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Kolorektal Kanserli Hastalarda DNMT3B Gen Polimorfizm
Sikhgr’

Amag: Kolorektal kanser (KRK) genetik ve gevresel faktorlere bagli olarak gelisebilen, diinyada
en fazla kargilasilan gastrointestinal timaorlerden biridir. Sigara, alkol, saglikli olmayan beslenme
bicimi, kanserojenik ajanlara maruz kalma, distk methionin ve folat alimi gibi nedenlerle
kolorektal kanser gelisebilir. DNA metilasyonu, CpG dinUkleotidinde yer alan sitozinin 5’
bolgesine bir metil grubu eklenmesiyle olusan bir epigenetik modifikasyondur. DNA
hipometilasyonu onkogenleri aktive eder ve kromozom yapisinin kararlihgini yitirmesine neden
olurken, DNA hipermetilasyonu tumor baskilayici genlerin susturulmasina yol agar. DNA
metilasyonu DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan olusturulur ve DNMT1, DNMT3A ve
DNMT3B olarak adlandirilan 3 enzim grubu tarafindan diizenlenir. Bu ¢alismada DNMT3B gen
bélgesinde yer alan 3 polimorfik bolge incelenerek hastaligin patogenezi uzerinde etkili olup
olmadidinin ortaya konmasi amaclanmigtir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 98 kolorektal kanser hastasi ile 96 saglikl kontrol olgusunda
DNMT3B geninin rs2424913, rs1569686 ve rs2424908 olmak uzere ug¢ tekli nikleotid degisimi
(SNP) degerlendirildi ve genotipleme PCR-RFLP yodntemi ile gergeklestirildi.

Bulgular: Caligilan tg¢ polimorfizmin genotip ve allel frekanslar kolorektal kanser hastalar ve
kontrol olgulari arasinda 6nemli bir farklilik gostermedi (P>0.05).

Sonug: Elde edilen veriler DNMT3B geninin rs2424913, rs1569686 ve rs2424908
polimorfizmlerinin kolorektal kanser etyopatogenezi lizerinde primer bir etkiye sahip olmadigini
gOstermisgtir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, DNMT3B geni, polimorfizm

Frequency of DNMT3B Gene Polymorphisms in Patients with Colorectal
Carsinoma

Objective: Colorectal cancer (CRC) is one of the most common gastrointestinal tumors
depending on genetic and environmental factors. In addition, smoking, unhealthy diet habit and
environmental carcinogenic agents are also the assumed risk factors of CRC, such as alcohol,
low methionine, low folate diets. DNA methylation, a major epigenetic modification involving the
addition of a methyl group to the 5' position of a cytosine in a CpG dinucleotide, maintains
chromosomal stability and regulates gene expression and has been reported to play a significant
role in the development and progression of various cancers. DNA methylation is typically
mediated by DNA methyltransferases (DNMTSs), specifically DNMT1, DNMT3A and DNMT3B. In
this study we aimed to investigate whether DNMT3B gene polymorphisms have any effect on the
pathogenesis of colorectal cancer.

Materials and Methods: The study group consisted of 98 colorectal cancer patients and 96
healthy controls. Three SNPs of DNMT3B gene, rs2424913, rs1569686 and rs2424908 were
genotyped by PCR-RFLP technique.

Results: When genotype and allele frequencies of three SNPs compared between patients and
controls, p values ranged from 0. 08 to 0.98.

Conclusions: The results of study show that rs2424913, rs1569686 and rs2424908
polymorphisms of DNMT3B gene have not a primer effect on pathogenesis of colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer, DNMT3B gene, polymorphism

Girig

Kolorektal kanser, yilda 570.000 yeni vakayla tim dinyada en fazla kargilagilan
gastrointestinal timaorlerden biridir (1). Sigara, alkol, saglikli olmayan beslenme bigimi,
kanserojenik ajanlara maruz kalma, disik methionin ve folat alimi gibi nedenlerle
kolorektal kanser gelisebilir (2). DNA metilasyonu, CpG dinukleotidinde yer alan
sitozinin 5 bdlgesine bir metil grubu eklenmesiyle olusan bir epigenetik
modifikasyondur. DNA hipometilasyonu onkogenleri aktive eder ve kromozom
yapisinin kararliligini yitirmesine neden olurken, DNA hipermetilasyonu timor
baskilayici genlerin susturulmasina yol agar (3). Pek ¢ok galisma (4, 5) sonucu timor
supresor genlerin promotor kolorektal kanser olusumunda rol aldigini gostermistir.

