon, Arg alleli icin 60°C’de 30 saniye ve Pro alleli i¢in 54°C’de 30
saniye baglanma ve 72°C’de 30 saniye uzatma olmak iizere 35 dongii iizerinden
gerceklestirildi. Uzatma periyodu 72°C’de 5 dakika olacak sekilde gerceklestirildi
ve Ornekler 4°C’ye kadar hizla sogutuldu. Daha sonra bu PCR amplikonlar

%?2’lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

4.8.3. HPV spesifik PCR

HPV spesifik PCR kurulmadan 6nce hangi 6rneklerde HPV’nin oldugunu
arastirmak amaciyla Oncelikle genel dizi olan GP5/GP6 genel pimerleri
kullanilarak PCR kuruldu (66). Bunun i¢in sense ve antisense primerler, 1.25 U
Tag DNA polimeraz, 2 mM dNTP, 1 mM MgCl,, 7 ul ddH,0 ve 50 mM KCl ile
10 mM Tris-HCI (pH 8.3) tamponu (10X buffer) iceren master miks solusyonu
(20 ul), icinde 50 ng DNA iceren 0.2 ml’lik tiiplere eklendi. PCR kosullar
94°C’de 3 dakika, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 52°C’de 30 saniye baglanma
ve 72°C’de 30 saniye uzatma olmak iizere 40 dongii lizerinden gercgeklestirildi.

Uzatma periyodu 72°C’de 5 dakika olacak sekilde gerceklestirildi ve ornekler
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4°C’ye kadar hizla sogutuldu. Daha sonra bu PCR amplikonlar1 %2’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek hangi 6érneklerde HPV enfeksiyonunun oldugu analiz
edildi.

Agaroz jel elektroforezi sonucunda beklenildigi gibi 145 b¢ (baz cifti)
uzunlugunda bant gozlenen ornekler HPV enfeksiyonu yoniinden pozitif olarak
degerlendirildi. Bu sekilde GP5/GP6 spesifik PCR ile HPV-pozitif olarak tespit
edilen 6rneklere HPV-11, 16, 18 ve 33 tiplerine ait primerler kullanilarak 2 ayr1
reaksiyon tiipii icerisinde PCR kurularak HPV tiplemesi yapildi (66). HPV-16 ve
33 birlikte, HPV-11 ve 18 birlikte ¢alisildi. HPV-16 i¢in spesifik primer dizisi
daha once iyi calistig1 bilinen farkli bir makaleden alind1 (1). HPV-11 ve 18,
HPV-16 ve 33’e ait 20 pmol olarak hazirlanmis 2 primer c¢iftine ait sense ve
antisense primerler, 1.25 U Tag DNA polimeraz, 2 mM dNTP, 1 mM MgCl,, 8 ul
ddH,0 ve 50 mM KCl ile 10 mM Tris-HCI (pH 8.3) tamponu (10X buffer) iceren
master miks solusyonu (25 ul), icinde 50 ng DNA iceren 0.2 ml’lik tiiplere
eklendi. PCR kosullar1 94°C’de 2 dakika, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon,
52°C’de 40 saniye baglanma ve 72°C’de 35 saniye uzatma olmak iizere 10 dongii
ve 92°C’de 30 saniye denatiirasyon, 47°C’de 40 saniye baglanma ve 72°C’de 45
saniye uzatma olmak iizere 30 dongii iizerinden gerceklestirildi. Uzatma periyodu
72°C’de 10 dakika olacak sekilde gerceklestirildi ve drnekler 4°C’ye kadar hizla
sogutuldu. Daha sonra bu PCR amplikonlar1 %2’lik agaroz jel elektroforezinde

yiriitiilerek HPV tiplerine 6zgii bant boyutlaria gore HPV tiplemesi yapildi.
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4.9. Agaroz jel elektroforezi

Beta globin, p53 kodon 72, GP5/GP6 ve HPV tiplemesi i¢in kurulan tiim
PCR reaksiyon iiriinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiildi (59). Kosma tamponu
olarak Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponu (0.5X) kullanildi. Bu tamponun stok
sekli olan 5X tampon su sekilde hazirlandi: 54 g TRIS-base, 27.5 gr borik asit, 20
mL 0.5 M EDTA (pH 8) 1 L distile ve deiyonize suda ¢oziildii. Jel elektroforezini
yapmak icin horizontal tipte jel elektroforez sistemi kullanildi (Electrophoresis
box, Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium). UV 1s1ginda DNA
fragmanlarim1 gérmek i¢in ethidium bromide floresan boyasi kullanildi. Her 100
ml 0.5X TBE tamponu i¢in, 5 pl hacimde, konsantrasyonu 10 mg/ml olan EtBr
ilave edildi (Jeldeki ve kogsma tamponundaki final EtBr konsantrasyonu 0.5 pg/ml
olarak belirlendi). Jel iizerindeki kuyucuklara DNA’nin aplikasyonu icin yiikleme
tamponu kullanild1 (%15 ficoll, %0.25 BPB [brom phenol blue], %0.25 XC
[xylene cyanole] 100 ml su icerisinde ¢oziildii, 3’er ml’lik hacimlere ayrilarak
deneylerde kullanildi). Bu yiikleme tamponunun orani, jele yiiklenecek PCR
irtinliniin %10’unu gecmeyecek sekilde ayarlandi. Bunun icin sindirim yapilmis
DNA iiriiniine (total 25 pl) 2.5 pl boyali tampon ilave edildi. DNA’lar jellere
yiiklenirken, beklenen bantlarin boyutlarinin belirlenebilmesi amaciyla ayni jel
tizerine Promega firmasindan (Madison, WI, USA) alinan 100 bp DNA marker’i
de yiiklendi. Jeller, oda sicakliginda 150 V ve 75 mAmp sabit akimda kosturuldu.
30 dakikalik kosturmadan sonra jeller UV 1sik altinda degerlendirilerek

fotograflandi.
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4.10. Istatistiksel analizler

Hastalarin demografik 6zellikleri arasindaki farkliliklar (yas, cinsiyet), p53
kodon 72 polimorfizmi goz oniine alinarak Ki-kare testi ile degerlendirildi.
Hastalar ve kontroller arasindaki genotipik dagilimlarin farkliliklar1 ve bunun
HPV ile olan iligkisi Ki-kare testi ile degerlendirildi. P degerinin <0.05 olmasi1
istatistiksel acidan anlaml olarak kabul edildi. Biitiin istatistiksel testler “SPSS®

for Windows computing program, Version 11.0” ile gerceklestirildi.
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S. BULGULAR

5.1. Parafin Blok Kesitlerinde Beta-Globin PCR sonuclar

Calismanin ilk asamasinda 106 tiimér dokusu ve bu tiimérlere komsu
normal doku olmak {iizere toplam 212 parafin blok kesitinden DNA izolasyonu
yapild1 ve beta-globin primerleriyle PCR kuruldu. Hiicresel DNA’nin varlifina
bakilarak ekstraksiyonun basarisi kontrol edildi. DNA elde edilen 6rneklerin
PCR’lar1 sonucunda agaroz jel elektroforezinde 268 b¢ uzunlugundaki iiriinii
gosteren bant gozlendi (Sekil 4). Bu bantin gozlenmedigi ornekler i¢in parafin

blok kesitlerinden tekrar DNA izolasyonu yapilarak beta-globin PCR’1 uygulandi.

Sekil 4: Beta-globin spesifik PCR’a yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1, 2 ve 3.
situnlar: 268 b¢ bant elde edilen ornekler. 4. siitun: negatif kontrol. M: 100 b¢ DNA
boyut markiri.
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5.2. Hasta ve Kontrollerde p53 Kodon 72 Polimorfizminin Dagilim

Once tiimor dokusu ve tiimore komsu normal doku orneklerinden elde
edilen DNA'’larda, sonra saglikli bireylerin periferik kanlarindan elde edilen
DNA’larda p53 kodon 72 polimorfizmi ¢alisildi. Bunun icin 2 ayr1 deney ile allel
spesifik PCR uygulandi. Agaroz jel elektroforezinde Arg alleli i¢cin 141 bg, Pro
alleli i¢in ise 177 b¢ uzunlukta bantlar elde edildi. Sadece 141 b¢ uzunlukta bant
olmas1 halinde Arg/Arg homozigot, sadece 177 bc¢’lik bant varliginda Pro/Pro
homozigot, hem 141 b¢ hem 177 b¢ uzunluklarinda bant gozlendigine Arg/Pro

heterozigot olarak degerlendirildi (Sekil 5).

