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OLGULARINDA FOSFATIDILINOSITOL-3-KiNAZ KATALITIiK ALFA

(PIK3CA) GEN MUTASYONLARI VE METILENTETRAHIDROFOLAT
REDUKTAZ (MTHFR) C677T POLIMORFIZMININ INCELENMESI

Ozge OZCAN
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(Yiiksek Lisans Tezi \ Tez Danmismani: Dog¢. Dr. Feray Kockar)

(ikinci Damsman: Prof. Dr. Leyla Acik)

Balikesir,2009

Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) ve Fosfatidilinositol-3-kinaz
katalitik alfa (PIK3CA) genlerinin ikisi de gastrointestinal sistem kanserleri ile
baglantili bulunmaktadir. MTHFR tek karbon metabolizmasinda bir anahtar
enzimdir. Ozellikle MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri mide kanseri ve
kolon kanseri ile baglantili bulunmustur. PIK3CA fosfatidilinositol-3-kinazin
katalitik alt birimi pl110a’y1 kodlar.  Artmis fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)
aktivitesine bagli olarak genis farkliliklarda tiimorlerde PIK3CA mutasyonlari
gbzlemlenmektedir.

Calismamizda periferik kan ornekleri 103 Gastrointestinal sistem (GIS)
kanserli (38 kolorektal, 29 mide, 15 pankreas ve 21 karaciger) ve 105 kontrol grubu
bireyden temin edilmistir. Bu 6rneklerden DNA izolasyonu yapilmistir. MTHFR
677. be. bolgesi ve PIK3CA 21. ekzon bdlgesi polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilmigtir. MTHFR C677T varyantlar1 RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluk



Polimorfizmi) yontemi ile belirlenmistir. Buna gore 677CC, 677CT ve 677TT
frekanslar1 GIS kanserli olgularda 54(%52,4), 45(%43,7) ve 4(%3.,9) ve kontrol
grubunda 52(%49,5), 40(%38) ve 13(%]12,4) olarak belirlenmistir. 70 GIS kanserli
ornek i¢in PIK3CA’nin ¢ogaltilan bdlgesinin dizi analizi, otomatik dizi analizi ile
cikarilmigtir.  Calisilan Orneklerin  mutasyon durumlart ilgili dizilerin iliki
karsilagtirmalar1 yapilarak sunulmustur. PIK3CA geninin 21. ekzon bolgesinde her
hangi niikleotit polimorfizmi bulunamamustir.

Anahtar Sozciikler: MTHFR \ PIK3CA \ gastrointestinal \ kanser \ mutasyon



ABSTRACT

ANALYSIS OF PHOSPATHIDYLINOSITOL-3-KINASE CATALYTIC ALFA
(PIK3CA) GENE MUTATIONS AND
METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE (MTHFR) C677T
POLYMORPHISMS IN GASTROINTESTINAL CANCER CASES IN
TURKISH POPULATION

Ozge OZCAN

Balikesir University, Institute of Science, Depertment of Biology

(MSc. Thesis / Supervisior : Assoc. Prof. Dr. Feray KOCKAR)
(Cosupervisior : Prof. Dr.Leyla ACIK)

Balikesir-Turkey, 2009

Both  the  methylenetetrahydrofolate = reductase @~ (MTHFR)  and
Phosphathydilinositol-3-kinase catalytic alfa (PIK3CA) genes are associated with
gastrointestinal system cancers. MTHFR is a key enzyme in one-carbon metabolism.
Especially MTHFR C677T and A1298C polymorphisms has been linked to gastric
and colon cancers. Phosphatidilinositol -3- kinase catalytic alfa (PIK3CA) encodes
the catalytic subunit p110a of phosphotidilinositol kinases (PI3K). A wide variety of
tumours show PIK3CA mutations leading to increased PI3K activity.

In our study, peripheral blood samples were obtained from 103
Gastrointestinal (GIS) cancer (38 colorectal, 29 stomach, 15 pancreas and 21 liver
cancers) cases and 105 healthy controls. DNA was extracted from these samples.
677 bp region of MTHFR and exon 21 of PIK3CA were amplified by polymerase
chain reaction. MTHFR 677C—T, variant alleses were determined by RFLP
(Restiction Fragment Length Polymorphism) assay. Frequencies of MTHFR 677CC,
677CT and 677TT genotypes were 54(%52,4), 45(%43,7) and 4(%3,9) in the GIS
cancer’s cases and 52(%49,5), 40(%38) and 13(%12,4) in the controls. The

iv



sequences of the amplified regions for PIK3CA for 70 GIS cancer cases were
determined by automated-sequencing. The mutations statues of the samples were
determined through bioinformatics analyses by performing the multiple alignments
of the related sequences. No nucleotide polymorphism were found at PIK3CA exon
21.

Keywords: MTHFR \ PIK3CA \ gastrointestinal \ cancer \ mutation
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1. GIRIiS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak diger doku ve organlara
yayilmasi ile karakterize edilen bir hastaliktir [1]. Kanser, sik goriilmesi yaninda
Olim oranlarinin yiiksek olmasi ve tedavinin maliyeti, siiresi ve yan etkileri
nedeniyle gliniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Kanser, tiirtine, cografi

bolgelere, hasta yasi ve cinsiyetine gore farkliliklar gostermektedir [2].

