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Mide kanseri hastalarinda survivin gen polimorfizmi arastirilmasi

Investigation of survivin gene polymorphism in patients with gastric carcinoma
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OZET

Amag: Dinya genelinde mide kanserinin insidansi dis-
mesine ragmen hala énemli bir saghk problemidir. Turki-
ye’'de ise yilda 30.000 yeni mide kanseri vakasiyla 2. en
sik gorilen kanserdir. Mide kanseri genetik ve gevresel
faktorlerin etkilesimiyle ortaya cikan ¢ok faktérli karma-
sik bir hastaliktir. Kanserli dokuda asiri ifade edilen survi-
vin, apoptozis inhibe edici proteinlerdendir. Bu ¢calismada
Survivin -31 G/C polimorfizmi ile mide kanseri arasindaki
iliski arastirildi.

Gereg ve ydontem: Calisma Diizce Universitesi Arastir-
ma ve Uygulama Hastanesi Patoloji Laboratuvarina gelen
mide kanseri tanisi konmus 46 hasta ve saglikli bireylerin
olusturdugu 42 kisilik kontrol grubu ile gerceklestirildi. Bu
bireylerin genotipi Diizce Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tib-
bi Genetik Anabilim Dali Laboratuvarlarinda PCR-RFLP
yontemiyle tayin edildi.

Bulgular: Hasta grubunda, GG genotipi 16 (% 34,8),
GC genotipi 21 (% 45,7) ve CC genotipi ise 9 (% 19,6)
olguda saptandi. Kontrol grubunda ise, genotip dagilimi
sirasiyla 13 (% 31), 26 (% 61,9) ve 3 (% 7,1) bulundu.
Hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir fark saptanamadi. Fakat CC genotipine
sahip bireylerin mide kanserine yakalanma riskinin GG
(OR=1,52) daha fazla risk olusturdugu bulundu.

Sonug: Bu ¢alisma bildigimiz kadariyla Tirk toplumunda
mide kanseri ile Survivin -31G/C polimorfizmini arastiran
ilk calismadir. Elde ettigimiz sonuglar hasta ve kontrol
gruplarimizin temsil ettigi toplum kesitinde mide kanseri
ile Survivin -31 G/C polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki
olmadigini géstermekle birlikte CC genotipinin mide kan-
serine yatkinlik olusturdugu disiinulebilir.

Anahtar kelimeler: Polimorfizm, mide kanseri, survivin
gen, apoptozis

ABSTRACT

Objectives: Despite decreasing incidence of gastric can-
cer in worldwide, it is still a major health problem. Every
year, 30.000 new gastric cancer cases emerging, and it
is the second most common cancer in Turkey. Gastric
cancer is a complex multifactorial disease, emerging by
interaction between genetic and environmental factors.
Survivin, apoptosis inhibitory protein is over-expressed in
cancer tissue. In this study, association between Survivin
-31G/C polymorphism and gastric carcinoma was inves-
tigated.

Materials and Methods: 46 gastric carcinoma patients
who had been admitted at Duzce University Research
and Practice Hospital, Laboratory of Pathology and 42
healthy individuals have been included in the study. Sam-
ples have been subjected to genetic analysis by PCR-
RFLP method in Medical Genetics Department laboratory
at DUzce University.

Results: GG genotype was found in 16 (34.8%), GC
genotype in 21 (45.7%), CC genotype in 9 (19.6%) in pa-
tient group. In control group, genotype distribution were
found 13 (31%), 26 (61.9%) and 3 (7.1%) respectively.
The statistically significant difference was not found when
compared between patient and control groups. However,
we observed the increased occurrence of gastric cancer
associated with CC genotype (OR=1.52).

Conclusions: In our knowledge, this study is the first to
evaluate the relationship between gastric carcinoma and
Survivin -31G/C polymorphism in Turkish population. Our
results show that there is no any association between
gastric carcinoma and Survivin -31G/C polymorphism
in the community which is represented by our study and
control groups. However, it was concluded that CC geno-
type may create the susceptibility to gastric cancer.

