Kolon Kanserine Yatkinhik ile p53 Geni Kodon 72 ve PAI-1 Geni 4G/5G Polimorfizmleri
Arasindaki Tliski
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Bu ¢aligmada Tiirk popiilasyonunda kolon kanseri ile p53 geni kodon 72 ve PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmleri
arasindaki iliskinin aragtirilmasi amaglanmistir. Genomik DNA 72 kolon kanserli hastadan ve 76 kontrol bireyinden
izole edilmistir. Her bir polimorfizm i¢in uygun primerler kullanilarak izolen edilen DNA PCR teknigi kullanilarak
amplifiye edilmistir. PCR iriinleri genotiplerin belirlenmesi ig¢in agaroz jel elektroforezine tabi tutularak UV
translimiinator ile degerlendirilmistir. p5S3 geni kodon 72 genotip dagilimi ve allel frekanslari incelendiginde kolon
kanserli hastalar ve kontrol bireyleri arasinda istatistiksel olarak bir fark belirlenmemistir (p>0.05). PAI-1 4G/5G
genotip dagilimi ve allel frekanslar1 agisindan ise 4G4G genotipi kontrol bireylerine gore kolon kanserli hastalarda
daha yiiksek bulunmustur (p>0.05). Elde edilen verilere gore ¢alismanin yapildig: Tiirk popiilasyonunda p53 geni
kodon 72 polimorfizminin kolon kanseri gelisiminde bir yatkinlik faktorii olamayacagi, PAI-1 4G/5G
polimorfizminin ise olabilecegi kanisina vartlmigtir

Anahtar Kelimeler: Kolon, Kanser, Gen, Polimorfizm, PAI-1, p53

Association of Colon Cancer Susceptibility With P53 Gene Codon 72 And Pai-1 Gene 4g/5g
Polymorphisms

ABSTRACT

We aimed to investigate the relationship between colon cancer and p53 gene codon 72 and PAI-1 gene 4G/5G
polymorphism in a Turkish study population. Genomic DNA was extracted from 72 patients with colon cancer and
76 controls. PCR technique was used to amplify extracted DNA with proper primers for each polymorphism. For
identifying genotypes PCR products were assessed with UV transilluminator by being exposed to agarose gel
electrophoresis. There was no statistical difference between colon cancer patients and controls according to p53
gene codon 72 genotype distribution and allele frequencies (p>0.05). Due to PAI-1 gene 4G/5G genotype
distribution 4G4G genotype was frequently higher in colon cancer patients compared to controls (p<0.05). As a
conclusion of our study we may assert that p53 gene codon 72 polymorphism should not be related as a
susceptibility factor for colon cancer development in the studied Turkish population while PAI-1 gene 4G/5G
polymorphism should be related.
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GIRiS

Kolon kanseri diinya genelinde olduk¢a onemli bir
saglik sorunudur [1]. Kolon kanseri gelisiminin biyoloji
ve genetiginin anlasilmasi hastalifin Onlenmesi ve
tedavisinde yeni yaklasimlarin belirlenmesi agisindan
bir temel olusturmaktadir [2]. Polimorfizmler gibi
genetik varyasyonlar hastaliklara olan
yatkinliklarimizda farkliliklarimizi ortaya koymaktadir.
Bu polimorfizmlerin birgogu immiin sistem ve hiicresel
stresin yanitin1 diizenleyen genlerde, mutasyonlarin

baskilanmasinda ve metabolizmada rol alan enzimleri
kontrol eden genetik yolaklarda bulunurlar [3, 4].