Tirkiye’de kansere bagl oliimler enfeksiyon hastaliklarindaki gerilemenin de
etkisiyle 1990 yilindan itibaren kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra ikinci
siraya yiikselmistir [3]. Gastrointestinal sistem kanserleri (GIS) kanser dliimlerinin
ilk ¢ swras1 igerisinde, erkeklerde akciger, kadinlarda akciger ve meme
kanserlerinden sonra yer almaktadir [4]. Ulkemizde ve diinyanin birgok yerinde,
sindirim sisteminin en sik rastlanan kanser tiirii mide kanseri olarak belirtilmektedir

[5, 6].

5,10-Metilentetrahidrofolat rediiktaz proteinini sifreleyen gen MTHFR’dir
[7]. 1. kromozomun p kolunun 36.3. bandinda bulunmaktadir. Gen 150 kD’luk, 656
amino asitten olusan homodimerik bir proteini sifreler. Insanda MTHFR geni 11

ekzondan olusur [8,9].

MTHFR folat metabolizmasinda anahtar enzim roliindedir. Enzim folat
koenzimlerinin piirin, pirimidin sentezi ve metiyonin sentezi i¢in paylasimini
saglayarak organizmanin fizyolojik fonksiyonlarinda diizenleyici gorev alir.
MTHFR 5,10 metilentetrahidrofolatin, 5-metiltetrahidrofolata indirgenmesini
katalizler [10].



MTHFR aktivitesinin DNA metilasyonu, DNA tamiri ve DNA sentezindeki
potansiyel etkisi MTHFR’yi kanser etkileyici gen yapmistir [11]. MTHFR geninin
677. b¢’de C\T degismesi ile tanimlanan ve enzim aktivitesinde %60 azalmaya sebep
olan bir polimorfizm tanimlanmistir. C677T polimorfizmine bagli olarak meydana
gelen indirgenmis MTHFR aktivitesi vaskiiler hastaliklar, noral tiip defekti, erkek

infertilitesi, down sendromu gibi farkl hastaliklarla da baglantili bulunmustur [12].

Fosfatidilinositol 3-kinazlar (PI3K) , hiicre ¢ogalmasinda yer alan sinyal
iletim yollari, hayatta kalma, hiicre 6liimii, farklilasma, hiicresel iskeletin yeniden

ayarlanmasi ve hiicreler arasi trafigi diizenleyen lipid kinaz ailesidir [13].

PIK3CA fosfatidilinositol-3-kinazin katalitik alt birimini kodlayan gendir
[14]. Genin 3g26.3 de bulundugu tespit edilmistir [15]. Gen 21 ekzondan olusur ve
1068 aminoasitten olusan 124kDa’luk proteini kodlar. Kolon, meme, beyin,
karaciger, mide ve akciger kanseri gibi bir¢ok kanser tipinde bu gene ait gen
cogalmalari, delesyonlar1 ve daha siklikla somatik (yanlis anlamli) missense

mutasyonlar tanimlanmistir [16,17].

Bu tez ¢alismasinda farkl: tiplerde gastrointestinal sistem kanserli olgudan ve
kontrol grubundan elde edilen DNA 6rneklerinde MTHFR ve PIK3CA genlerindeki
mutasyonlarin tespit edilmesi amacglanmistir. Bunun ic¢in elde edilen DNA
orneklerinin istenilen bdlgeleri uygun primerler ile ¢ogaltilmis ve MTHFR igin
RFLP ve PIK3CA i¢in dizi analizi yontemleri ile mutasyon analizleri yapilmistir.
Tespit edilen mutasyonlarin gastrointestinal sistem kanserleri ile baglantisinin

arastirilmasi hedeflenmistir.



1.1 Kanser

1.1.1 Kanserin Tanimi ve Molekiiler Temelleri

Kanser, gen ekspresyonunda meydana gelen coklu degisiklikler sonucu
hiicrelerdeki anormal biiyime olarak tanimlanir. Hiicre 6liimii ve ¢ogalmasinda
dengesizlik yaratir ve eninde sonunda bir hiicre populasyonuna yayilarak dokulari
istila eder. Metastaz yaparak uzak bolgelere yayilir ve 6nemli rahatsizliklara sebep
olur. Eger tedavi edilmezse 6liimle sonuglanir [18]. Kanser, sik goriilmesi yaninda
6liim oraninin yiiksek olmas1 ve tedavinin maliyeti, siiresi ve yan etkileri nedeniyle
giinimiiziin en Onemli saglik sorunlarindan biridir.  Kanser, tiirline, cografi

bolgelere, hasta yasi ve cinsiyetine gore farkliliklar gostermektedir [2].

Yapilan istatistiksel caligmalar, kanserin toplumun yaklasik {icte birinden
fazlasinda goriildiigiinii, 6liimlerin yilizde yirmisinden fazlasindan sorumlu oldugunu
ve gelismig iilkelerin toplam saglik harcamalarimin yaklagik yiizde onundan
fazlasinin kanser tedavileri harcamalarinin olusturdugunu gostermistir (Cizelge 1.1,
cizelge 1.2) [19]. Tirkiye’de kansere bagli oliimler enfeksiyon hastaliklarindaki
gerilemenin  de etkisiyle 1990 yilindan itibaren kardiyovaskiiler sistem

hastaliklarindan sonra ikinci siraya yiikselmistir (Sekil 1.1) [3].