Sekil 5: p53 kodon 72 polimorfizmine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1.birey: Arg
homozigot. 2. birey: Arg/Pro heterozigot, 3. birey: Pro/Pro homozigot. Arg alleli 141 bg,
Pro alleli 177 b¢. M: 100 b¢ DNA boyut markiri.

Hasta ve kontrol grubundaki p53 kodon 72 polimorfizmine ait genotip
sikliklar1 tablo 3’de verilmistir. iki grup arasindaki genotipler degerlendirilirken,

bir bireyin tiim viicut hiicrelerindeki genotipi yansitmasi acisindan adenokarsinom
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tanil1 hastalarin tiimore komsu olan normal dokularindaki p53 genotipi dikkate
alind1 ve bunlar saglikli bireylerden olusan kontrol grubundaki p53 genotipleriyle

karsilastirildi. Tiimor dokusundaki p53 genotipi ayrica degerlendirmeye alindi.

Tablo 3: Hasta ve kontrol grubunda p53 kodon 72 polimorfizmine ait genotip sikliklar

(%)
Arg/Pro (%) Arg/Arg (%) Pro/Pro (%) P
Hasta (n=106) 94 (88.7) 12 (11.3) - ok
Kontrol (n=107) 50 (46.7) 49 (45.8) 8 (7.5) —
p skek
—:p>0.05
**: p<0.01

Bu sonuglara gore hasta grubunda Arg/Pro genotipi 94 bireyde (%88.7),
Arg/Arg genotipi 12 bireyde (%11.3) tespit edilirken Pro/Pro genotipi hig
gozlenmedi. Kontrol grubunda ise Arg/Pro genotipi 50 bireyde (%46.7), Arg/Arg
genotipi 49 bireyde (%45.8) ve Pro/Pro genotipi 8 bireyde (%7.5) tespit edildi.
Hasta ve kontroller arasinda Arg/Pro, Arg/Arg ve Pro/Pro genotiplerinin
dagiliminda istatistiki olarak onemli bir fark oldugu tespit edildi (p<0.01).
Hastalarda Arg/Pro genotipinin (94/106) kontrol grubuna (50/107) gore 6nemli
derecede yiiksek oldugu gozlendi. Hastalarda Arg/Arg genotipi (12/106) ise
kontrol grubuna gore (49/107) onemli derecede diisiiktii. Hastalarda Pro/Pro
genotipi hi¢ gézlenmezken kontrol grubunda %7.5 (8/107) olarak tespit edildi.
Ayrica hasta grubunda Arg/Pro heterozigot genotipinin Arg/Arg homozigot
genotipine oranla istatistiki olarak 6nemli bir farkla fazla oldugu gozlendi.

Hasta ve kontrol grubunda Arg ve Pro allel frekanslar1 tablo 4’de

verilmistir. Buna gore Arg allel frekansi hastalarda 0.556, kontrollerde 0.691 ve
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Pro allel frekans: hastalarda 0.691, kontrollerde 0.308°dir. Hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda Arg ve Pro allel frekanslar1 acisindan istatistiki olarak énemli bir
fark oldugu gozlendi (p<0.05). Hasta grubunda Pro allel frekans1 kontrol grubuna
gore yiiksek olarak bulundu. Ayrica kontrol grubunun kendi igerisinde Arg allel
frekanst Pro allel frekansina gore Onemli derecede yiiksek olarak belirlendi

(p<0.01).

Tablo 4: Hasta ve kontrol grubundaki p53 kodon 72 polimorfizmine ait Arg ve Pro allel
frekanslar1 (%)

Arg allel Pro allel

frekansi (%) frekansi (%) P
Hasta (n=106) 59 (0.556) 47 (0.443) —
Kontrol (n =107) 74 (0.691) 33 (0.308) ok
p ES
—:p>0.05
**: p<0.01
*: p<0.05

Bu calismada p53 kodon 72 polimorfizmi degerlendirilirken hastalarin
tiimore komsu olan normal dokusundaki genotip esas alindi. Ancak tiim6r dokusu
da ayrica p53 kodon 72 polimorfizmi agisindan degerlendirildi. Calisilan 106
timor dokusu orneginin 80’indeki p53 genotipi komsu normal dokuyla aymi
olarak bulundu. Kalan 26 Ornekte ise normal dokudan farkli genotipler tespit
edildi. Bunlar; 18 Ornekte komsu normal dokudaki p53 genotipi Arg/Pro iken
timor dokusunda Arg/Arg seklinde ve 8 Ornekte ise normal dokudaki genotip

Arg/Arg iken tiimor dokusunda Arg/Pro seklindedir.
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5.3. Hasta ve Kontrol Grubunda Cinsiyete Gore p5S3 Kodon 72
Polimorfizminin Dagilim

Cinsiyete gore hasta ve kontrol grubunda p53 genotiplerinin dagilimina
bakildiginda hasta grubunda Arg/Pro ve Arg/Arg genotiplerinin kadin ve
erkeklerdeki dagiliminda onemli bir fark gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 5). Ancak
hasta grubunda hem erkeklerde hem de kadinlarda Arg/Pro genotipi Arg/Arg
genotipine gore istatistiki olarak ©6nemli diizeyde yiiksek olarak belirlendi
(p<0.01). Aym sekilde kontrol grubunda da erkek ve kadinlarda Arg/Pro, Arg/Arg

ve Pro/Pro genotiplerinin dagiliminda fark gozlenmedi (p>0.05).

Tablo 5: Cinsiyete gore hasta ve kontrol grubunda p53 genotipinin dagilimi (%)

Arg/Pro (%) Arg/Arg (%) Pro/Pro (%) p
Hasta grubu (n = 106)
Erkek 55 (51.9) 4(3.8) - wox
Kadin 39 (36.8) 8 (7.5) - *k
P _
Kontrol grubu (n=107)
Erkek 35 (32.7)" 31 (29.0)? 54.7)° 0k
Kadin 15 (14.0)" 18 (16.8)" 3(2.8)° ok
p _
—: p>0.05
**: p<0.01

a, b: Aymi satirdaki farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0.05)
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5.4. Hasta ve Kontrol Grubunda Yasa Gore pS53 Kodon 72
Polimorfizminin Dagilim

Hasta ve kontrol grubunda yasa gore p53 kodon 72 polimorfizmine ait
genotip dagilimi tablo 6’da verilmistir. Buna goére hem hasta hem kontrol
grubunda Arg/Pro, Arg/Arg, Pro/Pro genotiplerinin dagiliminda 60 yas altinda ve
60 yas ve iistiinde onemli bir farklilik olmadi tespit edildi (p>0.05). Sadece daha
once belirtildigi gibi her 2 grupta da hem 60 yas altinda hem de 60 yas ve iistiinde
Arg/Pro heterozigot genotipi, Arg/Arg ve Pro/Pro genotiplerine gore Onemli

derecede yiiksekti (p<0.01).

Tablo 6: Yasa gore hasta ve kontrol grubunda p53 genotipinin dagilimi (%)

Arg/Pro (%) Arg/Arg (%) Pro/Pro (%) p
Hasta grubu (n=106)
<60 yas 42 (41.6) 7(6.9) — woE
>60 yas 48 (47.5) 4 (4.0) — woE
p _
Kontrol grubu (n=107)
<60 yas 44 (41.1) 40 (37.4)* 7 (6.5)° ok
>60 yas 6 (5.6)* 9 (8.4)° 1 (0.9)° ok
p _
—: p>0.05
** 1 p<0.01

a, b: Aymi satirdaki farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0.05)
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5.5. Hasta Grubunda Tiimor Lokalizasyonuna Gore pS53 Kodon 72

Polimorfizminin Dagilim

Tablo 7°de hastalarda tiimoriin lokalizasyona gore p53 genotipinin

dagilimi verilmistir. Buna gore tiim lokalizasyonlarda Arg/Pro heterozigot genotip

yiiksek oranda tespit edilmistir.