“ Bu calisma, Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinatérligu tarafindan desteklenmistir
(Proje No: 131218009).
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DNA metilasyonu genel kural olarak DNA
metiltransferazlar (DNMT) tarafindan olusturulur ve
DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B olarak adlandirilan 3
enzim grubu tarafindan  dizenlenir. DNMT1,
maintenance metiltransferaz olarak da bilinir ve yar
metillenmis DNA bdlgelerine baglanir. DNMT3A ve
DNMT3B, de novo metiltransferazlar olarak adlandirilir
ve yarl metillenmis ve hic metillenmemis bdlgelere
baglanarak metilasyonu gerceklestirirler (6). DNMT3B
geni 20911.2 no’lu kromozomda yer alir ve pek ¢ok
polimorfik bdlge igerir. Calismalar sonucunda promotor
bblgede yer alan ve promotor bdlgenin aktivitesi igin son
derece oOnemli olan 3 polimorfik bdlgenin varligini
gOstermistir (7). DNMT3B genetik polimorfizminin timor
olusumu acisindan énemi bir¢cok ¢alisma ile gosterilmistir
ancak degisik bolgelerde, farkli etnik gruplar ve irklar
acisindan degerlendirme yapilmasi gerekliligi agikardir.

DNMT3B genetik polimorfizminin timor
olusumundaki roli ortaya cikariimis olsa da degisik Irk,
bolge ve etnik gruplarda calisiimasi gerekliligi g6z
onldnde bulundurularak, Tirkiye’de kolorektal kanserli
hastalarda DNMT3B genetik polimorfizminin belirlenmesi
icin bu galisma planlanmistir.

Gereg ve Yontem

Hastalar ve Kontrol Olgulari: Calisma bir vaka-
kontrol g¢alismasi olarak tasarlanmis olup 98 kolorektal
kanser tanisi almig hasta ve 96 saglkh birey ile
gercgeklestiriimistir. Tanilar Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi bélimii
tarafindan konmus olan hastalardan rutin amaglarla
alinmis olan kanlarinin bir kismi hastalarin bilgilendirilmis
imzali onam formlari esliinde Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali Arastirma Laboratuvarina goénderildi. Hastalarin
degerlendiriimesi ve takipleri yine Meram Tip
Faklltesinde Genel Cerrahi Uzmani tarafindan
gergeklestirildi. Kontrol grubu ise yine N.U Meram Tip
Faklltesi Genel Cerrahi Klinigi'ne degisik nedenlerle
basvuran kolorektal kanser tanisi almamis Kkisilerden
secildi. Hasta bilgi formu hazirlanarak hastanin yasi,
cinsiyeti, kanser aile dykusu olup olmadigi, beslenme
aliskanliklari, sigara ve alkol kullanimi sorgulanarak
kaydedildi. Sigara i¢cen hastalar, 1 yildan uzun suredir
ginde en az 1 adet sigara igen hastalar olarak
tanimlandi. Sigara igmeyenler ise hayati boyunca hig
kullanmamis olanlar ya da kan O&rneklerinin alindigi
tarihten en az 1 yil 6ncesinde kullanmayr birakmis

Tablo 1. Hasta ve kontrol grubunun 6zellikleri
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hastalar olarak tanimlandi. Alkol alimi 30 g/glin olarak
tanimlandi. Projenin etik kurul onayr "N.U Meram Tip
Fakiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu™ndan 2012/120 karar sayisi ile alindi.

Kan Ornekleri ve DNA izolasyonu: Hastalar ve
kontrol grubundan 2 mL'lik EDTA'h tlplere alinan venéz
kan ornekleri c¢alismaya kadar +4°C'de saklandi.
Genomik DNA SDS-proteinaz K yontemiyle izole edildi.