Gastrointestinal
hastaliklar

Kazalar

Cinayetler

Akciger Hastaliklan

Dogum hatalan

Kalp Hastalklan

Kanser

Sekil 1.1 Sik Rastlanan Hastaliklar ve Oliim Sebepleri [18].

Kanser, Tiirkiye'de 1982 yilinda 1593 sayili Umumi Hifzisthha Kanunu'nun
57. Maddesi geregince "Bildirimi Zorunlu Hastaliklar” listesine alinmis olmasina

ragmen lilkemizde ger¢ek kanser insidansi hi¢ bilinmemektedir [20].



Cizelge 1.1  Diinya Saglik Orgiitii 2008 Kanser Raporunda 2008 Yilinda Tahmin
Edilen Yeni Vakalar [21].

ERKEKLER Birey Yiizde | KADINLAR Birey Sayis1 | Yiizde
Sayisi
Prostat 186,320 | %25 Meme 182,460 %26
Akciger 114,690 | %15 Akciger 100,330 %14
Kolorektal 77,250 %10 Kolorektal 71,560 %10
idrar torbasi 51,230 | %7 Rahim 40,100 %6
Non-Hodgkin 35,450 | %S5 Non-Hodgkin 30,670 %4
lenfoma lenfoma
Cilt 34,490 | %5 Tiroid 28,410 %4
Bobrek 33,130 | %4 Cilt 27,530 %4
A1z, farinks 25,310 | %3 Ovaryum 21,650 %3
Losemi 25,180 | %3 Bobrek 21,260 %3
Pankreas 18,770 %3 Losemi 19,090 %3
Tiim bolgeler 601,820 | %100 | Tiim bolgeler 692,000 %100

Cizelge 1.2 Diinya Saglik Orgiitii 2008 Kanser Raporunda 2008 Yilinda Tahmin
Edilen Oliim Oranlar1 [21].

ERKEKLER Birey Yiizde | KADINLAR Birey Yiizde
Sayisi Sayisi
Akciger 90,810 %31 Akciger 71,030 %26
Prostat 28,660 %10 Meme 40,480 %15
Kolorektal 24,260 %38 Kolorektal 25,700 %9
Pankreas 17,500 %6 Pankreas 16,790 %6
Karaciger 12,570 %4 Ovaryum 15,520 %6
Losemi 12,460 %4 Non-Hodgkin lenfoma | 9,370 %3
(")zefagus 11,250 %4 Losemi 9,250 %3
idrar torbasi 9,950 %3 Uterine korpus 7,470 %3
Non-Hodgkin lenfoma | 9,790 %3 Karaciger 5,840 %?2
Bobrek 8,100 %3 Beyin 5,650 %2
Tiim bolgeler 294,120 | %100 Tiim bolgeler 271,530 | %100




Insan kanserlerinde karsinogenez mekanizmasi olduk¢a karmasik ve ¢ok

faktorliidiir.  Kansere sebep olan ajanlara karsinojen denir.  Dis kaynakh

karsinojenleri 3 sinif altinda toplayabiliriz (Cizelge 1.3) [22].

Cizelge 1.3 I¢ ve Dis Kaynakli Kanserojenler [22].

Kanserojen tipi

Ornek

Kimyasal Kanserojenler

Nikel, kadmiyum, arsenik, nitrozaminler,
arilaminler, trikloroetilen, aflatoksinler,

reaktif oksijen tiirleri vb.

Fiziksel Kanserojenler

UV 1511, iyonize radyasyon vb.

Biyolojik Kanserojenler

D1s Kaynakh Kanserojen

Human Pappiloma viriis, Eppstein Barr
viriis, Helicobacter Pilori , Hepatit viriisii

vb.

I¢ Kaynakh
Kanserojen

DNA replikasyonu, reaktif oksijen tiirleri
ireten metabolik reaksiyonlar, kronik

inflamasyon vb.

Kanser tek bir hastalik olmayip, daha ¢ok kitle ya da tliimor olusumuna yol

actigin1 bildigimiz kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilen neoplazinin

daha kesin formlarini tanimlamak i¢in kullanilir. Bununla birlikte neoplazinin kanser

olabilmesi i¢in malin &zellik gostermesi, bir baska deyisle kontrolsiiz biiyiimesi,

komsu dokular istila edebilmesi ve yakin-uzak mesafelere yayilabilme (metastaz)

ozelligine sahip olmasi gerekmektedir. Tiimorler metastaz yapmiyorlarsa kanser6z

degildir ve bu durumda, benin olarak adlandirilirlar [19,23,24].

Kanser tiplerinin adlandirilmasinda 6n ek oma- bir doku tipine eklendiginde o

dokunun benin timorini ifade eder.

Bazi malin neoplasiler de bu sekilde

adlandirilabilir: lenfoma ve melanoma gibi. Malignant tiimorler epitelyum kokenli




ise karsinoma, mezensimal kokenli ise sarkoma terimlerinin, koken aldig1 dokuya
eklenmesi ile ifade edilir. Buna 6rnek olarak memede adenokarsinoma, akcigerde
pullu hiicre karsinomu, deride bazal hiicre karsinomu verilebilir. Cogu insan
malignansisi epitel dokudan koken alir. Bunlardan, pullu tabakali epitel dokudan
koken alanlar pullu hiicre karsinomu, bez epitelinden koken alanlar ise
adenokarsinoma olarak adlandirilir. Eger malignant timor koken aldigi dokuya

benzememeye baslarsa anaplastik ya da farklilasmamis olarak adlandirilir [18].