Key words: Polymorphism, gastric carcinoma, surviving
gene, apoptosis

! Diizce Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Diizce, Tiirkiye
2 Diizce Universitesi Ti ip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, Diizce, Tiirkiye
3 Diizce Universitesi Ti ip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Diizce, Tiirkiye
4 Diizce Universitesi Ti ip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Diizce
° Diyarbakir Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklar: Hastanesi, Biyokimya, Diyarbakir, Tiirkiye
¢ Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Immiinoloji Anabilim Dali, Diyarbakir, Tiirkiye

Yazisma Adresi /Correspondence: Dr. Kiirsat Oduz Yaykasli,

Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD, 81620 Konuralp, Diizce, Tiirkiye

Email: kursatyay@yahoo.com

Gelis Tarihi / Received: 17.07.2012, Kabul Tarihi / Accepted: 31.08.2012
Copyright © Dicle Tip Dergisi 2012, Her hakki saklidir / All rights reserved


https://core.ac.uk/display/26849372?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

500 N. Yamak ve ark. Mide kanserinde gen polimorfizmi

GIRIS

Diinyada goriilen 6lim vakalarmin yaklasik %20
’si kanserden ileri gelmektedir.! Mide kanserinin
ise diinya genelindeki insidansi diismesine ragmen
hala 6nemli bir saglik problemidir.? Elde edilen son
verilerine gore diinyada 2008 yilinda 738.000 kisi
mide kanserinden hayatini kaybetmistir. Bu istatis-
tige gore mide kanseri vakalarinin %8’inin dliimle
sonuglandigini gosterir. Mide kanserine yakalanma
ve Olimlerin %701 gelisen iilkelerde olmaktadir.?
Gelisen bir iilke olan iilkemizde ise yilda 30.000
yeni mide kanseri vakasinin ortaya ¢iktig1 tahmin
edilmektedir. Istatistiklere gore mide kanseri, ka-
dinlarda meme kanserinden sonra ikinci, erkekler-
de ise akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir.* Mide kanseri genetik ve ¢evresel fak-
torlerin etkilesimiyle ortaya ¢ikan ¢ok faktorlii kar-
masik bir hastaliktir. Hastaligin ortaya ¢ikmasinda
genetik yatkinlik 6nemli rol oynar.’

Apoptozis ise, hem hiicresel homeostazisin
devamliligi hem de hiicre ¢ogalmasi ve farklilas-
masinda ¢ok dnemli olan hiicre eliminasyonu igin
gerekli fizyolojik bir iglemdir. Apoptozis, genetik
yolaklarla diizenlenmekte ve malign hiicrelerde bu
yolaklarin denetimi bozulabilmektedir. Bu da kon-
trolsiiz hiicre biiylimesine ve timdr gelisimine ne-
den olmaktadir.®

Yakin zaman 6nce bulunan ve BIRCS olarak
da bilinen Survivin, apoptozisi inhibe edici (Inhi-
bitdr of Apoptozis Proteins - IAPs) proteinlerden-
dir. 17925 kromozomunda yer alan survivin geni,
3 intron 4 ekzondan meydana gelir ve 142 aminoa-
sitlik bir proteini kodlar.”® Bugiine kadar 8 (BIRC1-
BIRCS) adet rapor edilen bu anti-apoptotik protein-
ler, baslatici (kaspaz-9) ve efektor (kaspaz-3 ve kas-
paz-7) kaspazlar1 inhibe etmek suretiyle apoptozisi
inhibe ederler. Survivin geni yapisinda sadece BIR
(baculovirus IAP repeat) domaini icermesi, RING
ve CARD (caspase activation recruiment) domainin
icermemesi sebebiyle de diger anti-apoptotik genle-
re gore farklilik arz eder.” Anti-apoptotik 6zeliginin
yani sira survivin proteini, hiicre proliferasyonunda
ve anjiyogenez de rol oynar.'” Hiicre dongiisiiniin
G2/M fazinda ifade edilerek hiicrenin bdliinmesini
saglar." Survinin geninin en dnemli 6zeliklerinden
biri kanser dokusunda normal dokuya gore ¢cok daha
fazla oranda ifade edilmesidir. Genellikle embriyo-
nik dokuda ve fetal dokuda asir1 ifade edilen sur-

vivin normal dokuda tayin edilemeyecek kadar az
ifade edilir. Yakin zamanda yapilan caligmalarda
mesane, kolon, kolorektal, akciger, mide ve meme
kanserlerinde survivin genin asir1 ifade edildigi bu-
lunmustur.'>"® Survivin proteini, apoptozisi inhibe
ederek ve hiicre proliferasyonunu arttirarak timor
olusumunu ve ilerlemesini sagladig1 diisiiniilmekte-
dir."