Tablo 7: Hasta grubunda tiimor lokalizasyonuna gore p53 genotipinin

dagilim (%)

Arg/Pro (%)

Arg/Arg (%)

Lokalizasyon
Mide

Kolon
Rektum
Ozofagus
Ince Bagirsak

Toplam

33 (31.1)
40 (37.7)
16 (15.1)
3(2.8)
2(1.9)
94 (88.7)

54.7)
2(1.9)
4(3.8)

1(0.9)

12 (11.3)

5.6. Hasta Grubunda Tiimériin Histolojik Tipine Gore p5S3 Kodon 72

Polimorfizminin Dagilim

Hasta grubunda tiimoriin histolojik tipine gore p53 genotipinin dagilimi

tablo 8’de verilmistir. Hasta grubunun biiyiik boliimiinde gozlenen orta derece

diferansiye adenokarsinomlu hastalarin 52’sinde (%49.1) Arg/Pro genotipi

gozlendi.
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Tablo 8: Hasta grubunda tiimoriin histolojik tipine gére p53 genotipinin
dagilim (%)

Arg/Pro (%) Arg/Arg (%)
Histolojik tip
Iyi diferansiye adenokarsinom 8(7.5) 1(0.9)
Orta diferansiye adenokarsinom 52 (49.1) 7 (6.6)
Az diferansiye adenokarsinom 13 (12.3) 3(2.8)
Karsinoid tiimér 1(0.9)
Tagl yiiziik hiicreli karsinom 3(2.8) 1(0.9)
Miisin6z karsinom 9 (8.5)
Diffiiz Large B hiicreli karsinom 2(1.9)
Adenoskuamoz karsinom 4 (3.8)
Difuz infiltratif karsinom 2(1.9)

5.7. Hasta grubunda tiimor dokusu ve tiimore komsu normal dokuda
gozlenen HPV

p53 kodon 72 polimorfizmi calismasi tamamlandiktan sonra tiimor sokusu
ve tiimore komsu normal dokuda HPV tespiti icin PCR c¢alismalar1 yapildi. HPV
spesifik PCR kurulmadan 6nce hangi 6rneklerde HPV’nin oldugunu aragtirmak
amaciyla oncelikle genel dizi olan GP5/GP6 genel primerleri kullanilarak PCR
kuruldu. HPV spesifik PCR 106 tiimor dokusu 6rneginin 100’iinde yapilabilirken,
106 komsu normal dokunun tiimiinde basariyla gerceklestirildi. GP5/GP6 spesifik
PCR sonucunda agaroz jel elektroforezinde beklenildigi gibi 145 b¢ uzunlugunda
bant gozlenen oOrnekler HPV enfeksiyonu bakimindan pozitif olarak
degerlendirildi (Sekil 6). Buna gore calisan 100 tiimor dokusu Orneginin 41’1
(%41) HPV (+), 59°’u (%59) HPV (-) ve calisan 106 tiimore komsu normal

dokunun 33’ii (%31.1) HPV (+), 73’1i (%68.8) HPV (-) olarak tespit edildi.

53



Sekil 6: GP5/GP6 spesifik PCR’a yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1, 2 ve 3.
siitunlar: 145 bg¢ bant elde edilen HPV (+) ornekler. 4. siitun: negatif kontrol. M: 100 bg
DNA boyut markiri.

GP5/GP6 spesifik PCR ile HPV-pozitif olarak tespit edilen Orneklere
HPV-11, 16, 18 ve 33 tiplerine ait primerler ile HPV tiplemesi yapildi. Tiimor
dokusu orneklerinde tespit edilen 41 HPV (+) ornegin 16’sinda, calistigimiz HPV
tipleri bulundu. Buna goére 6rneklerin 8’inde HPV-16, 3’tinde HPV-18 ve 5’inde
HPV-33 tespit edildi. Bu 6rneklerden ikisinde iki tip HPV tespit edildi. Bunlar bir
ornekte hem HPV-16 hem HPV-33’diir, diger drnekte ise hem HPV-18 hem HPV-
33 seklindedir (Sekil 7, 8, 9). Komsu normal dokudaki 33 HPV (+) 6rnegin ise
sadece 5’inde, ¢alistigimiz HPV tiplerinden bulundu. Bunlar 3 6rnekte HPV-18 ve
2 ornekte HPV-33 seklindedir. Tiimor ve komsu normal doku orneklerinin hig

birinde HPV-11 tespit edilmedi.
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Sekil 7: HPV-16 i¢in spesifik PCR’a yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1, 2 ve 3.
stitunlar: 225 bg bant elde edilen HPV-16 (+) 6rnekler. M: 100 b¢ DNA boyut markiri.

Sekil 8: HPV-18 icin spesifik PCR’a yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1, 2 ve 3.
stitunlar: 143 bg bant elde edilen HPV-18 (+) 6rnekler. M: 100 b¢ DNA boyut markiri.
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Sekil 9: HPV-33 icin spesifik PCR’a yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1, 2 ve 3.
stitunlar: 171 bg bant elde edilen HPV-33 (+) 6rnekler. M: 100 b¢ DNA boyut markiri.

Tiimor dokusunda lokalizasyona gore HPV pozitifliginin dagilimi ve
yiizdesine bakildiginda 38 mide orneginin 17’sinde (%44.7), 37 kolon 6rneginin
13’linde (%35.1), 19 rektum Orneginin 9’unda (%47.3), 4 6zofagus Orneginin

I’inde (%?25) ve 2 ince barsak orneginin 1’inde (%50) HPV tespit edilmistir

(Tablo 9).

Tablo 9: Tiimor dokusunda lokalizasyona gore HPV pozitifliginin dagilimi

(%)
HPV (+) (%) HPV () (%)
Lokalizasyon
Mide 17 (17.0) 21 (21.0)
Kolon 13 (13.0) 24 (24.0)
Rektum 9 (9.0 10 (10.0)
Ozofagus 1 (1.0) 3(3.0)
Ince Barsak 1 (1.0) 1(1.0)
Toplam (n=100) 41 (41.0) 59 (59.0)
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5.8. Hasta grubunda HPV pozitifligi ve pS3 kodon 72 polimorfizmi

Tablo 10’da hasta grubunda tiimor dokusundaki HPV(+) ve HPV (-)
orneklerde bireye ait pS3 genotipinin dagilimi ve ylizdesi verilmistir. Buna gore
100 tiimor dokusunda 41 HPV (+) 6rnegin 36’sinda (%36.0) Arg/Pro ve 5’inde
(%5) Arg/Arg tespit edildi. Hem HPV (+) hem HPV (-) orneklerde Arg/Pro
genotipinin frekanst Arg/Arg genotipinin frekansina oranla istatistiki olarak
onemli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.01). Ancak Arg/Pro genotipinin HPV (+) ve
(-) orneklerdeki dagiliminda ve Arg/Arg genotipinin HPV (+) ve (-) 6rneklerdeki

dagilimda 6nemli bir fark saptanmadi ( p>0.05).

Tablo 10: Hasta grubunda tiimor dokusunda HPV(+) ve (-) orneklerde, bireyin p53
genotipinin dagilimi (%)

Arg/Pro (%) Arg/Arg (%) p
HPV (+) (n=41) 36 (36.0) 5(5.0) ok
HPV (-) (n=59) 52 (52.0) 7(7.0) ok
p —
—:p>0.05
*% 1 p<0.01
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6. TARTISMA

6.1. Hasta ve Kontrol Grubunda p53 Kodon 72 Polimorfizminin
Degerlendirilmesi

Bazi p53 polimorfizmlerinin cesitli insan kanserlerine yatkinlikla ve
prognozla iliskili oldugu tespit edilmistir. p53’iin yaygin bir polimorfizmi, kodon
72°de gerceklesmektedir. Bu polimorfizm ya bir prolin (CCC) ya da bir arginin
rezidiisii (CGC) igceren varyant bir proteinle sonuglanmaktadir. pS3 varyantlarinin,
transkripsiyonu aktive etmek, apoptozu indiiklemek ve primer hiicrelerin
transkripsiyonunu baskilamak i¢in transkripsiyonel sistemin komponentlerine
baglanma yeteneklerinde farkliliklar s6z konusudur (81). p53 arjinin varyanti,
apoptozisi indiikleme ve transformasyonu baskilamada p53 prolin varyantindan
daha etkilidir (64). Pro/Pro genotipli hastalar diger genotiplere sahip olanlara
gore (Ozellikle sigara icen hastalar) akciger kanseri gelisimine daha yatkindir.
Meme kanseri olan hastalarda artmis prolin alleli frekanst (Pro/Pro veya Arg/Pro
genotipleri) bulunmustur (81). p53 kodon 72 polimorfizminin Arg ve Pro allelleri
farkli mekanizmalar yoluyla farkli kanserlerde yiikselmis risklere neden olabilir
(69). Cesitli calismalar kodon 72 polimorfizminin mide adenokarsinom
gelisiminde rol oynadigimi One siirmektedir (81). Ancak mide kanseri ve p53
polimorfizmiyle ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir (82). p53’iin 2 polimorfik
formu arasindaki farkliliklar1 ortaya koyan deneysel calismalara gore kodon