Kanserin esas olarak ii¢ tipi vardir: Kemik, kas ya da konnektif doku gibi
mezensimal dokulardan kaynaklanan sarkomalar; barsak mukozasi, bronglar ve
meme duktuslar1 gibi epitelyal dokudan kaynaklanan karsinomalar; kemik iligi,
lenfatik sistem ve periferal kan boyunca yayilan 16semi ve lenfoma gibi hemapoetik
ve lenfoid malignensilerdir. Bu tiimérlerin her biri yerlesim yerine, doku tipine,

histolojik yapisina ve malignensinin derecesine gore de siniflandirilmaktadir [18,19].

Anormal hiicre birikimi olan neoplazi, hiicresel ¢cogalma ile hiicresel yok olus
arasindaki dengesizlik nedeniyle olusur. Cogalan hiicreler, hiicre dongiisiine girer ve
mitoza ugrarlar. Programlanmis hiicre 6liimii nedeniyle olusan hiicresel yok olus ise,
normal bir islem olan DNA kisimlarinin bir dokudan uzaklastirilmasidir ve bu,

apoptozis olarak adlandirilan hiicresel 6liim seklinde gerceklesir [19].

Kanserin aile igerisinde seyredebilecegi 200 yili askin bir siiredir
bilinmektedir. Hastalar kansere neden olan genin sadece bir mutant allelini kalitim
yoluyla alirlar ve bu gen onlar1 kansere yakalanmaya meyilli hale getirir. Sonunda
da kisi biiylik bir olasilikla basl basina mutant allele, diger genlerdeki mutasyonlara
ve g¢evresel faktorlere baglh olarak kansere yakalanacaktir. Bdylece, kanser riskini

arttiran ve kansere yatkinlik genleri ad1 verilen bir sinif geni tanimlayabiliriz [24].



Kanserin baglamasi ve gelisiminde rolii olan genler genelde “Kanser Genleri”
olarak tanimlanir ve ii¢ grupta toplanir: 1. Proto-onkogenler: Normalde hiicre
bliylimesi ve boliinmesini baglatan ve siirdiiren, hiicre Oliimiinii (apoptozis)
baskilayan proteinleri olusturan genlerdir. Proto-onkogenlerin mutant aktif formlari
onkogenlerdir. 2. Tiimor baskilayan genler: p53 gibi biiyiimeyi baskilayan ya da
hiicre oliimiinii arttirarak timor biiylimesini baskilayan genlerdir. 3. Mutasyonla
inaktivasyonu sonucu bu iki grubun mutasyon hizini arttiran Genom Kararlilik
Genleri. Bu lgiincii grup genle, DNA onarimini, kromatin biitiinliigiinii koruyan ve
diizenleyen genlerdir [25]. Mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin

ortak 0zelligi olarak kabul edilir [24,26].

1.1.2 Hiicre Dongiisii ve Kanser

Hiicre dongilisii cogalmak iizere uyarilmis bir hiicrede gerceklesen ve bir dizi
gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siirectir.
Hiicre dongiisii, hiicre ¢ogalmasi, farklilasma ve apoptozis gibi temel hiicresel

fonksiyonlar1 diizenlediginden biiyliime ve doku yenilenmeleri ile yakin iliski i¢inde

bulunmaktadir [27,28].

Hiicre dongiisii interfaz ve mitoz olmak iizere iki boliimden meydana gelir.
Interfaz G;-S-G, diye 3’e ayrilir. Bu siirecte hiicre uyarimi ve biiyiime meydana
gelmekte veya boliinme sinyali almadiklari siirece dinlenme fazi1 Go’da durmaktadir
[1,29,30,31]. Gy birkag giin, birkag hafta siirebilir hatta hiicre boliinmekten tamamen
vazgecebilir [32]. G;-S-G, 16-24 saat slirer. Mitoz bdliinme ise 1-2 saat
siirmektedir. Hiicre biiyiimesi G; fazinda kisitlayici nokta (R noktasi) tarafindan
koordine edilir.  Kisitlayici noktada hiicre duracak veya hiicre dongiisiinii
tamamlayacaktir [31,32,33]. Bu noktada hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglayan
biliylime faktorii denen proteinler devreye girer ve boliinmeyi diizenler. Biiyiime
faktorii yoklugunda hiicreler R noktasini gegemez ve dinlenme haliyle (Go) kalir

(sekil 1.2) [32].



G, fazinda hiicreler kendi ¢evrelerini kontrol eder, sinyalleri alir ve bilylimeyi
arttirir. Bu fazda DNA sentezi i¢in hazirlik yapilir. RNA ve protein sentezi olur. S
fazinda ise DNA sentezlendikten sonra, G, fazinda hiicre biiyiimeye devam eder,
aynt zamanda RNA sentezi, protein sentezi gerceklesir ve hiicre mitoza hazirlanir
[30,32,34]. Mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olugsmaktadir. Telofazda
sitoplazmik boliinme tamamlanir ve ayn1 genetik materyalli iki yeni hiicre meydana

gelir [31,33].

Bolinmeyen Hicreler Dinlenme
Halindeki Hucreler

2©
/ Gg
@@ RMA ve Protein

Sentezi
)

Hikcre
Bdlinmesi

DA,
Replikasyonu 5

FMA ve Protein
O Sentezi
G,

Sekil 1.2 Hiicre Dongiisii [29].