Survivin gen ifadesinin diizenlenmesi transk-
ripsiyon, translasyon gibi ¢esitli agsamalarda kontrol
edilmektedir. Survivin geninin promotdr bdlgesin-
de yer alan tek niikleotitlik polimorfizmler (SNPs),
survivin gen ifadesini ve kontroliinii etkiler. Bugiine
kadar survivin geninin promotor bdlgesinde 5 po-
limorfizm tanimlanmistir. Bunlar; -1547 A/G, -644
C/T, -625 C/G, -241 C/T ve -31 G/C polimorfizmle-
ridir. Bunlar arasinda CDE/CHR represor elementi
bolgesinde yer alan -31 G/C polimorfizminin, survi-
vin gen ifadesinin hem protein hemde mRNA sevi-
yesinde arttirdig1 bulunmustur.'>16

Tirk toplumunda mide kanseri hastalarinda
farkli gen polimorfizm ¢aligmalari yapilmis olmasi-
na ragmen survivin -31 G/C polimorfizmi ile alakali
calisma mevcut degildir. Sundugumuz bu ¢aligmada
bu polimorfizmin mide kanseri gelisimi ile iliskisi
aragtirilarak, Tiirk toplumundaki polimorfizm sikli-
gin1 arastirmay1 amacladik.

GEREC VE YONTEM

Calismaya Diizce Universitesi Arastirma ve Uygu-
lama Hastanesi Patoloji Laboratuvarina gelen mide
kanseri tanisi1 konmus 46 hastanin parafin blokla-
rindaki tiimor dokulari alinmigtir. Kontrol grubu
olarak ise herhangi bir kanser tanisi konulmamig
42 bireyin parafin bloklarindaki tiimér icermeyen
dokular1 alinmistir. Kisilerin yas, cinsiyet, aile hi-
kayesi, tiimor derecesi ve tiimor tipi dahil olmak
iizere demografik bilgileri kayit edilmistir. Parafin
bloktan DNA izolasyonu, analytikjena blackPREP
FFPE DNA Kit kullanilarak yapilmistir. Kisaca,
parafin bloktan alinan kesitler iizerine 400 ul QPT
ve 25 pul PK eklendi ve dnce 50°C’da 1 saat sonra
90°C’da 2 saat inkiibasyona birakildi. Santrifiij son-
rast supernatant filtreye alindi iizerine 200 pl SBS
eklendikten sonra santrifiij edildi. Filtre 700 ul MS
soliisyonu ile iki defa yikandi. Daha sonra filtreye
elution tampon ¢ozeltisi ilave edilip, santrifiij edi-
lerek DNA elde edildi. Survivin genindeki -31 G/C
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(rs9904341) polimorfizmi, polimeraz zincir reaksi-
yonu-restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi
(polymerase chain reaction-restriction fragment
lenght polymorphism=PCR-RFLP) yontemiyle
analiz edildi. PCR i¢in forward 5°- CGTTCTTT-
GAAAGCAGTCGAG-3’ ve reverse 5°- TGTAGA-
GATGCGGTGGTCCT -3’ primerleri kullanarak,
5 dakika 95 oC’de ilk denatiirasyon, 30 saniye 95
0oC’de denatiirasyon, 45 saniye 66 oC’de baglanma,
60 saniye 72 oC’de uzama ve 10 dakika 72 oC’de
son uzama protokolii kullanilarak 35 dongiide ya-
pildi. Survivin genindeki -31 G/C polimorfizmi
belirlemek i¢in PCR fiiriinleri Eco01091 Fermentas
FastDigest FD0264 restriksiyon enzimiyle inkiibe
ederek kesildi. Kesim trilinleri %2’lik agaroz jelde
yiirtitiilerek sonuglar kaydedildi.

