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ÖZET 

Gheybi A. Kolorektal Kanserli Hastalarda Tümor Süpresor Genlerinin, Genetik 

Varyasıyonlarının İncelenmesi. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, 

Moleküler Tıp ABD. Doktora Tezi. İstanbul. 2019. 

Kolorektal kanser (KRK), morbidite ve mortalitenin en önemli nedenlerindendir, 

kadınlarda görülme sıklığı açısından ikinci, erkeklerde ise üçüncü kanser türüdür.  

Yaşam tarzı, (özellikle sporadik kolorektal kanserde), KRK için en önemli risk 

faktörlerinden biri olarak tanımlanmaktadır. Kolorektal kanseri de dahil olmak üzere 

çeşitli insan kanser türlerinde eksprese edilen ve oksidatif stres dahil olmak üzere çeşitli 

stres türleriyle indüklenen ve (kolorektal kanser de dahil olmak üzere çeşitli insan 

kanserlerinde aşağı regüle edilen) tioredoksin etkileşimli protein (TXNIP), redoks 

dengesinin önemli bir düzenleyicisi olan negatif bir tioredoksin düzenleyicidir. A-kinaz 

ankraj proteini 12 (AKAP12), hücre çoğalmasında, anjiyogenezde rol oynar. 

AKAP12'nin çoğu kez promotör hipermetilasyonu ile ilişkili birçok insan kanserinde 

aşağı doğru düzenlenmesi ya da 6q24-25.2'deki lokusunun kaybı, malignite ve metastaz 

ilerlemesi ile ilişkilidir. Çalışmada kolorektal kanser primer tümörlerin cerrahi 

örneklerinde TXNIP ve AKAP12 ekspresyonu, RT-PCR metoduyla incelendi. 

Tioredoksin bağlayıcı protein-2 ve A-kinaz ankraj proteini 12  ekspresyonu, tümör 

hücrelerinde azaldığı görülmektdir. Ancak TXNIP ve AKAP12 ekspresyonu sonucu 

hasta ve kontrol grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktu. Bu veriler, 

TXNIP ve AKAP12 'nin kolorektal karsinogenezisini negatif olarak düzenleyebileceğini 

göstermektedir. TXNIP ve  AKAP12 , kolorektal kanseri için umut verici prognostik 

belirteçler olarak düşünülebilir ve ayrıca TXNIP ile AKAP12 ekspresyon seviyelerine 

dayalı kişiselleştirilmiş adjuvan tedavi uygulanması KRK tedavisinde etkili bir 

uygulama olacağını düşünmekteyiz.  

Anahtar Kelimeler :  Kolorektal kanser, TXNIP, AKAP12, Ekspresyon, RT-PCR   

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 29468 
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ABSTRACT 

Gheybi A. Investigation of Genetic Variations of Tumor Suppressor Genes in 

Colorectal Cancer Patients. Istanbul University Institute of Health Sciences, Molecular 

Medicine USA. Doctoral Thesis. İstanbul. 2019. 

Colorectal cancer (CRC) is one of the major causes of morbidity and mortality, 

representing the second major cause of cancer incidence among females and the third 

among males. Lifestyle is identified as one of the most important risk factors for CRC, 

especially in sporadic colorectal cancer. Thioredoxin interacting protein (TXNIP), 

whose expression is induced by various types of stress including oxidative stress and is 

downregulated in various types of human cancer including colorectal cancer, is a 

negative regulator of thioredoxin, which is an important regulator of redox balance. A-

kinase-anchoring protein 12 (AKAP12) plays a role in cell proliferation, angiogenesis. 

The downregulation of AKAP12 in many human cancers, often associated with 

promoter hypermethylation, or the loss of its locus at 6q24-25.2, correlates with 

progression to malignancy and metastasis. We employed RT-PCR assay to investigate 

TXNIP and AKAP12 expression in surgical specimens of primary tumors from 

Colorectal cancer patients. Thioredoxin binding protein -2 and A-kinase-anchoring 

protein 12 expression is downregulated in tumor cells but there was no statistically 

significant difference between patient and healthy control groups with regard to TXNIP 

ve AKAP12 expression. These data indicate that TXNIP and AKAP12 negatively 

regulates Colorectal carcinogenesis. This signal transduction pathway can be a potent 

target in preventing or treating Colorectal cancer. TXNIP and AKAP12 are promising 

prognostic markers for colorectal cancer Furthermore, the application of personalized 

adjuvant therapy based on TXNIP and AKAP12 expression levels will be an effective 

application in the treatment of CRC. 

Key Words: Colorectal cancer,  TXNIP, AKAP12, Expression, RT-PCR  
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Kolorektal kanser (KRK), gelişmiş ülkelerde morbidite ve mortalitenin en 

önemli nedenleri arasında yer almaktadır. KRK, tümör lokalizasyonu, genetik ve etnik 

farklılıklar itibariyle heterojen bir hastalık olmakla birlikte çevre etkenler ile etkileşimi, 

diyet ve yaşam tarzı hastalığın gelişimini etkilemektedir. KRK risk faktörleri, kalıtsal 

bileşenler (kalıtsal nonpolipozis KRK gibi), polip gelişimine yatkınlık, enflamatuvar 

bağırsak hastalıkları, obezite, yüksek yağ içeren diyet, alkol bağımlılığı, sigara ve stresi 

kapsamaktadır. Çok  fazla ortak özelliği olması nedeniyle Kolon ve rektal kanserleri, 

kolorektal kanser olarak ifade edilir[1]. 

Kolorektal kanser en yaygın üçüncü kanser olmakla bebaber ölüme sebebiyet 

veren kanser türlerinden de dördüncü sıradadır. Kolorektal kanser vakası Batı 

ülkelerinde çok sıklıkla görülmektedir ve her yıl insidansı artmaktadır[2]. Cinsiyete 

göre, KRK  kadınlarda en sık görülen ikinci (% 9,2), erkeklerde ise üçüncü (% 10) 

sıradadır[3]. 

Kolorektal kanserin başlama nedeni diğer kanser türlerinde görüldüğü gibi, 

spesifik genlerdeki mutasyonlar olabilir. Bu mutasyonlar tümör baskılayıcı genlerde, 

onkogenlerde ve DNA tamir mekanizmalarında sebep olan genlerde ortaya çıkabilir. 

Kolorektal karsinomlar mutasyonun kökenine bağlı 3 grupa (sporadik, kalıtsal ,ailesel) 

sınıflandırılabilir[4]. 

KRK varlığı birinci derece aile bireyinde, hastalık riskini yaklaşık iki kata 

arttırır. Birden fazla bireyde görülmesi riski dört kata kadar çıkarır. KRK varlığının 45 

yaşın altındaki yakınlarda  hastalık riski beş kat arttırdığı görülmektedir[5]. 

Ailesel KRK’lerin nedeni  tümör baskılayıcı geni olan Adenomatöz polipozis 

koli (APC) ve DNA tamir genlerinde meydana gelen  mutasyonlardır. Bunun 

gerçekleşmesi için  tümör baskılayıcı genlerde (APC ve p53) her iki allelinde de  

mutasyon olması gerekmektedir[6]. 

Sporadik KRK’lerin, ailesel ve kalıtımsal nedeni yoktur ve KRK’lerin yaklaşık 

%75’ini oluşturmaktadır. Bu kanserler çevresel faktörler, onkogenler ve  tümör 

baskılayıcı genlerde genetik değişiklikler sonucu ortaya çıkar[7]. Sporadik KRK 

gelişiminde en önemli risk faktör yaştır. 40 yaşın altında KRK nadir görülürken, 50 yaş 

ve üzerinde artmaktadır[8]. 
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Metastaz supresörleri, hücre lokasyonları ve biyokimyasal işlevlerde farklılık 

gösterebilirler. Aynı zamanda proteinler gibi hem hücre içi hem de hücre dışı 

bulunmaktadırlar. Örneğin plazma membrande (cadherin, KAI1, CD44), sitozolde 

(JNKK1/MKK4, nm23-H1, RKIP), mitokondride (caspase 8) ve çekirdekte (BRMS1, 

CRSP3, TXNIP) görünmektedirler[9][10]. Metastaz supresörleri baskılayıcı aktivitesini, 

metastatik yolağın bir veya birden fazla basamağında uygulamaktadır[11]. Tiyoredoksin 

intracting proteinin (TXNIP) metastaz baskılayıcı fonksiyonun tanınması, hücresel 

strese karşı hücre yanıtı ve metastatik kabiliyetin modülasyonu arasında farklı bir 

mekanistik bağ olduğunu öne sürmektedir. TXNIP, sitoplazmik tiyoredoksinin endojen 

bir inhibitörü, ubiquitous tiyol indirgeyici sistemin bir bileşeni olup kanserin 

ilerlemesinde etkilidir[12]. AKAP12 (A-kinaz bağlayıcı protein -Gravin olarak da 

bilinir) tümör baskılayıcı olarak birçok insan primer kanserinde görülmektedir. AKAP 

familyasına ait olmakla bebaber çeşitli kanserlerde azalmış ekspresyon ve belirgin 

hipermetilasyon göstermektedir[13]. KRK’da tümör supresör genler hastalığın 

ilerlemesiyle anlamlı bir şekilde baskılanmaktadır. İleri evre KRK’da tümör büyümesini 

inhibe etme fonksiyonu bulunan genlerin taranması hastalığın ilerlemesini ve tümör 

metastazının baskılanmasında katkı sağlamaktadır. Kanser gelişiminde onkogenlerin 

ekspresyonu artarken, tümör supresör genlerin ekspresyonu inhibe olmaktadır[14]. 

Bu çalışmanın amacı kolorektal kanserli hastalarda TXNIP ve AKAP12 

genlerinin genetik varyasyonlarını incelemek ve bu genlerin kolorektal kanseri için 

moleküler marker niteliği taşıyıp taşımadığını araştırmaktır. Bu tez çalışması 

kapsamında TXNIP ve AKAP12 genlerinin, aktin genine (house keeping gene)  rölatif 

ekspresyon seviyesi RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve kantitatif real-time PZR (qPZR) 

yöntemleri kullanılarak belirlenecektir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kolonun Anatomisi 

Kalın bağırsak, ileumun bitiminden anüse kadar ortalama 1,5 – 2 m uzanır ve 

sindirim kanalının 1/5’ini oluşturur. İnce bağırsaklardan yapı, hacim ve görünüş olarak 

farklılık göstermektedir. Bu farklılıklar; 

1. Çap  olarak kalın bağırsak ince bağırsaktan daha büyüktür. 