Hiicre dongiisii siklinler, siklin-bagimli kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli
kinaz baskilayicilart tarafindan kontrol edilir [28,34]. CDK'’lar kendi baglarina
bulunduklarinda inaktiftirler ancak siklinlerle etkilesime girerek aktiflesirler ve
bdylece aktif siklin-CDK kompleksleri meydana getirebilirler. Bu aktif kompleks
hedef proteinleri fosforile ederek dongiiniin devamliligini saglar (sekil 1.3.). CDK-



siklin protein kompleksinde, CDK’lar katalitik alt tiniteler iken siklinler diizenleyici

alt tiniteler seklinde gorev yapar [27,28,34]
CDK-Siklin

a Baglanmasi

| —

Hedef Proteine
Baglanma

. o=y

Hedef Proteinin
Fosforilasyonu

Sekil 1.3 Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi ve Siklin Bagimli Kinazlar [27].

Memeli hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde islevleri en iyi
bilinen 11 tane siklin bagimli kinaz (CDK1-11) ve 16 siklin [siklin D(D1,D2 ve D3);
siklin E (E1,E2), siklin A (A1,A2) ve B(B1,B2)] rol oynamaktadir [34,35].

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi esnasinda CDK aktivitesi en az 4 molekiiler

mekanizmayla diizenlenir. Diizenlemenin ilk basamagi CDK’larin kendi siklinleri
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ile eslesmesidir. Ikinci diizenleme CDK\SIKLIN kompleksinde CDK’nm 160.
pozisyonu civarinda fosforile edilmesidir. CDK’larin fosforilasyonla aktivasyonu
“CAK” (CDK aktive edici kinaz) ile katalizlenir. Bu katalizoriin esas1 yine bir CDK
kompleksidir (CDK7\SIKLIN-H). Ugiincii diizenleme ise CDK proteinlerinin amino
ucundaki threonin ve tirozin ile gergeklesen engellemedir. Son diizenleme ise
CDK\SIKLIN komplekslerine baskilayici proteinlerin baglanmasi ile gerceklestirilir
[27,28].

Hiicre boliinmesi sadece biiylime faktorleri tarafindan degil keza hiicre
dongiisiinii engelleyici faktorler tarafindan da diizenlenir. Eger bir DNA hasari
olusursa, bu hasar tamir edilmedik¢e hiicre dongiisii kesilir. Yine bir takim hiicre
dis1 faktor, hedef hiicrelerin ¢ogalmasini uyarmaktansa engeller. Bu tiir engelleyici
uyaricilarin etkisi 6zellikle Cdk inhibitorleri tarafindan arttirilir. Buna 6rnek; DNA
hasar1 sonucu P53 proteininin hiicre i¢i seviyesi artar, bu proteinler de Cdk inhibitorii
olan p2l’in ekspresyonunu uyarmaktadir. P21 proteini bazi Cdk\siklin

komplekslerini baskilayarak hiicre dongiistinii durdurur [32].

Hiicre dongiisiinde bir faz tamamlanmadan sonraki faza gecilirse genetik
materyal tam ve dogru kopyalanmadigi i¢in hiicrede hasar meydana gelebilir. Hiicre
dongiisiinde G;-S gecisinde, G>-M gegisinde ve metafaz-anafaz gecisinde kontrol
noktalar1 vardir. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin dongiiye devam edip etmeyecegi
karart verilir [1,36]. Birincisi G;\S Kontrol noktasi olup, bir 6nceki mitozu izleyen
donemde hiicrenin eristigi boyutu ve DNA’nin hasar goriip gérmedigini kontrol eder
[24]. Bu diizenleme noktas1 ilk kez Saccharomyces cerevisiae de belirlenmis ve
START (Baslangig) olarak adlandirilmistir. Biitiin hiicreler START noktasini
gecerek S evresine girer [32]. Eger hiicre uygun bir boyuta ulasmadiysa ya da
DNA’s1 hasar gordiiyse, bu kosullar diizeltilene kadar dongiiniin ilerleyisi
durdurulur. Eger baslangi¢ta her iki durum normal ise kontrol noktasi agilir ve hiicre
dongiiniin S evresi boyunca ilerler. Ikinci énemli kontrol noktasi ise G;\M kontrol
noktasi olup burada, mitoza girilmeden once hiicrenin fizyolojik kosullar1 gézden

gecirilir.  Eger DNA replikasyonu ya da herhangi bir DNA hasarinin onarimi
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tamamlanmamissa, bu olaylar tamamlanana kadar hiicre dongiisii durdurulur. Son
kontrol noktasi ise mitoz i¢inde yer alir ve M kontrol noktasi olarak adlandirilir.
Burada hem ig iplikleri sisteminin basarili bir sekilde olusup olusmadigr hem de

sentromerlerle bir araya gelmis kinetokorlara tutunup tutunmadigit kontrol edilir

[1,24,32].

H Kromozom ayrimi kontrol noktasi
id ipligi kontrol noktas:
Wi APC.Cah1 J.
e poliubikitinasyon B tipi  +— Cdc14 — S
| sikinler
ATMR  APCCACZD ATMIR
poiiubikitinasyon Telofaz
m l sekurin l
p53 \ ps3
DNA-hasar Anafaz l EN;;-hla:arld
Kontrol Noktas: l ontrol Nokiasi
p21%8 M G Cyclin D-CDKdlg |— p21o@
Cyclin A/B-CDK1 —— MH028
/, giris
de G,
Cac25C : < 8 fazna +— Cycln E/A-CDK2
n -|— giris “' T
Replke olmamgDNA T i P2IEE Cdc25A
Kontrol Hoktas: Cyclin A-CDK2 T
ATR T =
L e 3 DNA-hasar
- Heesh T Kontrol Noktasi
T ATMIR == Chik1/2
I
DNA-hasar .
Kentrol Noktasi T
ATMIR — Chk1/2

Sekil 1.4 Hiicre Dongiisii ve Kontrol Noktalar1 [29].