Jel goriintiisiinde 329 bp’lik band goriiniiyorsa
CC genotipi, 234 bp ve 92 bp olarak iki ayr1 band
olusursa GG genotipi, 329 bp, 234 bp ve 92 bp ola-

rak ti¢ farkli band goriiniiyorsa CG heterozigot ge-
notipi olarak belirlendi.

Istatistiksel degerlendirme i¢in SPSS 18.0 pa-
ket programi1 kullanilmistir. Gruplar arasinda sayisal
degiskenlerin karsilastirilmasinda Student’s t-testi,
kategorik veriler icin ise Ki-kare testi yapildi. Tim
degiskenlerin birlikte iliskisi Lojistik regresyon
analizi ile kontrol edildi. Betimleyici deger olarak
ortalama + standart sapma ve oranlar verildi. P de-
geri 0.05 diizeyi anlaml1 seviye olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calisma grubuna mide kanseri tanis1 konmug 35-81
yas araliginda 46 birey dahil edildi. Bireylerin yas
ortalamasi1 63413 olarak bulundu. Kontrol grubuna
ise 26-75 yas araliginda 42 birey dahil edildi. Kon-
trol grubundaki bireylerin yas ortalamasinin 49+12
olarak bulundu (Tablo 1).

Tablo 1. Survivin -31 G/C polimorfizmi agisindan bireylerin yas 6zellikleri

_ _ Tek degiskenli " OR igin %95
Kontrol (n=42) Hasta (n=46) analizler Lojistik regresyon Giiven Aralig
Ort+SD Min-Maks Ort+SD  Min-Maks p OR p
Yas 49+12 26-75 63+13 35-81 <0,001 1,097 <0,001 1,044 - 1,152

Ort+SD: OrtalamatStandart deviasyon, OR: Odds Orani

Hasta grubunun 13’4 (%28,3) kadin, 33’
(%71,7) erkekti. Kontrol grubu ise 29 (%69) kadin
ve 13 (%31) erkekten olusuyordu. Hasta ve kontrol
grubu arasinda hastalarin cinsiyetleri agisindan an-
laml bir farklilik vardi (p<0,001). Hasta grubunda
1 (%3,6)’inin diistk, 15 (%53,6)’sinin orta ve 12
(%42,9)’unun yiiksek tiimor derecesine sahiptir.
Yine hasta grubunda 35 (%81,4)’linlin adenokarsi-
nom, 1 (%2,3)’liniin karsinom, 6 (%14)’{iniin tash
yuzik ve 1 (%2,)’iiniin epitelyel timdr tipine sa-
hipti. Calisma grubundaki bireyler sigara kullanimi
acisindan degerlendirildiginde 22 (%48,9) unun si-
gara kullanmadigi, 23 (%51,1)’inin sigara kullandi-

&1 tespit edildi. Kontrol grubundaki bireylerin ise 26
(%70,3)’liniin sigara kullanmadigi, 11 (%29,7)’sinin
ise sigara kullandig1 tespit edildi. Sigara kullanimi
acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamh
bir farklilik yoktu (p=0,051) (Tablo 2).

Mide kanserli hasta grubunda, G/G genotipi 16
(%34,8), G/C genotipi 21 (%45,7) ve C/C genotipi
ise 9 (%19,6) olguda saptandi. Kontrol grubunda
incelendiginde, G/G genotipi 13 (%31), G/C geno-
tipi 26 (%61,9) ve C/C genotipi ise 3 (%7,1) olguda
bulundu. Hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda
gruplarin dagilislart bakimindan anlamli bir farkli-
lik bulunmadi (Tablo 3).
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Tablo 2. Survivin -31 G/C polimorfizmi agisindan bireylerin histopatolojik ve demografik 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=42) Hasta (n=46) Tel;gzlg“i;ijle(renli reLgOrjeiz ztyillc()n gﬁglﬁﬁgl
Sayi % Sayi % P OR p
Cinsiyet K 29 69 13 28,3 <0,001 0,199 0,009 0,059 -0,673
E (referans) 13 31 33 71,7 - -
TUumor Derecesi  Dusuk - - 1 3,6 - - -
Orta - - 15 53,6 - -
Yiksek - - 12 429 - -
Tamor tipi Adenokarsinom - - 35 81,4 - - -
Karsinom - - 1 23 - -
Tashylzik - - 6 14 - -
Epitelyel - - 1 2,3 - -
Sigara Yok (referans) 26 70,3 22 48,9 0,051 - -
Var 1 29,7 23 51,1 1,377 0,615 0,396 - 4,783