72’deki genotip kolorektal tiimor gelisimine yatkinligi degistirebilir (38).
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Calismamizda gastrointestinal sistem kanserli 106 hasta ve 107 saglikli
bireyde p53 kodon 72 polimorfizmi arastirildi. Hastalardaki p53 genotipi, tiimore
komsu normal dokulara ait parafin blok kesitlerinden elde edilen DNA’larda
calisilirken, kontrol grubu olarak saglikli bireylerin periferik kanlarindan elde
edilen DNA’larda ¢alisildi. Genotip frekanslari, hastalar arasinda %88.7 (94/106)
Arg/Pro, %11.3 (12/106) Arg/Arg seklindedir. Hasta grubunda Pro/Pro genotipi
tespit edilmedi. Kontroller arasinda ise %46.7 (50/107) Arg/Pro, %45.8 (49/107)
Arg/Arg ve %7.5 (8/107) Pro/Pro’dir. Arg/Pro, Arg/Arg ve Pro/Pro genotiplerinin
dagiliminda istatistiki olarak onemli bir fark tespit edildi (p<0.01). Hastalarda
Arg/Pro genotipinin (94/106) kontrol grubuna (50/107) gore onemli derecede
yiiksek oldugu gozlendi. Hastalarda Arg/Arg genotipi (12/106) ise kontrol
grubuna gore (49/107) onemli derecede diisiiktii. Hastalarda Pro/Pro genotipi hig
gozlenmezken kontrol grubunda %7.5 (8/107) olarak tespit edildi. Hasta grubunda
Pro/Pro genotipinin hi¢ gozlenmemesi, parafine gomiilii doku kesitlerinden elde
edilen DNA’nin iyi kalitede olmamasindan kaynaklanabilir. Ancak bu ¢alismada
hasta grubunda p53 kodon 72 polimorfizmi i¢in allel spesifik PCR her hasta i¢in
ikiser defa calisilarak kontrol edildi. Baz1 hastalarda bantlarin zayif olmasi halinde
3. kez calisildi. Ya da hasta sayisinin az olmasi ve her timor tipine ait ¢alisma
gruplarinin kiiciik olmasindan dolay1 bu calismaya 6zgii olarak Pro/Pro genotipi
goriilmemis olabilir. Bu sonuclara gore Arg/Arg ve Pro/Pro genotipleri ile
karsilastirlldiginda heterozigot Arg/Pro genotipinin Onemli derecede artmis

gastrointestinal sistem kanser riskiyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

59



Hasta ve kontrol grubunda Arg ve Pro allel frekanslarina bakildiginda Arg
allel frekans: hastalarda 0.556, kontrollerde 0.691 ve Pro allel frekansi hastalarda
0.691, kontrollerde 0.308°dir. Hasta ve kontrol gruplart arasinda Arg ve Pro allel
frekanslar1 agisindan istatistiki olarak 6nemli bir fark oldugu gozlendi (p<0.05).
Hasta grubunda Pro allel frekansi kontrol grubuna gore yiiksek olarak bulundu.

Benzer sonuclart Shen ve ark. da bir Cin populasyonunda yaptiklari
calismada bulmuslardir. Bu calismada aragtirmacilar mide kanserli 324 hasta ve
317 kontrol vakasini igceren ¢alismada, periferik kandan elde edilen DNA’larda
p53 kodon 72 polimorfizmini ¢calismiglardir. Genotip frekanslar1 hastalar arasinda
%29.6 Arg/Arg, %55.6 Arg/Pro ve %14.8 Pro/Pro seklindedir. Kontroller arasinda
ise %29.6 Arg/Arg, %50.5 Arg/Pro ve %19.9 Pro/Pro’dir. Vaka ve kontroller
arasinda allel frekanslarinda Onemli bir fark bulmamislardir. Ancak Pro/Pro
genotipi ile karsilastirlldiginda heterozigot Arg/Pro genotipinin énemli derecede
artmis mide kanseri riskiyle iligkili oldugunu bulmuslardir. Ayrica risk genotipi
olarak Arg/Pro ve Arg/Arg kombine genotipinin (Arg/Pro+Arg/Arg) onemli
derecede artmis mide kanseri riskiyle (6zellikle non-kardia gastrik kanser) iliskili
oldugunu tespit etmislerdir (63).

Shephard ve ark. 217 gastrik kanserli hastadan elde edilen timor ve
normal dokuya ait parafine gomiilii dokularda ekzon 4’deki degisimleri
incelemislerdir. Bu calismada 7 vakada ekzon 4 mutasyou bulunmustur. Ayrica
hasta grubunda kodon 72’de polimorfizm tespit etmislerdir. Genotiplerin dagilimi
%54 Arg/Arg, %33 Arg/Pro ve %13 Pro/Pro seklindedir. Kodon 72 genotiplerinde

istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunmustur (64).
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Zhang ve ark. 102 mide kanserli hastada yaptiklar1 ¢calismada kodon 72
polimorfizmi ve adenokarsinomlu hastalarin prognozu arasinda acik bir iliski
bulmamislardir. Ancak yas ile p53 Arg’nin artmis bir sikligini tespit etmislerdir ve
homozigot Arg allelinin 6nemli derecede artmis mide kardia kanseriyle iligkili
oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada Arg/Arg %53, Arg/Pro %43 ve Pro/Pro
genotipi %4 frekansinda belirlenmistir. Genotiplerin erkek ve kadinlardaki
dagilimi benzerdir. Ancak arjininin homozigot allelinin varlig1 yas ile pozitif
iliskili bulunmustur (81).

Zhang ve ark. 2003 yilinda yaptiklar1 baska bir ¢alismada 120 mide
kanseri vakasi ve 277 kontrol 6érneginde parafin bloktan elde ettikleri DNA ile p53
kodon 72 polimorfizmini arastirmislardir. Bu ¢alismada vaka ve kontrol grubu
arasinda kodon 72 genotip dagiliminda bir fark olmadigi ancak kardia mide
kanser hastalarinda Arg/Arg genotipinin kontrol grubundan ve kardia olmayan
mide kanser hastalarindan daha yiiksek bir yiizdeye sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu calismada ayrica 36 kanser vakasinin gastrik tiimor dokusunun genotipi ayni
hastanin iyi ayrilmis normal dokusuyla da karsilastirilmistir. 36 tiimor dokusu ve
aynt hastanin normal dokusunun ayni genotipe sahip oldugu bulunmustur. Bu
calismada hastalarin yas1 ve cinsiyeti degerlendirildiginde mide kanserli hasta
grubunda yas ile kodon 72 Arg allelinin artmis siklikta oldugu gézlenmistir. 75 ve
tizeri yaslardaki kanser hastalarinda Arg/Arg genotipinin artmis bir siklikta
oldugu ve geng yas grubundaki kanser hastalarindan ve kontrollerden 2 kat daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore Zhang ve ark. kodon 72 Arg p53

genotipinin ge¢ baglangicli mide kanseriyle ve uzamis yasamsallikla iligkili
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olabilecegini one siirmektedirler (82). Calismamizda 75 yas ve iizeri olan toplam
10 hastadaki p53 genotipi Arg/Pro heterozigot seklinde olup boyle bir iliski tespit
edilmemistir.

Calismamizda cinsiyete gore hasta ve kontrol grubunda p53 genotiplerinin
dagilimina bakildiginda hasta grubunda Arg/Pro ve Arg/Arg genotiplerinin kadin
ve erkeklerdeki dagiliminda onemli bir fark gézlenmedi (p>0.05). Aym sekilde
hem hasta hem kontrol grubunda Arg/Pro, Arg/Arg, Pro/Pro genotiplerinin
dagiliminda 60 yas altinda ve 60 yas ve iistiinde onemli bir farklilik olmadigi
tespit edildi (p>0.05).

Calismamizda kanser vakalarinin 38’1 mide, 42’si kolon, 20’si rektum, 4’
0zofagus ve 2’si ince bagirsak tiimoriidiir. Tiimoriin lokalizasyonuna gore p53
kodon 72 polimorfizminin dagilimina bakildiginda tiim lokalizasyonlarda Arg/Pro
heterozigot genotipinin yiiksek oranda oldugu gozlenmektedir.