p53 proteinini kodlayan gendeki en O6nemli genetik
farkliliklar, kromozom 17p’de lokalizedir. p53 geni
kodon 72°de tek niikleotidlik bir degisime bagli olarak
arjinin (Arg) veya prolin (Pro) amino asidi olusur. Bu
fark p53 proteininin biyokimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerine etki eder: prolin aminoasidi igeren p53
transkripsiyon aktivatorii iken, arginine amino asidini
tagtyan p53 proteini apoptoz indiikleyicisi olarak
davranig sergiler [5].
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Plazminojen aktivator inhibitor tip 1 (PAI-1) proteini ise
¢ok yonlii bir proteolitik faktdor olup, bir ¢ok kanser
hiicresinde eksprese edilmektedir. PAI-1 protein
aktivitesine bagli olarak kanser biiylimesi, invazyon ve
anjiyogenez olaylarinin modiilasyonuna olanak saglar
[6]. Yapilan calismalarda PAI-1 aktivitesinin PAI-1
4G/5G polimorfizmi ile baglantili oldugu, 4G
homozigotluguna sahip bireylerin sirasiyla 4G5G ve
5G5G genotipine sahip bireylere gore daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [7,8].

Hasta ve hasta olmayan bireylerde bu varyantlarin
genotip dagilimlarinin belirlenmesi, bu
polimorfizmlerin  ¢esitli hastaliklar ile iligkisinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir [9]. Yapilan literatiir
taramalarina gore farkli popiilasyonlarda kolon kanseri
ve p53 geni kodon 72 ve PAI-1 geni 4G/5G
polimorfizmleri arasindaki iligkinin ortaya kondugu
calismalar s6z konusudur. Ancak bir polimorfizme ait
genetik varyasyonlar gen havuzlari, yasam tarzi ve gen-
cevre etkilesimlerine bagli olarak popiilasyonlar
arasinda degisiklikler sergiler [10]. Bu nedenle bu
calismada Tirk popiilasyonunda p53 geni kodon 72 ve
PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmlerinin genotip dagilim
ve allel frekanslarinin belirlenerek bu polimorfizmler ile
kolon kanseri gelisimi arasinda bir iliski olup
olmadigini ortaya koyabilmek amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Calisma popiilasyonu

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Cerrahi Anabilim Dalina bagvuran 72 kolon
kanserli hasta ile 78 saglikli kontrol bireyde
gerceklestirilmistir. Kolon kanseri hastalar1 klinik ve
patolojik tanilar ile degerlendirilmis olup daha &nce
kemo/radyoterapi almamis bireylerden olusturulmustur.
Saglikli kontrol bireyleri ise kolon veya herhangi bir
kanser Oykiisii tasimayan bireylerden se¢ilmistir.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
kurulundan c¢alismanin etik onayr alinmis olup,
calismaya dahil edilen tiim hastalardan yazili onam
formu imzas1 temin edilmistir.

DNA izolasyonu

DNA calisma bireylerinden alman 2 ml vendz kandan
kit prosediiriiniie uygun olarak izole edilmis (Vivantis,
Malesia) ve + 4°C’de saklanmustir.

p53 geni kodon 72 polimorfizmi genotiplemesi

izole edilen DNA, polimeaz zincir reaksiyonu (PZR)
kullanilarak amplifiye edilmistir. ~ Amplifikasyonda
kullanilan allel spesifik primerler: forward, 5’-TTG
CCG TCC CAA GCA ATG GAT GA-3’ ve reverse,
5-TCT GGG AAG GGA CAG AAG ATG AC-3
seklindedir. 5 pl DNA 6rnegi denatiirasyon: 95°C°de
30 s, baglanma: 59°C’de 30 s, ve uzama: 72°C’de 35 s
olacak sekilde 35 dongiiliik bir protokole tabi
tutulurken, 50 pl’lik PCR karisimi her bir primerden 10
pmol, 10X PCR buffer, 2 mM dNTPs, ve 5U Taq
polimeraz igermektedir. PCR fiirlinleri 4 pl etidyum

bromid igeren %2’lik agaroz jel elektroforezine tabi
tutulup CCD ile goriintiilenerek jel analiz yazilim
programi ile degerlendirilmistir. Elde edilmesi beklenen
199 bp /baz cifti)fragmentlik PCR f{irlinleri ardindan bir
saat 60°C’de 1 iinite BstFN1 (Vivantis, Malesia)
restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir. Olusan yeni
rtinler 4 pl etidyum bromid iceren %2’lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutulup CCD ile goriintiilenerek jel
analiz yazilimi programu ile tekrar degerlendirildi.

PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi genotiplemesi

izole edilen DNA, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
kullanilarak ~ amplifiye  edildi. = Amplifikasyonda
kullanilan allel spesifik primerler: 5G alleli igin, 5’-
GTC TGG ACA CGT GGG GG-3’; 4G alleli i¢in, 5°-
GTC TGG ACA CGTGGG GA-3’°, downstream primer,
5’-TGC AGC CAG CCA CGT GAT TGT CTA G-3’ ve
upstream primer, 5’-AAG CTT TTA CCA TGG TAA
CCC CTG GT-3’ seklindedir. 5 pl DNA 0Ornegi
denatiirasyon: 94°C’de 60 s, baglanma: 54°C’de 30 s,
ve uzama: 72°C’de 40 s olacak sekilde 35 dongiilii bir
protokole tabi tutulurken, 25 ul’lik PCR karisimi her
bir allele spesifik ve downstream primerlerden 50 pmol,
upstream primerden 2.5 pmol, 10X PCR buffer, 2 mM
dNTPs, ve 5U Taq polimeraz icermektedir. PCR
tirtinleri 4 pl etidyum bromid igeren %2’lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutulup CCD ile goriintiilenerek jel
analiz yazilimi programi ile degerlendirilmistir.

istatistiksel analiz

Veriler SPSS ver.15 programi kullanilarak analiz
edilmistir. Gruplar arasindaki genotip dagilimlari ve
allel  frekanslart  Pearson  y2-testi  kullanilarak
kargilagtirilmistir. p degeri 0.05°ten diisiik olanlar
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

TARTISMA

Elde edilen verilere gore ¢alismay1 yiiriittiigiimiiz Tiirk
popiilasyonunda kolon kanserli hastalar ve kontrol
grubu arasinda p53 geni kodon 72 polimorfizmi genotip
dagilimlar1 ve allel frekanslar1 agisindan anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo 1-2).
Arg72Pro, p53 proteininin aminoasit dizilimini etkiler
ve olusan iki p53 varyanti igin farkli biyokimyasal
Ozelliklerin olugmasina sebep olur. Arg alleli apoptozun
indiiklenmesinde daha etkili iken, Pro alleli hiicre
dongiisiiniin - durdurulmasinin  giiglii bir indiikleyicisi
olarak daha yiiksek oranda DNA tamir kapasitesi
sergiler [11]. Bir¢ok ¢alismada Pro allelinin kolon
kanseri riski ile iliskili oldugu bulunmustur [1].
Sonuglarimiz Arg allelinin Pro allelinden daha gii¢lii bir
timor  baskilayici  olmast  agisindan  yukarida
bahsettigimiz model ile uyum gostermektedir.
Abderrahmane ve arkadaglarimin yaptiklart ¢aligmada,
bu c¢aligmayaile benzer sekilde Bati Cezayir
popiilasyonunda p53 geni kodon 72 polimorfizmi ve
kolon kanseri arasinda bir iliski olmadigi belirtilmistir
[1]. Ancak Arjantin popiilasyonunda yapilmis olan bir
caligmada p53 geni kodon 72 arjinin homozigotlugunun
kolon kanseri gelisimine yatkinlik sebebi oldugu one
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strilmigtiir [12]. Kore popiilasyonunda yapilan bir
calismada ise p53 geni kodon 72  prolin
homozigotlugunun kolon kanseri riski ile iligkili oldugu
belirtilmistir [13]. Tiim ¢alismalar ortak ele alindiginda
halen bu polimorfizm ve kolon kanseri arasindaki iligki