OR: Odds Orani

Tablo 3. Survivin -31 G/C polimorfizmi agisindan bireylerin genotip dagilimlari

Genotip Kontrol (n=42) Hasta (n=46) Tel(agglgﬁl;anh Lojistik regresyon  OR igin %95 Guiven Araligi
Sayi % Sayi % OR p

GG (referans) 13 31 16 34,8 0,16 - - -

GC 26 61,9 21 45,7 0,828 0,849 0,117-5,838

CC 3 7,1 9 19,6 1,52 0,507 0,442-5,231

OR: Odds Orani

TARTISMA

Programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptozis
saglikli organizmalarda goriilen normal hiicresel bir
olaydir ve ¢ok sayida gen tarafindan kontrol edilir.
Apoptotik yolakta gorev alan genlerin islev kay-
b1 ya da kazanimi hiicresel hemeostazinin bozul-
masina yol acarak kanser gibi hastaliklarin ortaya
cikmasina sebep olur. Yakin bir zaman 6nce bulu-
nan survivin ise apoptozisi inhibe eden bir prote-
in olup ayni zamanda hiicre proliferasyonunda rol
oynar. Yapilan aragtirmalarda bir¢ok kanser tiiriin-
de survivin gen ifadesinin asir1 arttig1 bulunmustur.
Buradan yola ¢ikarak survivinin, kanser mekaniz-
masinda yer aldigi diisliniilmektedir.!” Yapilan bu
calismada bugiine kadar rapor edilmis 5 survivin
gen polimorfizminden en ¢ok calisilan olan -31
G/C polimorfizminin mide kanseri gelisimine etken
olup olmadig: arastirtlmistir. Yaptigimiz aragtirma

sonucunda survivin geni -31 G/C polimorfizminin
mide kanseri hastalarinda, kontrol grubuna gore
anlamli bir fark bulunmamasina karsin, homozigot
mutant alleli olan CC genotipine sahip bireylerin
mide kanserine yakalanma riskinin homozigot GG
alleline sahip bireylere gore daha fazla risk olug-
turdugu bulunmustur (OR= 1,52). C alleli tasiyi-
ciligimin mide kanserine yakalanma riskini dnemli
derecede arttirdig1 gozlendi. Bugiine kadar yapilan
caligmalarda homozigot C alleli tagiyiciligimin ke-
ratosistik odojenik tiimér gelisiminde '° ve servikal
karsinogenezde ! yatkinlik olusturmadigi bulunma-
sina ragmen, akciger kanserinde,’ tiroid kanserinde
(OR=1,7),"! irettelyel kanserinde (OR=4),'? kole-
raktal kanserinde (OR=2,73),"* mesane kanserinde
(OR=2,61),"* ovaryum kanserinde,'® nazofaringal
karsinomada (OR=1,4),"® renal hiicreli karsinomlar-
da (OR=1,38)" yatkinlik olusturdugu bulunmustur.
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Bizim yaptigimiz bu ¢aligmada survivin -31 G/C
polimorfizminin mide kanserine yatkinlik olustur-
dugunun bulunmasi sebebiyle literatiirle uyumlu-
luk gostermektedir. -31 G/C polimorfizmi, survivin
geninin CDE/CHR bélgesinde oldugundan dolay1
fonksiyonel oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica -31
G/C polimorfizminin survivin gen ifade diizeyini
hem mRNA hem de protein seviyesinde arttirdigi
yapilan aragtirmalarda bulunmustur. Bundan dolay1
-31 G/C polimorfizmi bir¢ok kanser tiiriinde anlam-
11 sonug¢ vermektedir.

Sonu¢ olarak g¢alismamizda Tirk toplumun-
da mide kanseri ile survivin -31 G/C polimorfizmi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulun-
mamis olmasia ragmen CC genotipinin hastaliga
yatkinlik olusturdugu disiiniilebilir. Bu ¢aligma
daha genis vaka sayili calismalar yapilarak destek-
lenmelidir.
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