2. Sekonder   retroperitonel büyük bölümüdür ve arka duvarına yapışmaktadır. 

3. Belirli yerlerde longitudinal kas lifleri yoğunlaşarak Taenia coli şeritlerini 

oluşturur. 

Kalın bağırsak çekum, çıkan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon 

ve rektum bölümlerinden oluşmuşmaktadır[15]. 

 

 

Şekil 2-1 : Kolon anatomisi[16]. 

 

Çekum; kolon, rektum ve anüs bölümlerine ayrılır. Çekum, kalın bağırsağın ilk 

parçasıdır. Uzunluğu ortalama 6 cm, genişliği 7.5–8.5 cm olup kolonun en geniş 

kısmıdır. Çekumun en uzun ve birinci bölüm kolondur. Kolon, dört bölüme ayrılır: 

çıkan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon. Kolon, ince bağırsağın 

ileumuna çekum ile bağlanırken, rektuma sigmoid kolon  vasıtasıyla bağlanır[17]. 
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2.2. Epidemiyoloji 

Dünyada KRK, meme, prostat ve akciğer kanserlerinden sonra 4.sırada yer alır. 

Erkek ve kadınlarda kansere yakalanma olasılığı yaklaşık %10-15’tir[18].  Kolorektal 

kanseri dünyadaki tüm kanserin %9,7’lik kısmını oluşturur[19]. Kolorektal kanser 

yaygınlığı ve ölüm oranı kadın ve erkeklerde benzer oranlara sahiptir[20]. Dünyanın 

çeşitli ülkelerinde hastalığa yakalanma riski farklılık göstermektedir[21]. Gelişmiş 

ülkelerde hastalığa yakalanma oranı çok daha yüksektir[22]. Kuzey Amerika, Batı 

Avrupa  ve Avustralya’da yüksek oranda, Doğu Avrupa’ da orta oranda, Orta Afrika’da 

ise düşük oranda görülmektedir[23]. KRK’nın, erkeklerde görülme sıklığı prostat ve 

akciğer kanserlerinden sonra üçüncü sıradayken, kadınlarda  meme kanserinden sonra 

ikinci sıradadır[24]. Günümüzde KRK insidansı 45-50 yaşa kadar düşmüştür. 

Progresyonu yaşla birlikte kadınlara oranla erkeklerde artmaktadır. ABD’de 2009 

yılında 136.717 kişiye (70.223 erkek, 66.494 kadın), 2013 yılında 142.820 yetişkine 

KRK teşhisi konmuştur. Rakamsal verilerle Amerika‘da her yıl en az 102.480 kolon 

kanseri ve 40.340 rektal kanser teşhisi edilmektedir[25]. Avrupa’da KRK, tüm kanser 

tipleri arasında ikinci sırada yer almaktadır[26]. 

 

Şekil 2-2: Erkeklerde En Sık Görülen 10 Kanserin Yaşa Göre Standardize Edilmiş Hızları 

(Türkiye Birleşik Veri Tabanı, 2015) (Dünya Standart Nüfusu, 100.000 Kişide)[24]. 
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Şekil 2-3: Kadınlarda En Sık Görülen 10 Kanserin Yaşa Göre Standardize Edilmiş Hızları 

(Türkiye Birleşik Veri Tabanı, 2015) (Dünya Standart Nüfusu, 100.000 Kişide)[24]. 

     

  

2.3. Etyolojisi 

KRK etyolojisinde genetik ve çevresel faktörler rol oynamaktadır. Üreme 

hücrelerinde genetik değişiklikler meydana gelirse kalıtımsal, somatik hücrelerde 

oluşursa sporadik kanserler meydana gelir [27]. Kolorektal kanserlerin çoğu sporadiktir  

ve büyük çoğunluğu (%95) adenokarsinomlardır [28]. Kalıtsal kolorektal kanserlere 

örnek olarak Familyal Adenomatöz Polipozis (FAP) ve Herediter Nonpolipozis 

Kolorektal Kanserler (HNPCC) verilebilir[29].  

Tüm KRK vakalarının % 5'ini kalıtsal kanserler oluşturur. Mutasyona uğramış 

genin iki alelinden birisinde mutasyon gerçekleşirse kalıtsal mutasyonlara neden 

olurken, diğer aleldeki nokta mutasyonun etkisiyle tümör hücresinin ve karsinomun 

ortaya çıkmasına sebep olur[30]. Kalıtsal kanserlerin  sınıflandırılması için polipoz 

formlar ve polipoz olmayan formlar diye iki grup kurulmuştur. Polipoz varyantı, 

kolonda potansiyel olarak malign polip oluşumu ile karakterizedir ve ailesel 

adenomatous polipozu (FAP) içerir 31]. Kalıtsal polipoz olmayan kolorektal kanser 

(HNPCC), DNA tamir mekanizmasında olan mutasyonlarla ilişkilidir. HNPCC'nin 

önemli nedeni, DNA onarım proteinlerini (MLH1, MLH6, MSH2, PMS1 ve PMS2) 
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kodlayan iki  alellerden birinde kalıtsal mutasyonların sebep olduğu Lynch 

sendromudur. Tüm kolorektal kanser vakalarının% 2-3'ünde Lynch sendromu  

bulunabilir ve bu sebeple  HNPCC grubunda görülen en sık sendromdur[32]. 

Sporadik kanserler ise nokta mutasyonlarından türetilen kanserlerdir ve tüm 

kolorektal kanserlerin% 70'ini oluşturur. Sporadik kanserin moleküler patogenezinin 

heterojen olma nedeni, farklı genlerdeki mutasyonlardır[4].  

 

 

Şekil 2-4: Kolorektal Kanser Etyolojisi[32]. 

          

2.4. Kolorektal Kanser Risk Faktörleri 

2.4.1. Beslenme ve Diyet 

Diyet kolorektal kanser gelişiminde önemli bir role sahıpdir. Son yıllarda 

yapılan epidemiyolojik ve deneysel çalışmalarda, çeşitli gıdaların ve besinlerin tüketimi 

kolorektal neoplazi riski etkilemektedir[33]. Kalsiyum, süt, lif ve tam tahıl  kolorektal 

kanser riskini azaltırken, kırmızı et ve işlenmiş et bu riski arttırmaktadır[34]. Kırmızı et 

ve yüksek kalorili gıda tüketimi, antineoplastik vitamin, antioksidan, antimutajen, lifsel 

komponenti olmayan diyet, tümör oluşum riski oluşturmaktadır[35][36]. Aynı zamanda 
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besin maddeleri ve gıdalar diyetsel bir model olarak kolorektal kanser riskini 

etkileyebilir[37]. Muhtemelen, iltihaplanma üzerine ve bağışıklık sistemi tepkisine de 

doğrudan etki yapabilir. Bu nedenle diyet değişikliği, kolorektal kanser insidansını 

azaltma olasılığına sahiptir[38]. Diyetteki yağdan dolayı; kolon bakterileri vasıtasıyla 

sentezi artmakta olan karaciğerde kolesterol ve primer safra asitleri, kolesterol 

metabolitlerine ve sekonder safra asitlerine dönüştürülerek kolonik mukozada hasar 

oluşturmaktadırlar[39]. Bu oluşan hasarla birlikte sekonder safra asitlerinin etkisiyle 

protein kinaz C ve kolonik ornitin dekarboksilaz artar ve araşidonik asitten 

prostoglandinler sentez edilir. Sonuç olarak hücresel proliferasyon meydana gelir. 

Prolifere olan hücreler karsinojenlerin etkilerine duyarlıdırlar[40].  

2.4.2. Sigara 

KRK sıklığı ve yüksek mortalitesi sigara içimi ile belirlenmiştir[41]. Genç yaşta 

sigaraya başlama ve uzun süreli sigara kullanımı (30-40 yıl) kişilerde kolon kanseri  için 

büyük risk taşıdıkları belirlenmiştir[42]. Kolorektal kanseri riski üzerinde tütün 

kullanımının erkeklerde (%21) ve kadınlarda (%12)  farklıdır. Tütün dumanının içerdiği 

kanserojenler; polisiklik hidrokarbonlar, heterosiklik aminler ve nitrozaminlerdir[43].  

2.4.3. Alkol 

Alkol tüketimi ve  KRK risk artışı arasında netlik kazanmış bir ilişki yoktur 

ancak alkolün riski artırma sebebi olarak folat emilimini azaltması düşünülmektedir 

[41]. Alkolün kendisi karsinojen değil ancak  tümör destekleyici olarak işlev yapabilir 

[44]. Asetaldehit, önemli bir alkol metabolitidir ve sigarayla etkileşimi DNA’da spesifik 

mutasyonlara yol açabilmektedir. Alkol; lipid peroksidasyonu, prostaglandinler ve 

serbest oksijen radikali üretimine etki edebilir[45]. 

2.4.4. Yaş 

ABD’de KRK sıklığı kadınlarda ve erkeklerde 20-49 yaşları arasındadır[46]. 

Yaşın ilerlemesi ile kolorektal kanseri gelişime riski artmaktadır ve bu riskin 50 yaş ve 

üstünde sıklığı %90’dan fazladır. Bu risk 65-85 yaşları arasındaki bireylerde 50 yaş 

altındaki bireylere göre 6 kat daha yüksektir[47]. 
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Şekil 2-5: Kolorektal Kanserin Yaşa Özel Hızları (Semi-Log) (Türkiye Birleşik Veri Tabanı, 

2015)[24]. 

 

Irksal ve etnik gruplara göre kanser insidansı ve ölüm oranları farklılık 

gösterilmektedir. Araştırmalara göre 2004-2008 yıllarında KRK insidansı ve ölüm oranı  

Afrika kökenli Amerikalılarda, Amerika’daki diğer gruplara göre yüksek orandadır. 

Doğu Avrupa Yahudilerinde de KRK sık görülmektedir 48]. 

2.4.5. İnflamatuvar Bağırsak Hastalıkları 

Crohn hastalığı veya Kronik ülseratif kolit olan kişilerde kolon kanser riskinin 

arttığı görülmektedir. Bu kişilerde hastalığın başlangıç döneminde %3-8 olan kanser 

gelişme oranı, 10 yıl sonra %10’a kadar ve 25 yıl sonra ise %30’lara kadar 

yükselmektedir[49]. 