DNMT3B Genotip Analizi: DNMT3B geninin
rs2424913, rs1569686 ve rs2424908 polimorfimlerinin
genotiplemesi PCR-RFLP ydntemi ile gerceklestirildi.
Online Primer3web (http://primer3plus.com/web_3.0.0/
primer3web_input.htm]) veritabani kullanilarak bir primer
cifti tasarlandi. Reaksiyon karisimi 10.4-14.4 pL distile
su, 1.6 yL MgCl; (25 mM), 10 pmol primer 1, 10 pmol
primer 2, 4 pmol prob 1, 4 pmol prob 2, 2 L reaksiyon
master mix ve 2 pL genomik DNA (50-200 ng/mL)
icermekteydi. Reaksiyon sartlari 95°C'de 10 dk baslangig
denaturasyonu, ardindan 45 doéngu olmak tzere 95°C'de
10 sn hizli denaturasyon, 62°C'de 10 sn annealing ve
72°C'de 15 sn extension seklindeydi. 10 pL lik reksiyon
karisimi 37°C bir gece Haelll endoniikleaz enzimiyle
muamele edilirerek ve olusan DNA fragmanlar %5'lik
agaroz jelde yuratuldu.

istatistiksel Analiz: Hardy-Weinberg esitligini test
etmek icin beklenen genotip degerleri allel
frekanslarindan hesaplandi. Gozlenen genotip
degerlerinden sapmalar ki-kare testi ile belirlendi.
Genotip prevalansindaki farkhlklar ile genotip ve hastalik
arasindaki iliskiyi test etmek Uzere SNPStats programi
kullanildi. Haplotip-hastalik arasindaki iliskiyi belirlemek
amaclyla da Haploview 4.2 versiyonu uygulandi.

Bulgular

Calismada 98 kolorektal kanserli bireyden olusan
hasta grubunda kadin/erkek orani (%48)/(%52), 96
bireyden olusan kontrol grubunda ise (%46.9)/(%53.1)
idi. Yas ortalamasi hasta grubunda 60.1+14.5 ve kontrol
grubunda 52.4+13.6 seklindeydi (Tablo 1).

Calisilan u¢ polimorfizmin genotip ve allel frekanslari
kolorektal kanser hastalari ve kontrol olgulari arasinda
Onemli bir farkhihk gdéstermedi (P>0.05). Elde edilen
veriler DNMT3B geninin rs2424913, rs1569686 ve
rs2424908 polimorfizmlerinin kolorektal kanser
etyopatogenezi Uzerinde primer bir etkiye sahip
olmadigini gostermistir (Tablo 2).

Hasta Kontrol P

Toplam sayi (n) 98 96

Kadin/Erkek (n) 47 (%48) / 51 (%52) 45 (%46.9) / 51 (%53.1) 0.880
Yas (OrtalamatStandart sapma) 60.1+14.5 52.4+13.6 <0.001
Eslik Eden Hastalik (Yok/Var) 54 (%55.1) / 44 (%44.9) 54 (%56.3) / 42 (%43.7) 0.872
Sigara kullanimi (Var/ Yok) 27 (%27.6) | 71 (%62.4) 43 (%44.8) / 53 (%55.2) 0.012
Alkol kullanimi (Var/Yok) 6 (%6.1) / 92 (%93.9) 13 (%17.7) / 79 (%82.3) 0.023
Beyaz toprak Maruziyeti (Var/Yok) 52 (%53.1) / 46 (%46.9) 48 (%50.5) / 47(%49.5) 0.725
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Tablo 2. Kolorektal kanserli (KRK) hastalarda ve kontrol olgularinda DNMT3B gen polimorfizmlerinin genotip ve allel

frekanslari ve bu polimorfizmlerin kolorektal kanser ile iligkisi

SNP Genotipler KRK, n (%) Kontroller, n (%) AOR (95% ClI) P degeri
CC 35 (35.7) 32 (33.3) Referans Referans
CT 45 (45.9) 52 (54.2) 0.511 0.225
R$2424913 1T 18 (18.4) 12 (12.5) 0,936 0.929
CT+TT 63 (64.3) 64 (66.7) 1.111 0.727
Alel C 115 (58.7) 116 (60.4) 1.075 0.726
T 81 (41.3) 76 (39.6) (0.717-1.613) '
TT 13 (13.3) 10 (10.4) Referans Referans
TG 46 (46.9) 44 (45.8) 0.890 0.870
Rs1569686 GG 39 (39.8) 42 (43.8) 0.407 0.272
TG+GG 85 (86.7) 86 (89.6) 1.315 0.695
Alel T 72 (36.7) 64 (33.3) 0.861 0.482
G 124 (63.3) 128 (66.7) (0.567-1.307) ’
CC 58 (59.2) 62 (64.6) Referans Referans
cT 26 (26.5) 29 (30.2) 1.013 0.981
1T 14 (14.3) 5(5.2) 8.394 0.087
Rs2424908 CT+TT 40 (40.8) 34 (35.4) 0.795 0.439
Alel C 142 143 1.492 0.00
T 54 39 (0.93-2.39) )
Tartigma kanseri (14), prostat kanseri (7), bas-boyun kanserleri (9)