Koloraktal kanser ve p53 Arg72Pro polimorfizmi arasindaki iliskiyi
arastiran bazi calismalarda birbiriyle uyumsuz sonuglar elde edilmistir. Bunlarin
bir kisminda Pro tasiyan genotiple artmis bir risk tespit edilirken bir kisminda Pro
tasiyan genotiplerin etkisiz oldugu ya da istatistiki olarak onemsiz zit bir iligskiye
sahip oldugu bulunmustur (38). Koushik ve ark. 442 kolorektal kanser ve 904
kontrol vakas1 ve ayrica 856 kolorektal adenom ve 1184 kontrol vakasin iceren
iki aynn calisma populasyonunda yaptiklar1 bir c¢alismada p53 Arg72Pro
polimorfizminin kolorektal kanser ile iliskili olmadigini, bununla birlikte Pro
tasiyan genotipler ile iligkili artmis bir kolorektal adenom riski tespit etmislerdir.

Kolorektal kanseri bolge spesifik olarak degerlendirdiklerinde ise Pro tasiyan
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genotiplerin kadinlarda proksimal kolon kanseriyle ve erkeklerde ise distal kolon
kanseriyle giiclii bir sekilde iligkili oldugunu bulmuslardir. Bu c¢alismanin
sonuglarina gore Koushik ve ark. Pro allelinden dolay1 p53-tesvikli apoptozisin
azalmis etkinliginin, kolorektal neoplazilerin erken basamaklarinda rol
oynayabilecegini ve kolorektal bolge ve cinsiyet goz Oniine alindiginda invaziv
hastaliga ilerlemede bir faktor olabilecegini ileri stirmektedirler (38).

Son yillarda yapilan bir calismada Sul ve ark. 155 gastrik kanserli vaka ve
134 kontrol grubunda yaptiklar1 ¢calismada p53 Pro/Pro polimorfizmi ile gastrik
kanser arasinda onemli bir iligki olmadigin1 tespit etmislerdir (70).

Hiyama ve ark. bir Japon populasyonunda 117 Helicobacter pylori (H.
pylori)-kronik gastritli gastrik kanserli ve 116 H.pylori-iligkili kronik gastritli
kontrol vakasinda yaptiklar1 bir calismada, gastrik kanserli hastalar ve kontrol
vakalar1 arasinda p53 kodon 72 polimorfizmi agisindan 6nemli bir fark olmadigini
bulmuslardir. Bu ¢alismada kontrol vakalarinda %43.1 Arg/Arg genotipi, %44.8
Arg/Pro ve %12.1 siklikta Pro/Pro genotipi bulunurken gastrik kanser hasta
grubunda da benzer olarak % 41.9 Arg/Arg, %44.4 Arg/Pro ve % 13.7 siklikta
Pro/Pro genotiplerini bulmuslardir. Ancak difiiz-tip gastrik kanserli hastalar ile
kontrolleri karsilastirdiklarinda Pro/Pro genotipinin difiiz-tip gastrik kanser
yatkinligina katkida bulunabilecegini ileri siirmektedirler (27).

Calismamizda p53 kodon 72 polimorfizmi degerlendirilirken, bir bireyin
tiim hiicrelerindeki genotipi yansitmasi bakimindan hastalarin tiimore komsu olan
normal dokusundaki genotip esas alindi. Ancak tiimor dokusu da ayrica p53

kodon 72 polimorfizmi agisindan degerlendirildi. Calisilan 106 tiimor dokusu
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orneginin 80’indeki p53 genotipi komsu normal dokuyla aynmi olarak bulundu.
Kalan 26 ornekte ise normal dokudan farkli genotipler tespit edildi. Bunlar; 18
ornekte komsu normal dokudaki p53 genotipi Arg/Pro iken tiimor dokusunda
Arg/Arg seklinde ve 8 ornekte ise normal dokudaki genotip Arg/Arg iken timor
dokusunda Arg/Pro seklindedir. Burada tiimor dokusunda farkli genotiplerin elde
edilmesinin, p53 geninin bir TS gen olmasi sebebiyle heterozigosite kaybina
(LOH, loss of heterozigosity) ugrayabilmesinden kaynaklanabilecegini
diisiinmekteyiz. Ik 18 6rnekte Pro allelinin mutasyonu sonucu LOH gerceklesmis
olabilir, sonraki 8 6rnekte ise Arg allelinde bir mutasyon meydana gelmis olabilir.

Kodon 72 polimorfizmi i¢in heterozigot (R72/P72) olan bireylerden elde
edilen tiimorlerde R72 alleli mutasyona daha cok maruz kalirken P72 alleli
cogunlukla delesyonla kaybedilmektedir (57).

Benzer bir ¢alisma Langerod ve ark. tarafindan yapilmistir. Bu calismada
farkli p53 mutasyon spektrumuna sahip meme ve kolorektal karsinomlu
hastalarda kodon 72 polimorfizmi arastirilmistir. Bu calismada p53 mutasyonlari
162 kolorektal kanser vakasinnin hem kan hiicrelerinden hem tiimér dokusundan
calisilmistir. Kodon 72 polimorfizmi periferik kandan elde edilen DNA’da, p53
mutasyon tespiti ise timor DNA’sinda uygulanmistir. 162 kolorektal kanserdeki
allel frekanslart Arg 72 icin 0.75 ve Pro72 i¢in 0.25°dir. p53 genindeki mutasyon
frekans1 ise %48.1°dir. Mutasyon frekans1 ve iki farkli homozigot arasinda
farklilik bulunmamistir. Doksanyedi Arg homozigot vakada 40 p53 mutasyonu,

16 Pro homozigot vakada ise 7 p53 mutasyonu tespit edilmistir. Sadece resesif
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mutasyonlarin tercihi olarak Arg72 allelinde lokalize oldugu ileri siiriillmektedir
(40).

Cesitli gruplar p53 R72 varyanti (p73’e daha iyi baglanip inaktive
etmektedir) ile gastrik kanser, meme kanseri, ovaryan, 6zofagus, deri, akciger,
mesane, prostat ve larinksi iceren epiteliyal kanserler arasinda artmis bir risk
oldugunu rapor etmislerdir. Bununla birlikte diger caligmalarda arastirmacilar
bunun tersi bir iliski bulmuslardir. Yani P72 varyant1 ile tiroid, nazofarinks,
prostat, deri, iirogenital bolge ve akciger kanserlerini iceren cesitli kanser tipleri
arasinda artmig bir risk bulmuslardir. Diger bazi gruplar ise kanser riski ve p53
kodon 72 varyantlar1 arasinda herhangi bir iliski tespit etmemislerdir. Bu
farkliliklar mutasyonel durumu belirlemedeki hatadan kaynaklanabilir (57).

Arg/Arg ve Pro/Pro genotiplerinin rolii hakkinda birka¢c agiklama
bulunmaktadir. Birincisi, transkripsiyonal 6zelliklerinin farkli olmasidir. Arg/Arg
ve Pro/Pro varyantlarinin transkripsiyonu aktive etmek icin baglanma
aktivitesinde ve apoptozisi indiikklemede ya da hiicre siklusunu durdurmada farkli
olduklar1 gosterilmistir. p53 Arg/Arg varyanti apoptozisi Pro/Pro varyantindan
daha hizli bir kinetikle indiiklemektedir. Yani eS8er mide kanserinde yiiksek
oranda Arg/Arg genotipi varsa bu apoptozisi ve hiicre siklusunu durdurmay1 etkili
olarak indiikler. Bunun sonucunda da daha iyi bir prognoz olabilir. kincisi wild-
tip pS3 proteini hizli degrade olmaktadir, kisa yart dmre sahiptir ve diisiik hiicre
ici seviyesine sahiptir. Kodon 72’de Arg’nin Pro ile substitiisyonuyla sonuglanan
pS3 proteininin yapisal farkliligi, cesitli karsinojenler tarafindan olusturulan

uyaranlara cevapta farkli fonksiyonlara sahip olabilir (79).
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Sonug olarak p53 varyantlart major insan neoplazmlari i¢in risk faktorleri
olabilirler ve kanser i¢in cevresel risk faktorlerinin modulasyonunda onemli bir

rol oynayabilirler (64).

6.2. Hasta ve Kontol Grubunda Tespit Edilen HPV’nin
Degerlendirilmesi

Son zamanlardaki calismalar bazi viriis tiplerinin, 6zellikle HPV’nin,
kolorektal kanser patogeneziyle iligkili olabilecegini desteklemektedir. HPV nin
karsinojenik etkisi konak¢i hiicre DNA’smma viral entegrasyon ve viral
onkoproteinlerin ekspresyonundan kaynaklanmaktadir (19).