2.4.6. Herediter Faktörler ve Sendromlar 

KRK hastalığında kalıtsal yatkınlığı düşündüren olay hastaların %25’inde aile 

hikayesinin olmasıdır. Kalıtsal kolon kanserlerin iki ana grubu da  polipozis sendromları 

ve nonpolipozis sendromlarıdır[29]. 

2.4.6.1. Polipozis Koli (Familyal Adenomatöz Polipozis-FAP) 

Herediter bir hastalık olan polipozis koli otozomal dominant geçiş 

göstermektedir. Adenomlardan gelişir ve   KRK’de  %1 oranda oluşmaktadır[50].  Bu 

adenomlar çocuklukta oluşur ve semptomları ortalama 16 yaşında ortaya çıkmaktadır. 



 9 

Hastalık, klinik olarak takipsiz hastaların  %90’ında kolon kanserinin ortaya çıkma yaşı  

45’tir[29]. Sorumlu olan genetik defektin 5.kromozom üzerinde q 21 lokusunda bulunan  

APC geni olduğu bilinmektedir[51]. 

2.4.6.2. Herediter Non-polipozis Kolon Kanseri (HNPKRK) Sendromları (Lynch 

sendromu I ve II) 

Görülme sıklığı %1-5 olup FAP’den daha sıktır  ve otozomal dominant olarak 

geçer. Mismatch tamir genleri olan hMSH2, hMSH6, hMLH1, PMS2 genlerindeki 

mutasyon HNPKRK’ne sebep olur. Tanı yaşı ortalama 48 olan HNPKRK en çok sağ 

kolonda saptanmaktadır. Lynch I sendromunda sadece kolon kanseri görülür[52]. Lynch 

II sendromunda ise mide, meme, over, uterus, ince bağırsak, üreter, renal pelvis  

kanserlerde görülmektedir[53]. 

2.5. Diyagnoz 

KRK tanısında rektalde kanama, dışkılama alışkanlığında değişiklikler olması, 

karında dolgunluk hissi, karın ağrısı, barsakda  obstrüksiyon belirtileri olması, demir 

eksikliği anemisi bulgu ve semptomlarla başvuran hastada kolonoskopi veya 

rektosigmoidoskopi ile tümör biyopsisi yapılır ve teşhis konulur[54]. Basit noninvaziv 

tanı muayenesi gaitada gizli kan testidir. Dışkıda hemoglobin olup olmadığını 

göstermek için bu test yapılır. Dışkıda kan olması gastrointestinal kısımda kanama 

olduğunu gösterir[54]. Tümör markerları, tümör hücreleri ya da sağlıklı hücreler 

tarafından tümöre cevap olarak üretilen maddelerdir. Tümör markerleri olan CA 19.9, 

CA 72.4 ve özellikle CEA (karsinoembriyonik antijen) hastalığın takibinde faydalıdırlar 

ama tanıda kullanılamazlar[2]. 

2.6.  Evreleme 

Kolon kanserinde son derece önemli olan yayılım prognoz, değişik  evreleme 

yöntemlerini kullandırılmaktadır. 1930 yılında ilk çalışmalar Dukes tarafından 

Kolorektal kanser evrelendirilmesi üzerine yapılmış, 1954 yılında Astler ve Coller 

tarafından Dukes sınıflandırılması modifiye edilmiştir[55]. En sık kullanılan sistem 

Dukes tarafından oluşturulan evreleme sistemi ve TNM sistemidir (T:Tümör invazyonu, 

N:Lenf nodu tutulumu, M:Metastaz ) (Tablo 2-1)[56]. 
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Tablo 2-1: Kolorektal Kanserde Evreleme ve TNM Sistemi[57]. 

 

 

2.7. Kolorektal Kanserin Moleküler Mekanizması 

Normal dokuda büyümeyi kontrol eden  moleküler mekanizmaların bozulması, 

genetik değişikliklere sebep olarak kolorektal kanserini oluşturmaktadır. 

Onkogenlerdeki multiple mutasyonların birikimi ve tümör süpresör genler, hücre 

proliferasyonun ve apoptozun arasındaki dengeyi etkileyerek karsinogenezde  ilk 

değişikliğe sebep olur[58]. Temelde genetik değişimler, iki farklı mekanizmadır ve 

epitel hücrelerin neoplazik sürece girmesi için  gereklidir. Bu mekanizmalar:  

1. Genomic instability; allellik kayıplar ve anöploidi  ile karakterize olan  

kromozomal kararsızlıklar,  

2. Microsatellite instability-MSI; DNA mutasyonları ve  diploidinin artması 

ile kendisini gösteren değişiklikler[59]. 

Kolorektal kanser gelişimindeki üç temel genetik değişiklikler; 

1. Tümör supresor gen  aktivitesinin duşuşu veya  kaybolması 

2. Protoonkogenlerde oluşan  değişiklikler 

3. DNA onarımına (mismatch repair) sebeb olan  genlerdeki 

değişiklikler[60]. 
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2.7.1. Tümör Supresör Genlerdeki Değişimler 

Tümör supresör genler, hücre çoğalmasında negatif yönde rol oynayan genlerdir. 

Bu genlerin  aktivitelerinin kaybolması ve hücrenin programlanmış ölümü (apoptoz)   

engellenmek için her iki allel gende mutasyon veya kayıp oluşması gerekir. Eğer 

proliferasyonu doğrudan baskılıyorsa “bekçi” (gatekeeper) tipi genler denmektedir. 

Bekçiler, hücre siklusunu denetleyerek hücreyi apotoza yönlendirirler. Örneğin TP53 

önemli bir tümör süpresör genidir[61]. 

Bir başka tümör süpresör gen tipi de dolaylı etki gösterenlerdir. Bunlara “bakıcı” 

(caretaker) tipi tümör süpresör genleri denir. Bakıcılar mutasyon oluşumunu engelleyen 

ve genomun tamamından  sorumlu  DNA tamir genlerdir[62].  

 

Tablo 2-2: Tümör Süpresör Gen Tipleri [62]. 

 

 

 

2.7.2. Protoonkogenlerin Aktivasyonu 

Hücrede uyarı iletiminde rol oynayan ve hücre büyümesini kontrol eden genler, 

Protoonkogenlerdir. Bu genlerin uygunsuz aktivasyonları hücrenin yüzeyinden nukleusa 

mesajların anormal iletilmesine ve anormal hücre proliferasyonuna sebep olarak tümör 

oluşumuna neden olur. Ras geni önemli bir onkogendir. İnsan metabolizmasında hücre 

içi uyarı iletisini düzenleyen  nükleotidi (guanin)  bağlayan proteinleri kodlayan 3 tane 

ras geni bulunmaktadır (K-ras, N-ras ve H-ras). Kolorektal kanserlerin  %65’inde ras 
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geninde nokta mutasyonu mevcuttur (genelde K-ras). Adenom gelişim sürecinde orta 

dönemlerinde de ras mutasyonları oluşmaktadır.  

2.7.3. DNA Onarım Genlerin Değişiklikleri (mismatch repair gens) 

İnsan genomu var olan 23 çift kromozom, yaklaşık olarak 100.000 gen içerir. Bu 

da 3 milyara yakın nükleotit demektir. Kalıtım yoluyla her bir kromozom  çifti anne ve 

babadan geçer ve kromozom üzerinde her genin bir benzeri (allel) bulunur. Hücre 

bölünmesi sırasında kromozomlardaki  dizilim kopyalanır ve yeniden eşleşerek  oğul 

hücrelere aktarılır. Normal  kabul edilebilir bir mutasiyon hatası, bir hata her 10 milyar 

nükleotid çiftinin kopyalanması sırasındadır. Daha fazla  kopyalanma hatalarının 

düzeltilmesi için  onarım genleri mevcuttur (Miss match repair genes – MMR).  Bir 

hücre fazlaca mutasyona uğrarsa kanser hücresine  dönüşme sebebi genomik kararsızlık 

(genomic instability) mekanizmasıdır. Bu mekanizma kolon karsinogenezinde önemli 

bir mekanizmadır. Kolon kanserinde sık olarak görülen genomik  kararsızlık türleri; 

kromozom translokasyonları, mikrosatellit kararsızlığı  (Microsatellite instability -MSI) 

ve kromozom kararsızlıklarıdır[63]. 

2.8. Tiyoredoksin Etkileşimli Protein (TXNIP) 

2.8.1. TXNIP’in Genel Özellikleri 

TXNIP  ilk kez 1994 yılında, ekspresyonu artan bir gen olarak  HL-60 

hücrelerinde 1,25 Dihidroksivitamin D3 ile tanımlanmıştır[64]. 

TXNIP (VDUP- 1 veya TBP-2) redoks sisteminin anahtar modülatörüdür ve 

tioredoksinnin (TRX) aktif sistein kalıntısına bağlanıp antioksidatif fonksiyonunu 

inhibe eder. TRX'in negatif bir regülatörüdür ve aynı zamanda  güçlü bir büyüme 

baskılayıcıdır[65]. Bu gen metastaz inhibitör özelliği ile proapoptotik fonksiyona 

sahiptir[66] . İnsan TXNIP geni 4174 bp uzunluğu, 1q21.1 kromozomunda, 391 amino 

asit ve 8 ekzon içerir[67].  

 

Şekil 2-6: TXNIP’in 1. Kromozom Üzerindeki Lokasyonu[67] 

Tiyoredoksin etkileşimli protein, hücresel redoks dengesini sağlamaktadır.  

TXNIP geni, stres koşulları altında örneğin; H2O2, serum starvasyonu, ısı şoku ve 
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yüksek glikozla uyarılmaktadır. TXNIP geninde oluşabilecek bir mutasyon, glukoz 

metabolizmasını, lipid metabolizmasını ve NADH/NAD+  oranlarını etkilemektedir.  

 

 

Şekil 2-7: TXNIP’in Biyolojik Süreçler [62]. 

 

TXNIP genin ekspreyon kaybı veya downregülasyonu çeşitli yaklaşımlarla 

insanın primer tümör hücrelerinde belirlenmiştir.  

TXNIP aşırı ekspresyonu, tümör hücresi proliferasyonunu ve hücre döngüsü 

progresyonunu inbibe eden TXN aktivitesini durdurur[68].  