Hiicre dongiisii kontroliiniin ve kontrol noktalarinin 6énemi bu diizenleme
sistemi bozuldugunda nelerin olabilecegi farz edilerek gosterilebilir. Ornegin; eger
hiicrenin DNA’s1 hasar gordiiyse ve bu sekilde hiicre dongiisii boyunca ilerlemesine
izin verildiyse, kanserlesmis bir hiicreyi tanimlayan kontrolsiiz hiicre bdliinmeleri

dizisi baslayabilir [24].
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Hiicre dongiisiinde iki tip gen grubunun rolii vardir: Onkogenler (Her 2, Ineu,

ras, myc vb.) ve Tiimo6r Baskilayici Genler: p5S3 ve Rb (retinoblastoma geni) [35].

1.1.3 Onkogenler

Normal fonksiyonu hiicre boliinmesini tesvik olan genler proto-onkogenler
olarak adlandirilir. Hiicre boliinmesinin diizenlenmesi i¢in bu genler ve\veya bu gen
tiriinleri inaktiflestirilmis olmalidir. Eger proto-onkogenler siirekli g¢alisir hale
gelirse kontrolsiiz hiicre boliinmesine neden olur, bu da timoér olusumuna onciilitk
eder.  Proto-onkogen mutasyonlarinin bir sonucu olarak bdyle bir durum
olustugunda, bu genlere onkogen ad1 verilir, ¢linkii bu genler kanserle iliskili olarak
kontrolstiz hiicre ¢cogalmasini uyarirlar [24]. Onkogenler dominant fenotipik etkiye
sahiptir. Kansere katki i¢in iki allel genden birisinin mutasyonu yeterlidir. Proto-
onkogenler evrimsel siirecte ¢ok 1yi korunmus genlerdir [25]. Asirt aktivitelerinden
dolayi, onkogenler genetik olarak proto-onkogenlere baskindir, yani onkogenin
sadece bir kopyast hiicrenin davranisinda bir degisime neden olmak i¢in yeterlidir

[37].

Onkogenler, hiicre c¢ogalmasin ydneten proto-onkogenlerin fizyolojik
gereksinimlerin 6tesinde ¢cogalma uyarilart doguracak sekilde mutasyona ugramalari
ile aktive olurlar. Bir baska deyisle, hiicre bu genetik degisimle daha dnce sahip

olmadig1 bir fonksiyon kazanmis olur [38].

Proto-onkogenlerin iiriinleri bes grup altinda toplanabilir:
i.  Biylime faktorleri (6rnegin EGF, PDGF, IGF gibi birinci haberciler
ii.  Bliytime faktorii reseptorleri (6rnegin EGFR=c-ERB B)

iii.  Sinyal ileticiler (tirozin kinaz SRC, sinyal iletici ya da ikinci haberci RAS ve

RAF

13



iv.  Niikleer genler ve transkripsiyon faktorleri

v.  Hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorevli genler [25, 40].

Cizelge 1.4 Bazi Onkogenler [22,25].

Gen Bolgesi Mutasyon Tipi Bashca Tiimor Ornekleri
ABL (9934.1) Translokasyon KML

AKT?2 (19q13) Gen Cogalmasi Meme ve ovaryum

ALK (2p23) Translokasyon Lenfoma

BAX (19q13.3-4) Nokta Kolon ve mide

BCL2 (18¢21.3) Translokasyon Lenfoma

BCL6 (3927) Translokasyon Lenfoma

BRAF (7934) Nokta Melanom, kolorektal,tiroit
CCND1 (11q13) Translokasyon Losemi, meme

EGFR (7p12.3) Nokta, cogalma Glioblastom

EPHB2 (1p36.1) Nokta Prostat

ERBB2 (17g21.1) Gen ¢ogalmast Meme ve over

EVIl (3926) Translokasyon Losemi

EWSR1 (22q12) Translokasyon Lenfoma ve 16semi
FBXW7 (4. kromozom) Nokta Kolon, uterus, meme, over
FES (15926.1) Nokta Kolon

FGF3 (11q13) Cogalma Mide, meme, melanom
FGFR1 (8pll.2) Trans., nokta Lenfoma, mide

FLT3 (13q12) Nokta Losemi, anjiosarkom
FOXO1A (13q14.1) Translokasyon Rabdomyosarkom, 16semi
GLI (12q13.2) Gen ¢ogalmast Beyin, sarkomlar
HMGA2 (12q14.3) Translokasyon Lipomlar

HOXA9,11,13 (7p15-p14.2) Translokasyon Losemiler

K-RAS2 (12p12.1) Nokta Kolorektal, pankreatik
MAP2K4 (17p11.2) Nokta Pankreas, meme, kolon
MLL (11923) Trans., nokta Losemiler

MYC (8924.12) Gen ¢ogalmast Lenfoma, néroblastom
NOTCH1 (9934.3) Translokasyon Losemiler