HPV’nin hiicresel proteinler ile etkilesen transforme edici proteinleri hiicre
proliferasyonunun kontroliinde etkilidir (17). Yiksek-riskli HPV’ler ile
enfeksiyon sonucunda normal hiicrelerin DNA hasarina cevabi bozulabilmektedir
(35). HPV’nin onkogenik potansiyelinin 6zellikle 2 erken viral gen iiriinii olan E6
ve E7 ile iligkili oldugu ortaya konmustur. Bu proteinler, TS genler tarafindan
kodlanan proteinlerle etkilesirler (39). Calismalar, birkag DNA tiimor viriisiiniin
transforme edici proteinlerinin  Ozellikle p53 proteini ile etkilestigini
gostermektedir (41).

Insan kanserlerinde HPV ile ilgili verilere gére HPV DNA tiim kanserlerin
yaklasik %10’unda bulunmaktadir (26). PCR ve in situ hibridizasyon teknikleri ile
kolorektal kanser dokularinda HPV DNA tespiti, HPV enfeksiyonunun kolorektal

kanser gelisimiyle de iligkili olabilecegini desteklemektedir (12). HPV tipleri
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arasinda “yiiksek riskli” olarak adlandirilan HPV tipleri (6zellikle HPV-16 ve
HPV-18) insan kanserlerinin gelisiminde giiclii bir sekilde etkilidir (28).

Calismamizda 100 tiimor dokusu orneginin 41’1 (%41) HPV (+), 59’u
(%59) HPV (-) ve 106 tiimore komsu normal dokunun 33’ (%31.1) HPV (+),
73’1 (%68.8) HPV (-) olarak tespit edildi. Tiimor dokusu Orneklerinde tespit
edilen 41 HPV (+) Orneginl6’sinda, calisigimiz 4 tip HPV’den biri bulundu.
Buna gore orneklerin 8’inde HPV-16, 3’tinde HPV-18 ve 5’inde HPV-33 tespit
edildi. Bu orneklerden ikisinde iki tip HPV tespit edildi. Bunlar bir 6rnekte hem
HPV-16 hem HPV-33’diir, diger ornekte ise hem HPV-18 hem HPV-33
seklindedir. Komsu normal dokudaki 33 HPV (+) Ornegin ise sadece 5’inde,
calisugimiz HPV tiplerinden bulundu. Bunlar 3 6rnekte HPV-18 ve 2 ornekte
HPV-33 seklindedir. Tiimo6r ve komsu normal doku 6rneklerinin hi¢ birinde HPV-
11 tespit edilmedi. Tiimor dokusunda 41 HPV (+) Ornegin sadece 16’sinda ve
normal dokuda 33 HPV (+) 6rnegin 5’inde, calistigimiz 4 tip HPV tespit edildi.
Bu durum bantlarin zayifligindan kaynaklanabilir. Ya da kalan diger HPV (+)
orneklerde, 4 tipin disinda kalan yaklasik 100’e yakin diger yiiksek ve diisiik riskli
HPV tipleri mevcut olabilir. Timor dokusunda lokalizasyona gore HPV
pozitifliginin dagilimi ve yiizdesine bakildiginda 38 mide Orneginin 17’sinde
(%44.7), 37 kolon Orneginin 13’iinde (%35.1), 19 rektum Orneginin 9’unda
(%47.3), 4 6zofagus Orneginin 1’inde (%25) ve 2 ince barsak Orneginin 1’inde
(%50) HPV tespit edildi.

Perez ve ark. 54 sporadik kolorektal adenokarsinom Orneginde ve

vakalardan elde edilen 30 normal biyopsi Orneginde PCR ile HPV tespiti
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yapmiglardir. DNA parafine gomiilii dokulardan elde edilmistir. HPV DNA
vakalarin %74 tinde (40/54) ve normal dokularin %33’iinde (10/30) tespit
edilmistir. Vaka grubunda tespit edilen HPV tipleri HPV-16 (22/40), HPV-18
(13/40), HPV-33 (4/40) ve HPV-6 (3/40) seklindedir. Pozitif 6rneklerin 3’iinde
PCR f{iriiniindeki zayif sinyalden dolay1 viriis tipi belirlenememistir. Kontrol
grubunda ise sadece HPV-16 bulunmustur. Ilging olarak diisiik riskli HPV-6 ve
HPV-11 kontrol grubunda tespit edilmemistir. HPV DNA siklig1 vakalarda
kontrollerden daha yiiksek olup istatistiki olarak o©nemli bir iliskiyi
gostermektedir. Calismanin sonuglarina gore Perez ve ark. HPV enfeksiyonunun
kolorektal adenokarsinomda rol oynayabilecegini ileri siirmektedirler (56).

De Villiers ve ark. bir Cin populasyonunda 117 6zofageal karsinom
orneginden sadece iiciinde yiiksek risk HPV tipleri olan HPV-16, 18 ve 33’ii tespit
etmislerdir (53).

Lee ve ark. 19 kolorektal kanserli hastanin tiimor dokusu ve komsu normal
dokusunda yaptiklar1 ¢calismada tiimor dokularinin %84’ tinde (16/19) ve normal
mukozanin %53’tinde (10/19) HPV-18 tespit etmislerdir. Buna gore Lee ve ark.
HPV-18 enfeksiyonunun kolorektal kanserle iliskili olabilecegini ileri
siirmektedirler (42).

Son zamanlarda yapilan bir calismada 55 kolorektal kanserli vakanin
tiimor dokusu ve normal dokusu, ayrica 10 kanser olmayan bireyin normal dokusu
HPV acisindan incelenmis ve vakalarin %51’inde (28/55) HPV DNA tespit
edilmistir. HPV DNA komsu normal dokularin %29’unda (15/52) bulunurken 10

saglikli bireye ait normal dokularin hi¢ birinde tespit edilmemistir. Hem tiimor
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hem komsu dokuda tespit edilen toplam 38 HPV pozitif dokunun 31°i HPV-16,
5’1 HPV-18 ve 2’si HPV-43’tiir. Bu calismada aragtirmacilar basglangicta HPV
tespitinde tiimore komsu olan dokularda bir kontaminasyon olabilecegini
diisiinmiisler ve bunu test etmek i¢in 10 yeni vakada kontaminasyonu onleyecek
onlemler alinarak bu dokularla ¢alisilmistir. Bu yeni grupta HPV DNA tiimor
dokusunun 3’iinde (3/10) ve komsu dokunun 1’inde (1/10) bulunmustur. Boylece
gercekte bir kontaminasyon olmadigini ortaya koymuslardir. Bu c¢alismanin
sonuglarina gore arasgtirmacilar kolorektal HPV-16 enfeksiyonun kolorektal
kanser dokusu ve komsu normal dokuda yaygin olarak goriildiigiinii ve HPV’nin
kolorektal kanserin patogenezinde bir rol oynayabilecegini ileri siirmektedirler
(12).

Buyru ve ark. bir Tiirk populasyonunda 53 kolon kanserli hastanin tiimor
ornegi ve komsu normal dokulardan elde edilen DNA’da HPV tip 6, 11, 16, 18 ve
33’lin varligimi arastirmiglardir. HPV DNA, tiimorli dokularin 43’iinde (%81.2),
komsu normal dokularin ise 12’sinde (%32) bulunmustur. En fazla HPV-18 ve 33
tipleri belirlenmistir. Komsu normal doku orneklerinde HPV-18 bulunmamistir.
Normal dokuda en fazla HPV-16 (%15) ve HPV-11 (%13.2) belirlenmistir. Bu
calismada HPV-18 ve 33 hari¢ normal ve tiimor dokulart arasinda HPV tiplerinin
dagiliminda 6nemli bir fark tespit edilmemistir. Buyru ve ark. yiiksek-risk HPV
DNA’nin  malign lezyonlarda yiiksek siklikta bulundugunu ve HPV
enfeksiyonunun kolorektal karsinomda rol oynayabilecegini ileri siirmektedirler

(15).
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Son zamanlarda spesifik HPV tiplerinin normal ve malign kolon
dokularindaki varligim1 arastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada nested PCR ile 30
normal kolon dokusu ve 54 sporadik adenokarsinom Ornegi parafine gomiilii
dokulardan elde edilen DNA ile calisilmistir. HPV DNA vakalarin %74 iinde
(40/54) ve normal dokularin %33’iinde (10/30) tespit edilmistir. Vaka grubunda
en fazla HPV-16, sonra sirasiyla HPV-18, 33 ve 6 tespit edilmistir. Kontrol
grubunda ise sadece HPV-16 belirlenmistir. ilging olarak kontrol grubunda diisiik-
risk HPV tipleri olan HPV-6 ve 11 belirlenmemistir. Ayrica HPV-pozitif
vakalarin %12.5’inde (5/40) ikili enfeksiyon goriilmiistir. Bu calismada
vakalardaki HPV DNA prevalansi yiiksektir ve istatistiki olarak onemli bir iliskiyi
ortaya koymaktadir (56).