2.8.2. TXNIP’in Kanser Sürecindeki Rolü 

Tümör baskılayıcı genlerde ve hücresel onkogenlerde biriken mutasyonlar, 

tümör gelişimine sebep olmaktadır[69]. Ekpresyonu değişen genler, proliferasyon, 

diferasiyasyon  apoptoz gibi birçok biyolojik yanıtı karsinogenez boyunca etkilerler. Bu 

bakış açısından,  akciğer, kolon ve meme gibi birçok tümör dokusunda  TXNIP  

ekspresyonu azaldığı gösterilmiştir[70]. TXNIP ekpresyonunundaki azalma, epigenetik 

mekanizmalara örneğin;  histon asetilasyonuna ve DNA metilasyonuna bağlıdır[71]. 

Renal kanser üzerinde bir çalışmada, promotor bölgede CpG adacıklarının hipermetile 

olarak TXNIP’in protein düzeyinde ekpresyonu azalmıştır[72].  
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2.9. A-kinaz Ankraj Proteinler (AKAP12)  

AKAP'ler, protein kinaz A'nın (PKA) alt birimlerini sabitleme vasıtsıyla  çeşitli 

hedefleme alanları amacıyla farklı hücresel konumlara kılavuzluk etmektedir[73].  

AKAP'ler, reseptörler, protein kinazlar, iyon kanalları, küçük GTPazlar, fosfatazlar, 

fosfodiesterazlar ve birçok başka sinyal elementleri ile ilişkilidir. Bir çok AKAP, hücre 

döngüsü regülasyonunda önemli olmalarından dolayı  hayati rolleri nedeniyle tümör 

baskılayıcı olarak tanımlanmaktadır[74]. İskelet proteinleri olan A-kinaz ankraj 

proteinler (AKAP'ler) hücre içi sinyallemenin kompartmanizasyonu korurlar[57]. 

AKAP  olarak keşfinden beri, hücre döngüsü regülasyonunda  AKAP12 en çok çalışılan 

AKAP'lerden birisidir[75]. 

İlk olarak  AKAP12,  myastenia gravis hastaların serumda  otoantijen olarak 

kabul edilmiştir [76]. AKAP12 ekspresyonu malignitede baskılama özelliğine sahiptir. 

Örneğin; meme, prostat, mide ve kolon kanserleri gibi birçok insan malignitesinde 

baskılandığı bilinmektedir[77]. İnsanlarda ve kemirgenlerde, 2 ana AKAP12 transkript 

α ve β, yaklaşık 35 Kb aralıklı bağımsız promotörlerden eksprese edilir. Ancak, >% 93 

amino asit kimliğini paylaşmalarıyla sonuçlanan ortak bir büyük ekzonla birleşirler. α 

ve β AKAP12 protein izoformları, embriyoda ve erişkinde her yerde sırasıyla 305- veya 

290-kDa ürünleri olarak ifade edilmektedir[78].  

Gravin ve olarak bilinen A-kinaz ankraj proteini 12 (AKAP12), protein kinaz C 

(PKC), PKA, F-aktin gibi birçok önemli sinyal faktörü için yeni bir kuvvetli iskele 

proteinidir. Aynı zamanda hücre iskeleti tadilatı, hücre göçü, kan-beyin bariyeri gelişimi 

gibi çeşitli hücresel ve fizyolojik olayları modüle eder ve onkogenik süreçlerde de görev 

almaktadır. AKAP12 downregülasyonu genel olarak kromozomlarda hipermetilasyon 

veya silinmeden kaynaklanmaktadır. Ayrıca, hücrelerde yoğun ekspresyonunun 

onkogenik ve metastatik özellikleri baskılarken eksikliğinin onkojenik transformasyona 

duyarlılığı yükselttiği düşünülmektedir[79]. 

Hücre döngüsü regülasyonundaki bozukluklar; nörodejenerasyon, kanser ve 

diyabet gibi hastalıklarla ilişkilidir. Hücresel cevapların verimliliğini ve doğruluğunu 

sağlamak için en yaygın strateji hücresel sinyallemenin bölümlere ayrılmasıdır[80].  

Genellikle AKAP12'nin, hücre döngüsü fazlarının farklı  birleşmesi nedeniyle 

hücre döngüsünü düzenlediğini göstermektedir: 
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1. Uygun ve doğru olmayan hücre döngüsü ilerlemesinde negatif 

regülatör olarak davranmak; 

2. Sitokinezi ve mitozu kolaylaştırmaya yardım etmektir[81] . 

AKAP12 ekspresyonunda downregülasyonunun neden olduğu anormal hücre 

döngüsü regülasyonu, prostat hiperplazisine, pulmoner adenokarsinoma, 

myelodisplastik sendroma ve mide karsinomasına sebep olmaktadır. AKAP12  

promoterinin hipermetilasyonu ve downregülasyonu  özofageal neoplastik progresyon, 

gastrik karsinomda, kolon kanserinde yapılan bir çalışmada gözlemlenmiştir. 

AKAP12’ta bulunan 6q24-25.2 lokusunun kaybı, malignite ve metastaz ilerlemesiyle de 

ilişkilidir[57]. 

 

 

Şekil 2-8: AKAP12 ’in 6. kromozom üzerindeki lokasyonu. 

 

AKAP12 kanserin ilerlemesini de baskılamaktadır. Bunu yaparken Src-FAK 

komplekslerinin yapışmayı ve büyüme faktörünün neden olduğu aktivasyonunu, 

muhtemelen AKAP12'nin Src'ye direkt olarak bağlanması yoluyla, Raf / MEK / ERK- 

ve JNK-aracılı proliferasyon, anjiyogenez ve sitokeletal yeniden biçimlendirme 

sinyallerinin transdüksiyonundan ayırmak suretiyle kanser ilerlemesini baskılamaktadır. 

-SH3 alanı, Src-FAK sinyal komplekslerinin değişmesine sebep olmaktadır. AKAP12 

ayrıca doğrudan bir iskele fonksiyonuyla PKC aktivasyonunu da durdurmaktadır. Bir 

diğer yandan ise AKAP12, PKA'nın iskele edilmesi cAMP kaynaklı sitoskeletal 

remodeling'i kolaylaştırmaktadır[82]. 
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Şekil 2-9: AKAP 12 tarafından kanserde kontrol edilen yollar[80]. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Örneklerin Seçimi 

Bu çalışmada iki örnek grubu kullanılmıştır: 

1. 58 sağlıklı ve kolorektal kansere ilişkin herhangi bir patolojik bulgusu 

bulunmayan kontrol grup 

2. 80 hasta ve İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi tarafından takip 

edilen ve kolorektal kanser tanısı konulmuş hasta grubu 

            Çalışmaya katılacak olan gönüllülere, yapılacak araştırma ile ilgili 

bilgilendirilmiş gönüllü onam formu okutularak imzalatılmıştır. 

Çalışmaya dahil edilen hastaların klinik değerlendirmeleri ve örnek alımları 

ilgili kliniklerde gerçekleştirilmiştir ve alınan kan örnekleri gerekli koşullar altında 

anabilim dalımıza ulaştırılmıştır. 

3.2. Kullanılan Cihazlar 

 Buzdolabı (+4 ºC) (Arçelik, Türkiye) 

 Buzdolabı (-20 ºC) (Arçelik, Türkiye) 

 Derin Dondurucu (-80 ºC) (DaihanScientefic, Güney Kore) 

 Distile Su Cihazı (Millipore, Almanya) 

 Homojenizatör (Analytik Jena, Almanya) 

 Vorteks-Mikrospin (Biosan, Letonya) 

 Isıtıcı Blok (Biosan, Letonya) 

 Otomatik Pipet Seti (Gilson, Amerika Birleşik Devletleri) 

 Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, Almanya) 

 Qubit Florometre (Invitrogen, Amerika Birleşik Devletleri) 

 Soğutmalı Santrifüj (Beckman Coulter, Almanya) 

 DNA/RNA UV Cleaner Kabin (Biosan, Letonya) 

 Jel Görüntüleme Sistemi (Wealtec Keta, Amerika Birleşik Devletleri) 

 Real  Time  PCR  Cihazı  (Agilent  Tecnologies  Stratagene,  Amerika  Birleşik 

            Devletleri) 
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3.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

STL-P1,  Proteinaz K, 3M GIT2, Izopropanol, DNaz I, WB1, WB, 1X TE, Tris 

baz, EDTA, Etanol (%99), Sodyum klorür, sodyum hidroksit, SDS, TRİTONX  

3.4. Kullanılan Çözeltiler 

3.4.1. Rna İzolasyonunda Kullanılan Çözeltiler 

3.4.1.1. STL-P1 

1M Tris-Cl pH 8.0  + 1M EDTA pH 8.0  +  5M NaCl  +  %20 SDS  +  PVP-10 

3.4.1.2. Proteinaz K 

25 miligram Proteinaz K tartılarak steril bir tüp içinde steril distile su ile 1 

mililitreye tamamlandı 

3.4.1.3. 3M GIT2 

3M GIT+%2 TRİTONX 

3.4.1.4. Izopropanol  

3.4.1.5. DNaz I 

3.4.1.6. WB1  

3.4.1.7. WB 

1:2 3M GIT+%100 EtOH 

3.4.1.8. 1X TE ( Tris-EDTA buffer ) 

10 mM Tris + HCl + 1 mM EDTA 

3.4.1.9. 1M EDTA 

372.2  gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartılarak beher içine alındı ve 1600 

ml distile su eklendi. Manyetik karıştırıcı yardımıyla çözündürüldü ve pH’sı NaOH 

çözeltisi ile 8.0’e ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandı. 120ºC’de 15 dakika 

otoklavlanarak sterilize edildi. 

3.4.1.10. 5M Sodyum Klorür (NaCl) 

292 gram NaCl tartılarak erlene alındı. Üzerine 1000 mililitre distile su ilave 

edildi ve manyetik karıştırıcı yardımıyla iyice çözündürüldü. Balon jojeye aktarılarak 1 

litreye tamamlandı. 120ºC ’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. 
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3.4.1.11. %20’luk Sodyum Dodesil Sülfat (SDS)  

20 gram Sodyum dodesil sülfat tartıldı. Beher içine alınarak üzerine 160 mililitre 

distile su eklendi. Manyetik karıştırıcı yardımı ile çözündürüldü ve pH’sı 7.2’ye 

ayarlandı. 0.22 mikronluk filtreden geçirilerek sterilize edildi ve oda ısısında saklandı. 