netlige kavugmamaktadir. PAI-1 geni 4G/5G
polimorfizmi acisindan sonuglarimizi
degerlendirdigimizde ise 4G4G homozigotlugunun

kolon kanserli hastalarda kontrol bireylerine gore
istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05)
Tablo 1). 4G allel frekansi da kolon kanserli hastalarda
kontrol bireylerine gore yiiksek belirlenmesine ragmen
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0.05)
(Tablo 2). PAI-1 geni 4G allelinin PAI-1 protein
aktivitesini arttirmasina bagli olarak 6zellikle kolon ve
endometriyal kanser riskinin artigina katkida bulundugu
bu sebeple 5G allelinin kanser gelisimine karsi
koruyucu o6zelliginin oldugu belirtilmistir [7]. Bizim
sonu¢larimizda bu durum ile uyum igerisindedir. Beyaz
wkta yapilan bir caligmada da PAI-1 geni 4G
homozigotlugunun kolon kanseri i¢in kullanigh bir tani
belirteci oldugu 6ne stirilmiistiir [9]. Bu sonuglara karsit
bir sekilde Polonya popiilasyonunda yapilan bir
calismada ise kolon kanseri ve hastalar arasinda PAI-1
geni 4G/5G polimorfizmi genotip dagilimlart agisindan
bir farlilik olmadigi ancak yiiksek PAI-1 protein
aktivitesinin ~ kolon  kanseri ile iliskili oldugu
vurgulanmistir  [14]. Tim ¢alismalar ortak ele
alindiginda ise bu polimorfizm ve PAI-1 aktivitesinin
kolon kanseri ile dogrudan veya dolayl: iliskide oldugu
One siiriilebilir.

Tablo 1. Genotip dagilimlari

Genetik p53 geni PAI-1 geni
Polimorfizm kodon 72 4G/5G
polimorfizmi polimorfizmi
Grup Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Arg/Arg Arg/lArg  4GAG  4G4G
Genotip Pro/Arg Pro/Arg 4G5G  4G5G
Pro/Pro  Pro/Pro 5G5G  5G5G
49 53 27 15
n 3 4 25 44
20 19 20 17
Istatistik p>0.05 p<0.05
Tablo 2. Allel frekanslar
Genetik p53 geni PAI-1 geni
Polimorfizm kodon 72 4G/5G
polimorfizmi polimorfizmi
Grup Hasta Kontrol Hasta Kontrol
Allel Arg Arg 4G 4G
Pro Pro 5G 5G
% 70 72.4 54.9 48.7
30 27.6 45.1 51.3
istatistik p>0.05 p>0.05

SONUC

Tiirk popiilasyonunda p53 geni kodon 72 ve PAI-1 geni
4G/5G polimorfizmlerinin genotip dagilim ve allel
frekanslarinin belirlenerek bu polimorfizmler ile kolon
kanseri gelisimi arasinda bir iligki olup olmadigim
ortaya koyabilmeyi amagladigimiz bu ¢aligmanin
sonucunda caligmay1 yiriittigimiiz Tiirk
popiilasyonunda p53 geni kodon 72 polimorfizminin
kolon kanseri gelisimine yatkinlikta bir risk faktorii
olmadigin1 ancak PAI-1 geni 4G/5G polimorfizminin
bir risk faktorii olabilecegi kanisina varildi. Ne var ki
hastaliklara yatkinlikta genetik polimorfizmlerin roliinii
ortaya net koyabilmek i¢cin daha biiylik popiilasyonlar
iizerinde caligmalart yiiritmek olduk¢a 6nemlidir. Bu
nedenle ¢alismamiz, Tirk popiilasyonunda bu
polimorfizmlerin  kolon kanseri gelisimine olan
katkilarint kismen ortaya koyan bir 6n ¢aligma niteligi
tagimaktadir.
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