NTRK1 (1921-922) Trans., nokta Tiroid, meme, kolon
NTRK2 (9922.1) Nokta Kolorektal

NTRK3 (15925) Trans., nokta Kolon

PDGFB (22q12.3) Translokasyon Dermafibrosarkomlar
PDGFRB (5931 Translokasyon Losemiler

PIK3CA (3926.3) Nokta Kolon, mide, beyin, meme
PTNP1 (12q24) Nokta, delesyon Losemi, kolon

RARA (17921.1) Translokasyon Promyelositik 16semi
SMAD2 (18q21) Nokta Kolon, meme

SS18 (18q11.2) Translokasyon Snovyal sarkomlar

TAL1 (1p32) Translokasyon Losemiler

TFE3 (xp11.22) Translokasyon Bobrek, sarkomlar
TGFBR1 (9933-q34) Nokta Kolon, mide, over
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1.1.4 Tiimor Baskilayic1 Genler

Tiimor baskilayict genler mutasyona ugrayarak aktivitelerini kaybettiklerinde
hiicrelerin kanserlesmesine neden olur. Normal hiicrelerdeki bir timor baskilayict

gen hiicre boliinme oranini kontrol etme islevi goriir [39].

Timor baskilayic1 genler, hiicre dongiisii boliimlerinin birbirine gegisini
baskilar ya da inaktive eder ve hiicre boliinmesini durdurur. Bu genler ya da onlarin
riinleri, hiicre bdliinmesi i¢in ya inaktif olmalhdirlar ya da hiicrede
bulunmamalidirlar.  Eger bu genler kalici olarak inaktive edilirse ya da
mutasyonlarla ortadan kaldirilirlarsa, hiicre béliinmesinin kontrolii kaybolur ve hiicre

kontrolsiiz bir bicimde boliinilip cogalmaya baslar [23,24]

Kanser gelisimi i¢in tiimoOr baskilayici genlerin allellerinin her ikisinin de

mutlaka mutasyona ugramasi gerekir [23,24].

Onkogenler ve tiimor baskilayic1i genlerin birbirine zit etkileri vardir.
Onkogen, proto-onkogenin fonksiyon kazandiran mutasyonu sonucu olusup, timdr
olusumuna sebep olurken, timdr baskilayici gende meydana gelen bir mutasyon

hiicre biiyiimesini sinirlama yeteneginde bir fonksiyon kaybina neden olur [39].

Timor baskilayict genlerin en kapsamli aragtirilmig olant p53 genidir. p53
geni ilk defa 1979 yilinda Lane ve Crawford, bunlarin hemen arkasindan da Linzer
ve Levine tarafindan niikleer fosfoprotein olarak tanimlanmistir [40]. David Lane ise
immunohistokimyasal yontemlerle insan tiimorlerinde p53 genini gdstermistir [40].
p53 geni 17. kromozomun kisa kolu {izerinde 17p13-1 pozisyonunda bulunan bir

timor baskilayici gendir.  16.20 kb uzunlugunda olan bu gen 11 ekzondan
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olusmaktadir. 2 ve 11 ekzonda bulunan DNA kismi1 8-10 kb uzunlugunda olup
kodlama yapamaz [40].

Normal kosullarda pek az ifade edilen p53 geni DNA iizerinde bir hasar
olustugu zaman hiicre boliinmesini o asamada durdurur ve hasarin niteligini
degerlendirir. Eger DNA hasar1 onarilabilecek nitelikte ise DNA onarim enzimleri
goreve cagrilir, hasarli kisim kesilip ¢ikartilir ve dogru siralamaya gore yeniden
sentez edilir. Eger hasar daha biiyilik boyutlu ise hiicre boliinmesi iptal edilir [38].
Boylece p53 programlanmis hiicre oliimii olan apoptozisi uyaran gen olarak

tanimlanmistir [41,42,43].

p53 gen mutasyonlar1 insan kanserlerinde en sik rastlanan mutasyonlar
arasindadir. p53 mutasyonlar1 tiimoér gelisimine neden oldugu gibi tedavi direncini

de belirler [38].

Yine iyi aydmlatilmis olan diger bir timdr baskilayict gen Ornegi,
retinoblastoma genidir. Rb hiicre dongiistinii etkileyen niikleer bir fosfoproteindir.
Dinlenme halindeki (Gy) hiicrelerde fosforile olmamaktadir [39]. Rb hiicre
dongiisiiniin farkli donemlerinde hipofosforile edilip daha sonra hiperfosforile edilir.
Hipofosforile oldugunda G, ile S arasinda hiicre dongiisiinii bloke eder. DNA
sentezini 1ilerleten transkripsiyon faktdrlerine baglanip onlar1 inaktive ederek,
hiicrenin S fazina girmesini engellemis olur. Rb daha ¢ok fosforile oldukga protein
baglayici partnerlerini serbest birakir ve hiicrenin S fazina girmesine izin verir; daha
sonra progressif bir sekilde defosforile olarak yeniden bir sonraki hiicre dongiistiniin
S fazina girmesini engelleyerek fonksiyonunu tekrarlar. Rb gen kaybi, hiicrelerin
onemli bir mitotik kontrol noktasini kaybetmesine ve kontrolsiiz ¢ogalmasina yol

acar (Sekil 1.5) [19,42].
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Retinoblastoma, retinada tiimdrii kapsayan bir ¢ocukluk hastaligidir. Kalitsal
veya sporadik olarak olusabilir. Siklikla 13. Kromozomun ql14 bandinin delesyonu
ile iliskilendirilmistir. Rb allellerinin her ikisi de inaktive oldugunda retinoblastoma
boy gdsterir. Retinoblastoma, ¢ogunlukla gen ekspresyonunu engelleyen
mutasyonlar sebebi ile protein fonksiyonunda kayip sonucu meydana gelir. Rb kaybi
osteokarsinoma ve kiigiik hiicreli akciger kanseri gibi birgok kanser tipi ile de

iliskilendirilmistir [39,42].