 

3.5. Kullanılan Yöntemler 

3.5.1. Dokudan RNA İzolasyonu 

 

 150 mg doku numunesi 2.0 ml lik vida kapaklı boncuklu tüpe alınır, üzerine 500 

µl STL-       P1 (1M Tris-Cl pH 8.0, 1M EDTA pH 8.0, 5M NaCl, %20 SDS, 

PVP-10 ) eklenir. 

 7000 rpm de, 2 dakika homejenizatörde parçalanır. 

 95 °C'de 10 dakika inkübe edilir. 

 Üzerine 25 µl Proteinaz K  ve  500 µl  3M GIT2  (3M GIT+%2 TRİTONX)  

eklenerek vorteksle  iyice  karıştırılır  

 56 °C de 10 dakika inkübe edilir. 

 Ardından 70 °C de 5 dakika inkübe edilir 

 Daha sonra 500 µl izopropanol  eklenir ve pipetajla karıştırılır 

 Tüm numune DNA kolonundan 2 seferde geçirilir. 

 Kolona 50 µl DNaz I eklenir ve 37 °C de 5 dakika inkübe edilir. 

 Kolona 500 µl l WB1(1:1 3M GIT+%100 EtOH) eklenerek 14000 g’de, 1 

dakika santrifül edilerek alt faz atılır 

 2 defa 500 µl WB (1:2 3M GIT+%100 EtOH) ile yıkama yapılır 

 Alt faz atıldıktan sonra 1 kere tüp boş sanrifüj edilir 

 Kolon 1,5 ml lik mikrosantrifüj tüpüne alınır ve 100 µl 1X TE (pH 8.0) eklenir. 

 14000 g de 1 dk santrifüj edilerek kolon atılır oluşan sıvı RNA dır. 
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3.5.1.1. Elde Edilen RNA’nın Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini 

Elde edilen RNA’ların saflıkları ve konsantrasyonlarını belirlemek için Thermo 

Scientific NaNoDrop 2000 spektrofotometre cihazını kullandık. Aşağıda belirtilen 

formülü kullanılarak tek zincirli RNA’nın konsantrasyonu belirlenmektedir. 

 

RNA Konsantrasyonu (ng/μl) = (OD 260 nm x 40 μg/ml x Seyreltme Katsayısı) / 1000 

 

             maksimum absorbans dalga boyları DNA için 260, protein için 280 ve fenolün 

için 230 ’dur. RNA’nın saflığını 260 ve 280 nm’de alınan değerler arasındaki oran 

belirlemektedir ve bunun için en uygun A260/A280 oranı 1.8-2.0 değer aralığıdır. 

Konsantrasyonları belirlenen RNA örneklerini cDNA sentezine kadar -80 ºC’ de 

saklandı. 

 

3.5.2. Primer Dizaynı 

AKAP12  ve  TXNIP genlerinin RT-qPCR deneylerinin yapılabilmesi ve bu 

genlerin sekanslanabilmeleri amacıyla oluşturulan primerler aşağıda verilmiştir. Ayrıca 

çalışmada yapılacak gen ekspresyon seviyelerinin ölçülebilmesi için gerekli olan 

referans housekeeping gen olarak seçilen GAPDH genine ait primer dizaynı da 

verilmiştir. 

3.5.2.1. GAPDH genin primer dizayni 

Primer dizaynı için insan GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 

genine ait ekzonlar hg38 genom versiyonuna göre incelenmiş ve en uzun ekzon aşağıda 

sekansı verildiği üzere seçilmiştir. 

Primer dizaynı için insan GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 

genine ait ekzonlar hg38 genom versiyonuna göre incelenmiş ve en uzun ekzon aşağıda 

sekansı verildiği üzere seçilmiştir.  

>NM_002046.66’in 1. Transkriptine gore RT-PCR primeri dizayn edilmiştir.   

Elde edilen sekansa, Primer3 programı yardımıyla 312 bp uzunluğunda ürün 

verecek şekilde primerler tasarlanmış, primerlerin erime sıcaklıkları arasındaki farkın 

10ºC den az olması sağlanmış, primer dimer oluşturmamaları için sekanslarının 
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kendilerine ve diğer primere, erime sıcaklığının 100ºC altına kadar bağlanmamasına 

dikkat edilmiştir. 

 

 

Şekil 3-1:  Primer3 programı ile dizayn edilen GAPDH primerlerin bağlandığı bölgeler ve 

primerlerin özellikleri. 

 

Ardından elde edilen primerlerin spesifikliğinin ve diğer insan genom 

varyasyonlarında tanımlanmış GAPDH genini çoğaltabildiği, sanal PZR ile kontrol 

edilmiştir. Primer blast algoritması kullanılarak NCBI veribankasında bulunan tüm 

sekanslar taranarak primerlerin spesifik olduğu aşağıda gösterildiği üzere belirlenmiştir. 
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Şekil 3-2:  GAPDH  için Primer Blast algoritması ile NCBI veribankasında yapılan sanal 

PCR sonuçları 

 

Elde edilen primerler GAPDH_Human_F (5’-ACAGTCAGCCGCATCTTCTT-3’) ve 

GAPDH_Human_R (5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’) olarak adlandırılmış ve 

Gerçek zamanlı PZR bu primerlerle optimize edilerek çalışılmıştır. 

 

3.5.2.2. TXNIP genin primer dizayni 

Primer dizaynı için insan TXNIP  genine ait ekzonlar hg38 genom versiyonuna 

göre incelenmiş ve en uzun ekzon aşağıda sekansı verildiği üzere seçilmiştir. 

>hg38_knownGene_uc031utr.2_7 range=chr1:145992385-145993936 5'pad=50 

3'pad=50 strand=- repeatMasking=none 

 

Elde edilen sekansa Primer3 programı (bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) yardımıyla 

413 bp uzunluğunda ürün verecek şekilde primerler tasarlanmış, primerlerin erime 

sıcaklıkları arasındaki farkın 10C den az olması sağlanmış, primer dimer 

oluşturmamaları için sekanslarının kendilerine ve diğer primere, erime sıcaklığının 

100C altına kadar bağlanmamasına dikkat edilmiştir. 
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Şekil 3-3:  Primer3 programı ile TXNIP geni için dizayn edilen primerlerin bağlandığı 

bölgeler ve primerlerin özellikleri. 

 

Ardından elde edilen primerlerin spesifikliğinin ve diğer insan genom 

varyasyonlarında tanımlanmış TXNIP genini çoğaltabildiği, sanal PZR ile kontrol 

edilmiştir. Primer blast algoritması kullanılarak NCBI veribankasında bulunan tüm 

sekanslar taranarak primerlerin spesifik olduğu aşağıda figür 4 de gösterildiği üzere 

belirlenmiştir. 
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Şekil 3-4:  Primer Blast algoritması ile TXNIP geni için NCBI veribankasında yapılan 

sanal PZR sonuçları. 

 

Elde edilen primerler TXNIP_Human_F (5’- TTCGATAGTTTCGGGTCAGG-

3’) ve TXNIP_Human_R (5’-CACAGTGCAATAGGCTCCAA-3’) olarak 

adlandırılmış ve Gerçek zamanlı PZR bu primerlerle optimize edilerek çalışılmıştır. 

3.5.2.3. AKAP12 genin primer dizayni 

Primer dizaynı için insan AKAP12  genine ait ekzonlar hg38 genom 

versiyonuna göre incelenmiş ve en uzun ekzon aşağıda sekansı verildiği üzere 

seçilmiştir. 

>hg38_ncbiRefSeqCurated_NM_005100.3_3 range=chr6:151348661-

151353802 5'pad=50 3'pad=50 strand=+ repeatMasking=none 

 

Elde edilen sekansa Primer3 programı yardımıyla 451 bp uzunluğunda ürün 

verecek şekilde primerler tasarlanmış, primerlerin erime sıcaklıkları arasındaki farkın 

10ºC den az olması sağlanmış, primer dimer oluşturmamaları için sekanslarının 

kendilerine ve diğer primere, erime sıcaklığının 100ºC altına kadar bağlanmamasına 

dikkat edilmiştir. 
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Şekil 3-5:  Primer3 programı ile AKAP12 geni için dizayn edilen primerlerin bağlandığı 

bölgeler ve primerlerin özellikleri 

Ardından elde edilen primerlerin spesifikliğinin ve diğer insan genom 

varyasyonlarında tanımlanmış AKAP12 (A-Kinase anchoring protein) genini 

çoğaltabildiği sanal PZR ile kontrol edilmiştir. Primer blast algoritması kullanılarak 

NCBI veribankasında bulunan tüm sekanslar taranarak primerlerin spesifik olduğu 

aşağıda figür 6 da gösterildiği üzere belirlenmiştir. 

 

Şekil 3-6:  Primer Blast algoritması ile AKAP12 geni için NCBI veribankasında yapılan 

sanal PCR sonuçları. 

Elde edilen primerler AKAP12_Human_F (5’- 

AGGAGCTCAGCGAGAGTCAG -3’) ve AKAP12_Human_R (5’- 

ATGTCAGGTACGCCACCTTC -3’) olarak adlandırılmış ve Gerçek zamanlı PZR bu 

primerlerle optimize edilerek çalışılmıştır. 
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3.5.3. Ters Transkripsiyon ve Kantitatif QPZR (qPZR) 

Primer dizaynlarının tamamlanmasının ardından deneyler RNA örneklerinin 

cDNA’ya çevrilmesiyle devam etmiştir. Ters transkripsiyon metodu aşağıda verildiği 

şekilde gerçekleştirilmiştir. 

 İzole edilen RNA örneklerinden 12 µL (20 ng/µL) ve 4 µL oligo(dT) 

primerler (10 nmol) karıştırılır 

 10 dak 70 °C ve daha sonra 5 dak buzda inkübe edilir. 

 8 µL 5x reaksiyon tamponu (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 375 mM KCl, 15 

mM MgCl2  and 50 mM DTT) 2 µL dNTP mix (40 mM), 2 µL ters 

transkriptaz (200 U/µL) ve 28 µL steril deiyonize su eklenir. 

 60 dak 37°C’de inkübasyon yapılır. 