Damin ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada 72 kolorektal kanserli
hastaya ait tiimor dokusunun 60’1nda (%83.3) HPV DNA tespit edilmistir. Kanser
olmayan 30 kontrole ait normal dokularin hi¢ birinde HPV DNA bulunmamistir.
Tiimo6r dokusuna komsu olan 15 cm proksimaldeki normal doku orneklerinde ise
%50 (36/72) oraninda HPV DNA tespit edilmistir. Yirmiii¢ kanser vakas1 (%31.9)
hem tiimor hem komsu normal dokuda HPV DNA icerirken 23’1 (%31.9) sadece
timor dokusunda ve 14’ (%19.4) sadece komsu normal dokuda HPV
icermektedir. En fazla HPV-16, daha sonra HPV-6 ve 11 bulunmustur. HPV-33
ve 45 tespit edilmemistir. Bu calismada farkli olarak kolorektal orneklerde ilk
defa oto-nested GP5+/GP6+ PCR uygulanmistir. Bu teknigin uygulandig: farkl
bir caligmada oral mukoza orneklerinde 6nce GP5+/GP6+ primerleri kullanilarak

%35.8 oraninda HPV tespit edilirken GP5+/GP6+ oto-nested PCR uygulandiginda
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pozitiflik orant %65.1’e yiikselmistir. Damin ve ark. GP5+/GP6+ oto-nested PCR
ile kolorektal kanserli hastalarda %83.3 oraninda yiiksek bir HPV prevalansi
tespit etmislerdir (19).

Normal kolon mukozasinda ve kolon neoplazmlarinda HPV’nin gercek
prevalans1 heniiz bilinmemektedir. Kolon dokusunda HPV DNA’nin varlhigi
celigkili kalmistir. Shrayer ve ark. ve Shah ve ark. PCR metodu kullanarak kolon
biyopsilerinde HPV DNA tespit etmemislerdir. Bu farkliliklar 6rnek sayisindan,
ornek toplanmasindan, cografik farkliliklardan veya kullanilan metodlarin farkli
hassasliklarindan kaynaklanabilir. HPV’nin kolorektal karsinogenezdeki roliiyle
ilgili daha tanimlayici bir data elde edebilmek i¢cin HPV ve kolorektal kanserler
arasindaki potansiyel iligki diger calismalarla desteklenmelidir (56).

Calismamizda 100 tiimor 6rneginin 41’inde, komsu normal dokunun ise
33’iinde HPV DNA tespit edilmis olup, tiimor ve normal doku arasinda HPV
DNA frekansi acisindan istatistiki olarak 6nemli bir fark tespit edilmemistir
(p>0.05). Ancak bu calismada kullanilan komsu normal doku tiimor dokusundan
yeterince iyi ayrilmamis olabilir ve HPV DNA kontaminasyonu gerceklesmis
olabilir. Buna ragmen HPV DNA gastrointestinal sistem kanserleri vakalarin
%41°inde (41/100) ve komsu normal dokunun %31.1’inde (33/106) olmak {iizere
yiiksek bir oranda tespit edilmistir. Bu sonuclara gore HPV enfeksiyonunun
gastrointestinal sistem dokusu ve komsu normal dokuda yaygin olarak
goriildiigiinii ve HPV’nin gastrointestinal sistem kanserin patogenezinde bir rol

oynayabilecegini diisiinmekteyiz.
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HPV cesitli kanserlerde etiyolojik bir faktor olarak rol oynadigi icin HPV
astlarinin  gelistirilmesi 6nem kazanmustir. Ozellikle servikal kanser ve diger
HPV-iligkili malignansilerin tedavisinde ve Onlenmesinde bu asilar etkili
olabilmektedir. Profilaktik HPV asilar1, L1 ve L2 HPV kapsid proteinlerine karsi
notralize edici antikorlar indiikleyerek enfeksiyonu onlerler. Fakat HPV-enfekte
bazal keratinositler ve HPV-transforme hiicreler genellikle E1 veya E2’yi
ekspresse etmedikleri i¢in terapotik HPV asilar1 E6 ve E7 gibi HPV nin yapisal
olmayan erken viral antijenlerini hedeflemeyi amaglamaktadir. Preklinik HPV as1
caligmalar ile birkag HPV asis1 gelistirilmistir. Eger bu profilaktik ve terapotik
HPV asilar1 hayvan modellerinde oldugu kadar hastalarda da basarili olursa
asillama, onkojenik HPV enfeksiyonunu ve HPV-iligkili kanserlerin kontrolii ve
ortadan kaldirilmasini saglayabilir (44).

HPV E6 ve E7 malign transformasyondan sorumlu oldugundan ve HPV-
iligkili malignansilerde birlikte ekspresse olduklarindan E6 ve E7’yi hedefleyen
asilarin kombinasyonunun sadece E6 ya da E7’yi hedefleyen asilardan potansiyel

olarak daha i1yi bir antitiimor etkisine sahip oldugu gosterilmistir (54).

6.3. HPV porzitifligi ve p53 Kodon 72 Polimorfizminin
Degerlendirilmesi

pS3 TS geninin kodon 72 polimorfizminin, HPV-iligkili kanserlerin
gelisiminde bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmektedir (67). Son zamanlarda
HPV igeren viral karsinogenezde, konak¢inin genetik alt yapisinin bir kofaktor

olarak etki ettigi molekiiler bir temel tanimlanmistir. Buna gore insan p53 geninin
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kodon 72 Arg formu, HPV E6 tarafindan degradasyona Pro formundan daha
hassastir (14).

HPV E6 ekspresyonu p53 protein seviyesinde ciddi bir azalmayla
iliskilidir. E6 ekspresse eden HPV-enfekte hiicreler, mutant p53’e sahip
hiicrelerdekine benzer olarak genetik degisikliklerin birikimine daha yatkin
olabilirler (35).

Yiiksek-risk HPV ekspresse eden hiicrelerde p53 seviyesi enfekte olmayan
normal hiicrelerle karsilastirlldiginda  diisiiktiir.  p53  mRNA  seviyesi
etkilenmemektedir fakat p53 proteininin yar1 Oomrii azalmaktadir. Bu yiizden
yiiksek-risk HPV’ler p53 TS proteininin proteolitik degradasyonunu hizlandirarak
onu inaktive etme stratejisi gelistirmiglerdir (52). p53’iin wild tip allel formu,
HPV infeksiyonunu takiben E6 onko-proteini tarafindan degradasyona Pro72
varyantindan daha hassastir (21).

Calismamizda 100 tiimor dokusunda 41 HPV (+) ornegin 36’sinda (%36.0)
Arg/Pro ve 5’inde Arg/Arg tespit edildi. HPV (-) olan 59 Ornegin ise 52’sinde
(%52.0) Arg/Pro, 7’sinde (%7.0) Arg/Arg genotipi tespit edildi. Hem HPV (+)
hem HPV (-) Orneklerde Arg/Pro genotipinin frekanst Arg/Arg genotipinin
frekansina oranla yiiksek bulundu. Ancak Arg/Pro genotipinin HPV (+) ve (-)
orneklerdeki dagiliminda ve Arg/Arg genotipinin HPV (+) ve (-) orneklerdeki
dagilimda onemli bir fark saptanmadi.

Inserra ve ark. farkli etnisiteye sahip servikal kanserli hastalarda p53
kodon 72 polimorfizmi ve HPV direncini inceledikleri calismada p53

polimorfizminin herhangi bir HPV tipi ile iliskisi olmadigimi1 bulmuslardir (30).
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Gustafsson ve ark. HPV-iligkili servikal kanserlerde p53 kodon 72
polimorfizmini inceledikleri bir c¢alismada p53 kodon 72 genotipi ile
adenokarsinom gelistirme riski arasinda Onemli iliski olmadigin1 tespit
etmisgleridir. 142 servikal biyopsi ve komsu normal dokuyu iceren bu calismada
HPV-iligkili servikal kanser ve kodon 72 genotipinin dagilimi benzer olarak
bulunmustur (23).