DNA metilasyonu memeli genomundaki en yaygin
epigenetik  modifikasyondur ve X  kromozom
inaktivasyonu, transkripsiyonel susturma, genomik
imprinting, genomik stabilite ve gen ekspresyonu ile
iliskili kalitilabilir epigenetik o6zellikleri temsil eder.
Bununla birlikte hipermetilasyon ve hipometilasyon gibi
DNA metilasyon paternleri bazi kanserlerin gelisimi ile
iliskili bulunmustur (8). DNMT3B embriyonik gelisimde ve
karsinogenez sirasinda anormal DNA metilasyonunda
dnemli role sahiptir (9). ilave olarak DNMT3B geni
polimorfizmleri enzimatik aktivitesini etkileyebilir ve
DNMT3B promotoriindeki SNP'ler pekgok tlimére
yatkinlikla iligkilendirilen de novo metilasyonda dnemli rol
oynar (10-12).

Bu calismada DNMT3B genine ait 3 bdlgenin
genotiplemesi yapilmis ve bu bdlgelerin polimorfizminin
kolorektal kanser riski ile iliskili olup olmadigi
degerlendirilmistir. Mevcut calismada, galisilan DNMT3B
geni bolgelerinin  polimorfizmi ile kolorektal kanser
arasinda bir iliski saptanamamigtir. Hasta ve kontrol
olgulari her U¢ bdlge igin genotiplendirilmis, genotip
dagihmlar kodominant, dominant, resesif  ve
overdominant genetik modellere gére degerlendirilmis ve
sonu¢ olarak hi¢ bir bdélge hicbir genetik modelde
genotiplerin hastalik ile iliski gostermedigi bulunmustur.
Literatirde kolorektal kanser ile DNMT3B gen
polimorfizmi arasindaki ilisikiyi arastiran pek ¢cok makale
vardir. Ancak bu 3 polimorfizm birlikte ¢alisiimamistir.

Sik karsilagilan bir polimorfizm olan rs2424913'ln
Ozellikle DNMT3B'in promotor aktivitesini %30 oraninda
arttirdigi bilinmektedir (11, 13, 14). Bu durum, akciger

ve kolorektal kanser (13) riskini arttirmaktadir.

Bao ve ark. (13) kolorektal kanserle rs2424913
arasinda iliskili olmadigini ancak rs1569686 nin G
alelinin kolorektal kanser agisindan koruyucu etkiye
sahip oldugunu goéstermistir. Yine lacopetta ve ark. (15)
DNMT3B rs2424913'nin TT genotipinin proksimal kolon
kanserleri acisindan koruyucu etkiye sahipken distal ve
rektal kanserler riski igin herhangi bir iligki tespit
edememistir. 2012 yilinda yayinlanan bir meta analizde,
rs2424913 polimorfizmi igin yapilan 17 galismada (5229
vaka ve 6910 kontrol), CC + CT genotipini tasiyan
bireylerin homozigot TT genotipini tasiyan bireylere gore
kolorektal kanser riskinin arttigi gdsterilememistir. Yine
ayni meta analizde rs1569686 polimorfizmi icin yapilan
11 galismada (3513 vaka ve 3714 kontrol), G alelinin
kolorektal kanser agisindan koruyucu etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (16). Bu sonuglar bu ¢alismayla uyumludur.

Bununla birlikte genetik polimorfizmler etnik gruplar
arasinda farkhhk gostermektedir. Tirk toplumunda
kolorektal kanserlerle iligkili oldugu dusunulen pekgok
polimorfizm c¢alisiimis ancak DNMT3B polimorfizmi ile
ilgili hicbir yayina rastlanmamistir (17-21).

Sonu¢ olarak g¢alismamizda DNMT3B geni ile
kolorektal kanser arasinda genotip dizeyinde bir iligki
bulunamamistir. Bu agidan DNMT3B geni kolorektal
kanser etyopatogenezinde anahtar bir rol oynamiyor gibi
gérunmektedir. DNMT3B geninin  kolorektal kanser
etyopatogenezindeki roliiniin tam olarak
tanimlanabilmesi icin gen-gen ve  gen-gevre
etkilesimlerini degerlendiren ilave calismalara ihtiyag
oldugu dusunilmektedir.
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