 10 dak 60°C’de inkübasyon yapılır. 

 Elde edilen cDNA, qPZR deneylerinde kullanılana kadar -20°C’de 

saklanır. 

TXNIP ve AKAP12 genlerinin, GAPDH genine (housekeeping) rölatif 

ekspresyon düzeyinin belirlenmesi için hasta ve kontrol gruplarının herbirine qPZR 

analizi aşağıda verilen program ile yapılmıştır. 

Table 3-1:  QPZR çalışma programının sıcaklık ve süreleri 

Program Döngü 

Sayısı 

Sıcaklık 

ºC 

Süre(sn) FAM Floresan okuma(470-510 

nm)(Ekzitasyon-Tespit) 

Ön 

İnkübasyon 

1 95 600  

Çoğalma 45 95 15 tek  

60 30 

Yüksek 

Çözünürlüklü 

Erime Eğrisi 

1 65 0.05 ºC sürekli  

95  
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Yapılan QPZR deneylerinden elde edilen yüksek çözünürlüklü erime eğrileri 

sekansa gidecek örnekleri gruplamak için, çoğalma eğrileri ise ekspresyon seviyelerinin 

ölçülmesi için kullanılmıştır. Aşağıda QPZR çalışmasından alınan verilere ait grafikler 

sunulmuştur. 

 

Şekil 3-7: Hasta numunelerine yapılan GAPDH geni QPZR çoğalma eğrileri 

 

 

Şekil 3-8: Kontrol numunelerine yapılan GAPDH geni QPZR çoğalma eğrileri. 

 

Şekil 3-9:  Hasta numunelerine yapılan TXNIP geni QPZR çoğalma eğrileri. 

 

Şekil 3-10: Kontrol numunelerine yapılan TXNIP geni QPZR çoğalma eğrileri. 
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Şekil 3-11:  Hasta numunelerine yapılan AKAP12 geni QPZR çoğalma eğrileri 

 

Şekil 3-12: Kontrol numunelerine yapılan AKAP12 geni QPZR çoğalma eğrileri. 

 

3.5.4. Real-Time PCR (RT-PCR) 

 

Real-Time (Gerçek zamanlı) PZR, nükleik asit miktarlarının belirlenmesi 

amacıyla kullanılan bir yöntemdir. Bu yöntemde nükleik asit miktarının tayini, 

reaksiyon boyuncu ürün miktarı ile orantılı bir şekilde artış gösteren floresan boyaların 

ve probların verdiği sinyalin belirlenmesi ile mümkün olmaktadır. 

Real-Time PZR ’in en önemli basamağı, DNA parçasının çoğaltımının 

gerçekleştiği ilk PCR döngüsünün saptandığı basamaktır. Bu döngü Eşik Döngüsü 

(Cycle Threshold (CT) yada Cross Point (CP) ) olarak adlandırılır ve hedef  DNA 

dizisinin neden olduğu floresan ışımanın, arka plan ışımasından daha büyük olduğu 

döngüdür. Başlangıçtaki DNA miktarı ne kadar fazlaysa, floresan ışımaaki artış o kadar 

çabuk gerçekleşir; CT değeri de düşer. 
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Table 3-2: qRT-PZR karışımınnın maddeleri ve miktarlar 

Bileşenler Miktar 

2x RT- HRM Mix 10 μl 

lc GREEN 0,5 μl 

RT-RIN Mix 0,6 μl 

Primer-Forward (10 pmol/µL) 0,8 μl 

Primer-Reverse (10 pmol/µL) 0,8 μl 

Steril Su 3 μl 

cDNA 4,8 μl 

Toplam son hacim 20 μl 

 

 

 

 

Table 3-3: qRT-PZR koşulları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Sıcaklık Süre 

Ters Transkripsiyon 45 ºC 30 Dakika 

Ön İnkübasyon 95 ºC 5 Dakika 

Denatürasyon 95 ºC 15 Saniye 

Bağlanma ve Uzama 60 ºC 30 Saniye 

HRM 65ºC-95ºC 0.02 Saniye 



 30 

 

3.5.5. Yüksek Çözünürlükte Erime Eğrisi (HRM) Analizi 

HRM analizi, erime eğrilerine ait verilerin sıcaklığa karşı negatif türevi alınıp, 

floresan seviyelerine göre normalize edilmesinden sonra fark grafiğinin 

oluşturulmasıyla elde edilen verilerin birbirlerine olan vektörel benzerliklerinin analiz 

edilmesiyle yapıldı. Bu işlem için Bio-Speedy HRM Analyzer 1.1 yazılımı ve 

MİNİTAB 14 programı kullanıldı. Yapılan analizlere ait dendrogramlar aşağıda 

verilmiştir.   

 

 

 

 

Şekil 3-13: Hasta numunelerinde TXNIP genine yönelik yapılan HRM analizi ile elde 

edilen dendrogram. 

 

 

Elde edilen dendrogram ile %99 üzerinde benzerliğe sahip gruplar incelenerek,7 

grup oluşturulmuştur. Bu gruplar daha sonra sekanslanarak aralarında ki farklılıklar 

bulunmuştur. 
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Şekil 3-14: Kontrol numunelerinde TXNIP genine yönelik yapılan HRM analizi ile elde 

edilen dendrogram. 

 

  

Elde edilen dendrogram ile %99 üzerinde benzerliğe sahip gruplar incelenerek, 8 

grup oluşturulmuştur. Bu gruplar daha sonra sekanslanarak aralarında ki farklılıklar 

bulunmuştur. 

 

 

Şekil 3-15:  Hasta numunelerinde AKAP12 genine yönelik yapılan HRM analizi ile elde 

edilen dendrogram. 
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Elde edilen dendrogram ile %99 üzerinde benzerliğe sahip gruplar incelenerek, 5 

grup oluşturulmuştur. Bu gruplar daha sonra sekanslanarak aralarında ki farklılıklar 

bulunmuştur. 

 

 

 

 

Şekil 3-16: Kontrol numunelerinde AKAP12 genine yönelik yapılan HRM analizi ile elde 

edilen dendrogram. 

 

 

Elde edilen dendrogram ile %99 üzerinde benzerliğe sahip gruplar incelenerek, 6 

grup oluşturulmuştur. Bu gruplar daha sonra sekanslanarak aralarında ki farklılıklar 

bulunmuştur. 

 

 

3.5.6. DNA Dizileme ve Karşılaştırmalar 

QPZR sonrasında yapılan standart HRM analizinde sıcaklık 65°C’den 95°C’ye 

0.05°C/sn hızla çıkartılmış, bu sırada sürekli floresan okuması alınmıştır (Wittwer 

2009). Elde edilen sıcaklık-floresan şiddeti ham verileri, Reja vd. (2010) tarafından 

tanımlanan istatiksel yaklaşım temel alınarak analiz edilmiştir. 
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 Bu kapsamda kullanılan HRM yazılımı sıcaklık-floresan şiddeti ham verilerini 

sıcaklık - % floresan değişimi olacak şekilde normalize etmiştir. Elde edilen normalize 

erime eğrisi profillerinin, numuneler arasından seçilen referans DNA’dan elde edilen 

erime eğrisi profilinden farkları alınarak farklılık profilleri elde edilmiştir. DNA dizi 

benzerliğini temsil eden farklılık profilleri gruplandırılmıştır. 

 Her gruptan 1 adet örnek, Sanger yöntemi ile çift yönlü dizilenmiştir. QPZR 

sonucunda tüpte bulunan nükleotidler, floresan boyalar vb. PZR bileşenlerinin, 

çoğaltılmış genlerin dizi analizi öncesi ortamdan uzaklaştırılması için, PCR ürünleri 

silika DNA kolonları ve DNA bağlama tamponları kullanılarak saflaştırılmıştır. Dizi 

analizleri ABI prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 

kullanılarak, ABI Prism 377 DNA Sequencer’da (Applied Biosystems, ABD) 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen dizilerin kalitesi geneious yazılımı  ile kontrol 

edilmiştir. Dizilerin DNA Data bankasında en çok benzer olduğu diziler NCBI BLAST 

programı kullanılarak belirlenmiştir. 

Sekanslanan örneklere, sanal agaroz jel elektroforezi, benzerlik matris analizi ve 

benzerlik ısı haritası, neighbor-joining algoritması ile oluşturulan dendrogram ve 

geneious programı içerisinde MAFT algoritması ile oluşturulan hizalama analizleri 

yapılmıştır.  
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Şekil 3-17: Sekanslanan TXNIP örneklerine ait sanal agaroz jel elektroforez görüntüsü. 

 

 

Şekil 3-18: Sekanslanan AKAP12 örneklerine ait sanal agaroz jel elektroforez görüntüsü. 
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Şekil 3-19: Geneious program ile oluşturulan TXNIP sekanslarına ait dendrogram. 

 

 

 

Şekil 3-20: Geneious program ile oluşturulan TXNIP sekanslarına ait benzerlik matrisi ve 

ısı haritası. 
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Şekil 3-21: Geneious program ile oluşturulan AKAP12 sekanslarına ait dendrogram. 

 

 

 

Şekil 3-22:  Geneious program ile oluşturulan AKAP12 sekanslarına ait benzerlik matrisi 

ve ısı haritası. 
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3.6. İstatistiksel Analizler 

Çalışmada elde edilen bulgular değerlendirilirken, istatistiksel analizler için 

SPSS (Statistical Package for Social Sciences for Windows) 22.0 programı kullanıldı ve 

p değeri 0.05’ in altında ise anlamlı kabul edildi. Değişkenlerin normal dağılıma 

uygunluğu Kolmogorov –Smirnov –Shapiro Wilk testleri ile değerlendirildi. Normal 

dağılıma uygunluk gösteren bireylerin değerlerinin karşılaştırılmasında Student’s t-testi 

kullanıldı. Tanıtıcı istatistik olarak veriler ortalama±standart sapma ve medyan şeklinde 

verildi. 
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4. BULGULAR 

Çalışmamıza İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi Hastanesi Genel 

Cerrahi Kliniği’nde kolorektal kanser tanısı konulmuş 80 hasta dahil edilmiştir. Kontrol 

grubu olarak ise 58 sağlıklı ve kolorektal kansere ilişkin herhangi bir patolojik bulgusu 

bulunmayan örnekler kullanılmıştır. 