Son zamanlarda bir Arjantin populasyonunda yapilan calismada 53
sporadik kolorektal karsinom ve 109 saghkli bireye ait parafine gomiilii
dokulardan elde edilen DNA’lar ile p53 kodon 72 polimorfizmi ve HPV
arasindaki iligki arastirilmistir. Bu calismada kontrol ¢rneklerinde p53 genotip
dagilimi Arg/Arg %40.3, Arg/Pro %48.6 ve Pro/Pro %11.1 vakalarda ise Arg/Arg
%58.5, Arg/Pro %37.7 ve Pro/Pro %3.8 olarak bulunmustur. Kontrollerdeki Arg
allel frekans1 0.65, Pro allel frekans1 0.35 iken vakalardaki Arg allel frekansi 0.77
ve Pro 0.23’tiir. Arg/Arg genotipi i¢in vaka ve kontroller arasinda onemli bir
farklilik tespit edilmisti. HPV DNA sadece vaka grubunda calisilmistir.
Vakalarin %41.5’inde (22/53) HPV-16, %?24.5’inde (13%53) HPV-18 ve
%7.5’inde HPV-33 bulunmustur. HPV-negatif oOrneklerde p53 polimorfizm
dagilim1 %53.8 (7/13) Arg/Arg ve %46.1 (6/13) Arg/Pro seklindedir. HPV-pozitif
orneklerde ise %60 (24/40) Arg/Arg, %35 (14/40) Arg/Pro ve %5 (2/40) Pro/Pro
seklindedir. Arg alleli ve HPV enfeksiyonu agisindan iki grup arasinda énemli bir
fark bulunmamistir. Bu calismada kolorektal kanser lezyonlarindaki Arg allel
frekanst normal oOrneklerle karsilastirlldiginda 2 kat artis gostermektedir. Bu

sonuglara gore arastirmacilar pS3 kodon 72 polimorfizminin kolorektal kansere
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yatkinlik olusturabilecegini fakat bunun yiiksek-risk HPV ile iliskili olmadigim
One siirmektedirler (55).

Homozigot Arg alleli HPV-iligkili servikal kanserlerin %77 sinde tespit
edilmistir. Bu oran normal populasyonda %37 olarak bulunmustur. E6 tarafindan
pS53 Arg’nin daha hizli degradasyonu, artmis hiicresel mutasyon oraniyla ve
genomik instabiliteyle sonuglanacaktir. p53 Pro ise degradasyona daha direncli
olup bu sayede sonraki genetik hasarlardan hiicreyi koruyacaktir. Eger tiim risk
faktorleri esitse pS3 Arg alleli, malign degisim i¢in 7 kat artmis yiiksek risk
olusturmaktadir (17).

Kawaguchi ve ark. HPV-16/18 pozitif olan 6rneklerde Arg tasiyan p53 protein
formunun E6 proteini tarafindan degradasyona HPV-16/18 negatif 6rneklerden
daha yatkin oldugunu bulmuslardir (34). Calismamizda HPV-16/18 i¢in pozitif
olan toplam 11 ornekteki p53 genotipi Arg/Pro heterozigot olup bu durum p53
proteininin HPV E6 proteinini tarafindan degradasyona daha yatkin yapabilir.

Calismamizda timor dokusu Orneklerinde 41 HPV (+) Ornegin 36’sinda
(%36.0) Arg/Pro ve 5’inde (%5.0) Arg/Arg tespit edilmis olup pS3 genotipinin
HPV (+) ve (-) orneklerdeki dagilimda onemli bir fark saptanmadi. Bu yiizden
pS3 kodon 72 polimorfizminin gastrointestinal sistem kanserlerine yatkinlik
olusturabilecegini, ayrica HPV’nin gastrointestinal sistem kanser patogenezinde
bir rol oynayabilecegini fakat p53 polimorfizminin herhangi bir HPV tipi ile

iliskisi olmadigini diisiinmekteyiz.
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6.4. Oneriler

Kolorektal kanser en yaygin {iciincii kanser olup diinya saglik orgiitiiniin
tahminlerine (WHO) gore her yil 945 000 yeni vaka goriilmekte ve bunlarin 492
000’1 oliimle sonuclanmaktadir (76). Ayn1 sekilde mide kanseri de tiim diinyada
en yaygin malignansilerden biridir (79). Kanserin olusmasi ve ilerlemesinde hem
genetik hem c¢evresel faktorler rol oynamaktadir. Genetik faktorler bir digeriyle ve
cevreyle etkileserek riski arttirmakta ya da azaltmaktadir (6). Toplumda yaygin
olan bu hastalik grubu i¢in yeni tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi ve
etyopatogenezinin tam olarak aydinlatilabilmesi acisindan genetik polimorfizm
calismalar1 oldukga biiylik 6neme sahiptir.

Insan genomunda polimorfizmlerin biiyiik cogunlugu fonksiyonel olarak
notraldir yani protein yapr ve fonksiyonunu etkilemez. Bununla birlikte bazilari
gen transkripsiyonu, mRNA stabilitesi, RNA splicingi, protein yapisi ve
fonksiyonunu etkileyen cesitli yollarla genetik kodu degistirebilmektedir. Boyle
degisiklikler hastalik yatkinligini ve ciddiyetini arttirma ya da azaltma, tedaviye
cevap ve yan etkilere hassaslik gibi farkli klinik etkiler olusturabilir (6).

Kanserde SNP’lerin populasyon asosiyasyon calismalari hastalik riski,
ciddiyeti, tedaviye cevap ve yan etkileri onceden tahmin etmek ve uygun
danigsmanlik verilmek ag¢isindan olduk¢a 6nemlidir (6).

Kanser riski ve kodon 72 polimorfizmi arasindaki iligki heniiz acik olmasa
da bu polimorfik varyantlar ile kanser gelisimi, kanser baslangi¢ yasi ve tedaviye

cevap arasindaki iliski daha fazladir (57).
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Kodon 72 genotipi farkli irklarda onemli degiskenlik gostermektedir.
Pro/Pro genotipi siyah irkta %37, Asyalilarda %22 ve beyaz irkta %7 frekansta
oldugu tespit edilmistir. Bu yiizden cesitli ¢alismalardaki allel frekanslarinin
farklilig1 hasta populasyonunun hem cografik hem etnik farkliliklarin1 yansitabilir
(27, 64).

Bu p53 varyantinin fonksiyonel onemi tam olarak anlagilmasa da bu
polimorfizmin kanser yatkinligiyla iliskili olup olmadigi arastirllmaya devam
etmektedir (63).

Kanser gelisiminde rol oynayan genlerin belirlenmesi kanserin molekiiler
temelinin anlagilmasi icin olduk¢a O©nemlidir. p53 TS proteini, hiicre
proliferasyonu, apoptozis ve genomik stabilitenin korunmasinda temeldir.
Genomik degisiklikler, cevresel ve bakteriyel {iriinlerle interaksiyon sonucu
olusan p53 fonksiyon kaybinin insan karsinogenezinde kritik bir basamak oldugu
diistiniilmektedir (79).

Son zamanlarda insan genomundaki dogal genetik varyasyonlar ve
bunlarin klinik ve fonksiyonel 6nemleriyle ilgili bilgi patlamas1 yasanmaktadir.
Bu bilimsel ilerleme bize yaygin multifaktoriyel hastaliklarin olusumunda ve
ilerlemesinde rol oynayan genetik faktorlerin kompleks roliinii anlamamiza
yardimci olacaktir (6).

Son yillarda ayrica onkogenezise katkisi olan tiimor viriislerinin molekiiler
mekanizmasmin anlasilmasinda da 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Insan
kanserlerinde tiimor viriislerinin rolii epidemiyolojik ve deneysel calismalarla

desteklenmelidir.
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Insan kanserlerinde viral etkenlerin molekiiler mekanizmasini karakterize
etmek icin ¢alismalar devam edecektir (14). Ayrica papillomaviriislerin spesifik
tiplerinin belirlenmesi tedavide yeni stratejilerin gelistirilmesine katkida
bulunacaktir.

Bu calismanin sonuclar1 1s18inda p53 kodon 72 polimorfizminin
gastrointestinal sistem kanserlerine yatkinlik olusturabilecegini, ayrica HPV nin
gastrointestinal sistem kanser patogenezinde bir rol oynayabilecegini fakat p53
polimorfizminin herhangi bir HPV tipi ile iliskisi olmadigi diisiiniilmektedir.
Ancak tiimore komsu normal dokuda kontaminasyon riskinden dolayi, saglikli
olduklari tespit edilen bireylerin dokularinda HPV calisilmasi, daha dogru bilgi
verici olacaktir. Gerek kodon 72 polimorfizminin gastrointestinal sistem
kanserlerine yatkinlik olusturmasi gerekse HPV nin gastrointestinal sistem kanser
patogenezinde bir rol oynayabilecegi konusu, daha fazla calismayla

desteklenmelidir.
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