Vaka ve kontrol örnekleri arasında TXNIP ve AKAP12  genlerin 

varyasyonlarını inceleyip ve kolorektal kanserle herhangi bir ilişkisini bulmaktadır. 

4.1. Cinsiyet ve Yaş Faktörlerin Analizi 

Toplam 138 olgunun 87’si (%63) erkek ve 51’i (%37) kadınlardan 

oluşmaktaydı. Yaş ortlaması 62,07 ± 10,07 (Minmum: 20, Maksimum: 87)’idi. 

Bahsedilen 138 olgunun 58’i (%42) kontrol grubu ve 80’i (%58) hasta grubunu 

oluşturmaktaydı. 

Kontrol grubundaki 58 olgunun yaş ortalaması 62,05 ± 7,05 (Minimum: 45, 

Maksimum: 81) yaş, hasta grubunda ise yaş ortalaması 62,09 ± 11,83 (Minimum: 20, 

Maksimum: 87) yaş olarak hesaplandı. 

Yapılan Kolmogrov-Smyrnov normalite testi sonucunda yaş değişkeninin tüm 

örneklemler arasında normal dağılım gösterdiği gözlendi. Gruplar arasında yaş farkı 

değerlendirmesi için ‘’ Bağımsız gruplar arası t-testi’’ kullanıldı. Kontrol ve hasta grubu 

arasında yaş açısından farklılık olmadığı saptandı (p=0.98, Güven aralığı: %95). 

 

Şekil 4-1: Yaş için normal Q-Q plot. 
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Kontrol grubun 16’sı (%11,6) kadın ve 42’si (%30,4) erkek idi. Hasta grubunda 

ise 35’i (%25,4) Kadın, 45’i (%32,6) erkek idi. Yapılan Pearson Ki-Kare testi 

sonucunda gruplar arasında cinsiyet dağılımı açısından anlamlı fark izlenmedi (p=0,52). 

 

 

Şekil 4-2: Gruplar arası cinsiyet dağlımı. 

   

4.2. Gen ekspresyon seviyelerinin bulunması 

Çoğalma eğrileri kullanılarak elde edilen bilgilerle ekspresyon seviyeleri 

hesaplanmıştır. Ekspresyon seviyelerinin karşılaştırmasında amplifikasyon sonucu 

floresan ışımanın ölçülebildiği döngü sayısını gösteren Ct değerleri kullanılmış, 

Reaksiyon verimi 1,5-2,0 aralığında ve korelasyon faktörü (r2) sürekli 0.9’un üzerinde 

olan sonuçlar karşılaştırma analizlerde kullanılmıştır.  2-ΔΔCT yöntemi (Livak ve 

Schmittgen, 2001) ile hedef genlerin rRNA genine göre rölatif ifade seviyesi 

hesaplanmıştır. 

QPCR sonuçlarına ait Cq değeri, çoğalmanın başladığı döngüyü belirtir ve 

cihazın belirlediği eşik döngüsünün geçilmesi ile belirlenir. Bu değer gen miktarının 

rölatif olarak hesaplanması amacıyla kullanılır. 
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Cq değerler kullanılarak yapılan 2-ΔΔCT  yöntemi ile AKAP12 ve TXNIP 

genlerinin değişim miktarları hesaplanmıştır. Bu hesaplamaların doğruluğu ve gerçekten 

istatistiksel açıdan bir anlam taşıyıp taşımadığı T-testi sonuçlarıyla belirlenmiştir. 

4.2.1. TXNIP gen ekspresyon seviyesinin hesaplanması 

Yapılan hesaplamalar, TXNIP geninin GAPDH geni referans alındığında 

hastalarda kontrollere göre gen ekspresyon seviyesinin düştüğü gözlemlenmiştir. 

Değişim 0.45 kat olarak bulunmuştur(2^-ΔΔCt yöntemi ile). 

 

Tablo 4-1:  TXNIP gen ekspresyon seviyesinin hesaplanması ve değişim katının 2^-ΔΔCt 

yöntemi ile bulunması. 

 

 

 

Cq değerleri normalize edilerek hesaplamalar yapılmıştır. Normalizasyon 

sonrası hesaplanan ortalama Cq değerleri ile varyans ve standart sapma hesaplanmış 

ardından çift yönlü T-testi uygulanmıştır. Bağımsızlık değeri 138 ve p değeri 0.05’ten 

küçük alındığında T-testi tablosu değeri 1.984 olarak bulunmuş ve bu değer göz önüne 

alındığında TXNIP geninin GAPDH geninden istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

farklılaşmadığı bulunmuştur(p>0.05).  

 

Tablo 4-2: TXNIP geninin GAPDH genine göre istatistiksel önemini gösteren T-testi     
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4.2.2. AKAP12 gen ekspresyon seviyesinin hesaplanması 

Yapılan hesaplamalar, AKAP12 geninin GAPDH geni referans alındığında 

hastalarda kontrollere göre gen ekspresyon seviyesinin düştüğü gözlemlenmiştir. 

Değişim 0.64 kat olarak bulunmuştur(2^-ΔΔCt yöntemi ile). 

 

Tablo 4-3: AKAP12 gen ekspresyon seviyesinin hesaplanması ve değişim katının 2^-ΔΔCt 

yöntemi ile bulunması. 

 

 

 

Cq değerleri normalize edilerek hesaplamalar yapılmıştır. Normalizasyon 

sonrası hesaplanan ortalama Cq değerleri ile varyans ve standart sapma hesaplanmış 

ardından çift yönlü T-testi uygulanmıştır. Bağımsızlık değeri 138 ve p değeri 0.05’ten 

küçük alındığında T-testi tablosu değeri 1.984 olarak bulunmuş ve bu değer göz önüne 

alındığında AKAP12 geninin GAPDH geninden istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

farklılaşmadığı bulunmuştur(p>0.05).  

 

Tablo 4-4: AKAP12 geninin GAPDH genine göre istatistiksel önemini gösteren T-testi. 

 

 

 

4.3. Değerlendirme 

Yapılan çalışma ile Korolektal kanser hastalarında AKAP12 ve TXNIP 

genlerinin etkisi incelenmiş bu amaçla 80 hasta ve 58 sağlıklı bireyden alınan kolon 
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örnekleri kullanılmıştır. Hasta ve sağlıklı gruba ait örneklerden RNA izolasyonu 

yapılmış ve RT-qPZR ile gen ifadelerindeki değişim incelenmiştir. Bulunan sonuçlar T-

testi ile incelenmiş ve istatistiksel anlamda önemli bir fark gözlenmemiştir.  

Bunun yanı sıra, elde edilen amplikonlar dizilenmiş, hasta ve kontrol grupları 

arasında ayrıma yol açabilecek SNP’ler taranmıştır.  Örnek sayılarının dizileme 

öncesinde, temsil potansiyelini kaybetmeden düşürülmesi amacıyla yüksek çözünürlklü 

erime (HRM) analizi gerçekleştirilmiştir. HRM analizi sekans spesifik olarak, 

amplikonların tek baz değişiminde dahi farklı profiler ortaya koyan fark grafikleri 

sayesinde aynı diziye sahip numuneleri gruplandırarak analiz işlemlerinin süresini ve 

maliyetini düşürmüştür. HRM sonuçlarına göre elde edilen grupların içerisinden seçilen 

numuneler dizilenmiş ve sekanslar incelenmiştir. Aynı şekilde benzerlik matrisi ile 

kontrol ve hasta grupları arasında belirli bir kümeleşme aranmış fakat örneklerin 

rastlantısal olarak bir araya geldiği gözlemlenmiştir. Son olarak dendrogramlar 

oluşturulmuş ve bu şekilde bir ayrımın olup olmadığı incelenmiş, ayrılan dalların belirli 

bir grubu diğerlerinden ayıramadığı sonucu ortaya çıkmıştır.  

Elde edilen sonuçlar göz önüne alındığında AKAP12 ve TXNIP genlerinin gen 

ifadesinde ki değişikliğin kolorektal kansere yol açtığı söylenememektedir. Aynı 

genlerin incelenen ekzonları bağlamında hastalığa yol açan herhangi bir polimorfizm 

bulunamamıştır. Ancak ileri çalışmalarda bu genlere ait diğer ekzonlarında incelenmesi 

gerekmektedir. 

 

 



 43 

5. TARTIŞMA 

 

Kolorektal kanserler, dünyada en yaygın kanser ölüm sebeplerinden biridir; Bu 

nedenle, erken tanı koyma ve uygun tedavi seçimi yapmak hastalığa bağlı ölümlerin 

azalmasını sağlamaktadır. Kolorektal kanser, en sık görülen gastrointestinal sistem 

kanser türüdür ve ayrıca cinsiyetlerdeki görülme oranı ise erkeklerde üçüncü 

sıradayken, bu oran kadınlarda ikinci sıradır[83].  

KRK patogenezi farklı bir süreçtir ve değişik faktörden etkilenebilir. Örneğin; 

yaş, diyet, yaşam tarzı, alkol ve sigara kullanımı, genetik öykü, iflamatuar bağırsak 

hastalığı, Crohn ve ülseratif kolit varlığı, yüksek yağlı ve düşük lifli beslenme 

alışkanlığı  ve obezite gibi hastalıklar KRK için etki faktörleri arasındadır[84]. 

Kanser hücrelerindeki proteinler, genelde onkogenler ve tümör baskılayıcı 

genler tarafından kodlanmaktadır. Bu hücrelerin, normal hücrelere göre ekspresyon 

seviyeleri fazladır. Bu proteinlerin, tümör gelişimi ve metastaz oluşumunda önemli etki 

sağladıkları düşünülmektedir. Kanserler, genelde büyüme oranları ve saldırganlık 

dereceleri açısından heterojen özellikler göstermektedir. Bunun nedeni ise mutasyona 

uğrayan onkogenler ile tümör baskılayıcı genlerin değişik kombinasyonlarının 

olmasıdır[85]. 

NADPH, tioredoksin redüktaz (TrxR) ve Trx'den oluşan tioredoksin (Trx) 

sistemi, hücreleri disülfit redüktaz aktivitesi ile oksidatif strese karşı koruyan önemli bir 

antioksidan sistemidir. Memeli hücrelerinde, Thioredoxin1 (Trx1) ve Thioredoxin2 

(Trx2) izoformu bulunmaktadır[86]. 

Trx1, genelde sitozolde bulunmaktadır. Fakat aynı zamanda Trx1, çekirdekte yer 

değiştirir ve belirli şartlar altında hücrelerden salgılanabilir. Buna karşın Trx2 ise sadece 

mitokondride bulunur [87]. Trx1, disülfit azaltma aktivitesine sahip 12 kDa her yerde 

bulunan bir proteindir. Tioredoksin (TRX), hem aktif bölge -Cys-Gly-Pro-Cys- de 

redoks-aktif ditiol içeren bir 12-kDa proteinidir, hem de majör bir tiyol redüksiyon 

sistemi oluşturmaktadır. TRX genleri hücrelerde koruma görevi görür. Bu genler; 

hücreleri antioksidan, antiapoptotik ve anti-enflamatuar etki yoluyla strese bağlı 

hasarlardan korumaktadır[88]. 
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1999'da tanımlanan Txnip (ayrıca VDUP-1 veya TBP-2 olarak da bilinir), Trx1 

bağlayıcı protein, Txnip'in Trx'e bağlanmasını inhibe etmesi nedeniyle, endojen bir Trx 

inhibitörü olarak rol alan önemli bir Trx bağlayıcı proteindir[89].  

TXNIP, ilk olarak HL60 hücrelerinden izole edilmiştir. Çalışmada, vitamin D3 

ile muamele edilmiş HL60 hücreleri kullanılmıştır. Daha sonra, çeşitli solid tümörlerde 

ve hematolojik malignitelerde majör bir redoks regülatörü ve bir Tümör Supresör 

Gen (TSG) olarak tanımlanmıştır[90] .  

TXNIP, daha çok sitoplâzma ve mitokondride bulunmaktadır. Txnip’in yoğun 

ekspresyonu, G0 / G1 fazında hücrelerin büyümesini durdurur. Bu da streslere cevap 

olarak apoptozu indüklemektedir[91]. 

TXNIP’in ana görevi ise Tiyoredoksin’in aktif bölgesine bağlanmaktır. Trx-

Txnip kompleksinin redoks bağımlı hücre fonksiyonu için önemli olduğunu 

göstermektedir[92]. 

 Kolorektal kanseri de dahil olmak üzere çeşitli insan kanser türlerinde eksprese 

edilen ve oksidatif stres dahil olmak üzere çeşitli stres türleriyle indüklenen ve  

tioredoksin etkileşimli protein (TXNIP), redoks dengesinin önemli bir düzenleyicisi 

olan negatif bir tioredoksin düzenleyicidir[93]. 

Txnip, bazı insan kanser hücrelerinde aşağı regüle ederek ve birçok çalışma 

Txnip'in aşağı regülasyonunun kanserin malignitesine katkıda bulunduğunu 

göstermiştir[94]. Txnip'in yoğun ekspresyonu, azaltma aktivitesini azaltır ve Trx1'in 

transkripsiyonunu inhibe eder. Bu da hücre döngüsü durmasını veya apoptozu uyarırken 

artan ROS ile sonuçlanır. 

Bizim yapmış olduğumuz bu çalışmada ise; TXNIP geninin GAPDH geni 

refrans alındığında hastalarda kontrollere göre gen ekspresyon seviyesinin düştüğü 

gözlemlenmiştir. Değişim 0.45 kat olarak bulunmuştur. Normalizasyon sonrası 

hesaplanan ortalama Cq değerleri ile varyans ve standart sapma hesaplanmış ve çift 

yönlü T-testi uygulaması sonucu TXNIP geninin GAPDH geninden istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde farklılaşmadığı bulunmuştur(p>0.05). 

Benzer bir çalışmada RT-PCR testini kullanarak Takahashi Y ve arkadaşları, 

Ülseratif kolit (UC) ve kolorektal kanser üzerinde yaptığı bir araştırmada TXNIP 

geninin aşağı regüle olduğu gösterilmiştir.  UC ve CRC kolon mukoza örneklerinde 
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ekspresyon sevyeleri, normal dokulardakinden anlamlı derecede düşük olduğu 

belirlenmiştir[93]. 

Ikarashi M ve arkadaşları, gastrointestinal kanser hastalarında yaptıkları bir 

araştırmada TaqMan RT-PCR testi kullanarak TXNIP geninin ekspresyonunun normal 

dokulara göre anlamlı bir şekilde azaldığını tespit etmişlerdir[95]. 

Nishizawa K ve arkadaşları, yaptıkları bir çalışmada TXNIP'in insan mesane 

kanserinde dereceye ve evreye göre aşağı doğru düzenlendiğini ve ayrıca TXNIP 

ekspresyonunun kaybının, bir fare mesane kanseri modeli kullanılarak mesane 

kanserojenezini kolaylaştırdığını göstermektedirler[94]. 

Elisa Frullanti ve arkadaşları akciğer adenokarsinomu çalışmasında, üç akciğer 

kanseri hücre hattındaki bulgularında TXNIP'in aşağı regüle olduğunu ve TXNIP'in 

tümör baskılayıcı olarak rolünü desteklemiştir[96]. 

Farelerde meme kanseri üzerine yapılan bir araştırmada ise Yang X ve 

arkadaşları TXNIP geninin ekspresyonunun downregüle olduğunu gözlemlemişlerdir 

[97]. 

Başka bir çalışmada Kwon HJ ve arkadaşları, insan hepatoseluler karsinoma 

üzerinde yaptıkları bir çalışmada TXNIP ekspresyon seviyelerinin, tümör dokularında 

önemli ölçüde azaldığını gözlemlemiştir. Araştırmacılar genel olarak, HCC'den elde 

edilen verilerin TXNIP in hepatik karsinojenez sırasında baskılandığını göstermiştir 

[98]. 

Gravin ve SSeCKS olarak bilinen A-kinaz ankraj proteini 12 (AKAP12), protein 

kinaz C (PKC), PKA, F-aktin gibi birçok anahtar sinyal faktörü için önemli bir yapısal 

proteinidir. AKAP12 ekspresyonu, meme, prostat, mide ve kolon kanserleri dahil olmak 

üzere birçok insan malignitesinde baskılandığı bilinmektedir[99]. 

AKAP12'nin promotör hipermetilasyonu, birçok insan kanserinde aşağı doğru 

düzenlenmesi ya da 6q24-25.2'deki lokusunun kaybı, malignite ve metastaz ilerlemesi 

ile ilişkilidir[13]. 

Diferansiyel gen ekspresyonu ve kopya sayısı varyasyonu (CNV) çalışmaları, 

insan tümörlerinde ve kanser hücre hatlarında birçok kanser tipinde AKAP12 aşağı 

regülasyonunu göstermektedir[75].  
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Bizim yaptığımız çalışmada AKAP12 geninin GAPDH geni referans alındığında 

hastalarda kontrollere göre gen ekspresyon seviyesinin düştüğü gözlemlenmiştir. 

Değişim 0.64 kat olarak bulunmuştur. Normalizasyon sonrası hesaplanan ortalama Cq 

değerleri ile varyans ve standart sapma hesaplanmış ve çift yönlü T-testi uygulaması 

sonucu AKAP12 geninin GAPDH geninden istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır(p>0.05). 

SOH RYZ ve arkadaşları, yaptıkları bir araştırmada normal MCF10A meme 

hücre hattında ve altı farklı meme kanseri hücre hattında (AU565, Hs578T, MCF7, 

MDA-MB-231, T47D ve ZR751) AKAP12'nin ekspresyon düzeylerini inceledikleri 

çalışma sonucu bu dokulardaki gen ifadesinin azaldığını gözlemlemişlerdir[99]. 

Goeppert ve arkadaşları, insan HCC'sindeki AKAP12 ekspresyonunun aşağı 

regülasyonunu vurgulamışlar ve ileri kanserdeki AKAP12 azalmasının, kromozomal 

kaybı ve promotör hipermetilasyonu ile ilişkili olduğunu gözlemlemişlerdir[100]. 

Hye Shin Lee ve arkadaşları, hepatit B virüsü (HBV) enfeksiyonu için pozitif 

olan insan HCC dokularında AKAP12 geninin ekspresyonunu incelemişler ve 

tümörlerde AKAP12a geninin ekspresyonundaki azalmanın oldukça anlamlı olduğunu 

göstererek, AKAP12β gen ekspresyonunda anlamlı bir azalma olmadığını 

bildirmişlerdir[101]. 

Bozdoğan ve arkadaşları,  metastaz baskılayıcı proteinlerin ekspresyon 

modellerini tespit etmek amacıyla  için kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu (qRT-PCR)  kullanarak bazal hücreli karsinomlar (BCC'ler) üzerinde 

yaptıkları bir çalışmada AKAP12'nin  azaldığı gözlemlemişlerdir [102]. 

Choi MC ve arkadaşları, AKAP12'nın insan mide kanserinde önemli bir negatif 

düzenleyicisi olarak işlev görebileceğini göstermişlerdir [103]. 

Çalışmamız, TXNIP ve AKAP12 genlerine ait ekspresyon düzeylerinin 

kolorektal kanseri dokularında normal dokularla karşılaştırıldığında önemli ölçüde 

düşük olduğunu doğrulayan bulgular ortaya koymaktadır. Ayrıca TXNIP ve AKAP12 

genlerinin KRK de dahil olmak üzere çeşitli insan kanserlerinde ekspresyonları belirgin 

şekilde azalmış, bilinen güçlü bir tümör baskılayıcı olabileceği ifade edebilir. 

TXNIP ve AKAP12, kolorektal kanseri için umut verici prognostik belirteçler 

olup, ayrıca TXNIP ve AKAP12 ekspresyon seviyelerine dayalı kişiselleştirilmiş 

adjuvan KRK tedavisinde etkili bir uygulama olarak düşünülebilir. Sonuçlar 
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değerlendirildiğinde istatistiksel olarak herhangi bir anlamlılık tespit edilememiştir. 

Ancak elde ettiğimiz bu sonuçların daha iyi değerlendirilebilmesi için hasta örneklem 

genişliğinin arttırılarak çalışmaya devam edilmesi gerekmektedir. Aynı genlerin 

incelenen ekzonları bağlamında hastalığa yol açan herhangi bir polimorfizm 

bulunamamıştır. Gelecek çalışmalarda bu genlere ait diğer ekzonlar da incelenerek 

hastalık için yeni bir belirteç bulunmsı hedeflenebilir.  
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