DM& hazar
Aktif P53
Transkripsiyon
regilasyon
T[p21 p21 |
Altif
~ VY -
CDEK2 J = CDEK2 i
el - — I~
Cyclin E Cyclin E|
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' AE)
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Transkripsivon
pRb v | | J elregilasyon
N DNA =entezi
E2F —\ E2F 4y _ " igin gerekli
: s i
inaktif -3 T enzimler
Aktif l
G1'den S'e
gecis
pE-; tﬂrﬂ__f'"dﬂn__bf!u ke ) Mormal hiicre bolinmesi
edilen hicre balinmesi
Sekil 1.5 Retinoblastoma Proteini ile G1’den S’e Gegisin Diizenlenmesi [42].
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1.2 Gastrointestinal Sistem Kanserleri

Gastrointestinal sistem kanserleri kanser 6liimlerinin ilk ii¢ sirasi igerisinde,

erkeklerde akciger, kadinlarda akciger ve meme kanserlerinden sonra yer almaktadir

[4].

1.2.1 Mide Kanseri

1.2.1.1 Epidemiyoloji

Ulkemizde ve diinyanin bircok yerinde, sindirim sisteminin en sik rastlanan
kanser tiirli mide kanseridir. Siklig1 giderek azalmakla birlikte diinyada akciger
kanserinden sonra ikinci sirada sik rastlanan kanserdir. Diinyada her yil 670.000
kiside yeni mide kanseri tanis1 konur ve her yil 750.000 kisi bu hastaliktan yasamini
yitirmektedir. Tiim kanserlerin %9,9’unu olusturur. Degisik bolgelerde goriilme

siklig1 dnemli farklar gostermekle birlikte erkeklerde daha siktir [5,6].

Mide kanserlerinin tilkemizdeki durumuna bakilirsa; 1990 yilinda yapilan bir
arastirmaya gore mide kanserleri erkek kanserlerinin %7,5’unu, kadin kanserlerinin

ise %6,7’sini olusturmaktadir [44,45].

Mide kanseri olgularimin daha sik goriildiigii iilkelerde genel gozetimler
sayesinde nadir goriilen iilkelere oranla kanser sonrasi bes yillik hayatta kalma oran
daha yiiksektir. Diinyada mide kanserinin en sik goriildiigli iilke Japonya’dir.
Gortilme sikligr 100.000°de 69’dur ve 40 yas lizeri bireylerde yillik endoskopi
zorunlulugu vardir. Amerika’da ise bu oran 100,000’de 2 olarak hesaplanmustir.
Buna ragmen Japonya’da bes yillik hayatta kalma orani erken teshis sayesinde %40-

50 iken Amerika’da bu oran %20°dir [46].
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Santral ve Giiney Avrupa’da, eski Sovyetler Birligi’nde, Sili, Cin ve Kosta
Rika’da en sik goriilen kanserdir. Uganda, Hindistan, Giineydogu Asya ve Amerika
Birlesik Devletlerinde ise nispeten nadirdir. Tiirkiye’de ise hali hazirda en sik

goriilen gastrointestinal kanser tipidir [5].

1.2.1.2 Risk faktorleri.

Karbonhidrat ve tuzdan zengin diyet, kiiflenmis tahillarin tiiketimi, taze
meyve ve sebzeden fakir diyet, konserve ve tursu gibi gidalardan zengin beslenme
onemli risk faktorleridir. Sigara 6zellikle kardia bolgesinde kanser riskini arttirtyor

olabilir. Alkol ise daha zayif bir risk faktoriidiir [6].

Distal mide kanserlerinin %35-89’u dogrudan H. pylori enfeksiyonu ile
iligkilidir (Sekil 1.6). H.pylori enfeksiyonu intestinal tip mide kanseri riskini 3;
diffiiz tip mide kanseri riskini ise 8 misli arttirir. Risk artis1 kadinlarda ve siyahilerde
daha belirgindir [5]. 1994’de Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) tarafindan
H.pilori 1. derecede kanserojen olarak siniflandirilmis ve kanser gelisiminde de

onemli rolii oldugu bulunmustur [47].

1990 yilinda Burke ve arkadaglari Eppstein Barr Virilis ile mide kanseri
arasinda iligkiyi tanimlamislardir. EBV bagimli kanser tipinin daha ¢ok erkek
hastalarda gozlendigi ve midenin kardia bolgesine yerlesmis oldugu bulunmustur

[47].

1953°te Aird, A kan grubu ile mide kanseri arasindaki iliskiyi tanimlamistir.

A grubunda, 0 grubu hastalara gore bagil risk 1-2 kat daha fazladir [44].
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1.2.1.3 Patoloji

Mikroskobik goriiniim agisindan siniflandirilmalart giigtiir ¢iinkii bir tiimdr
kitlesinde degisik histolojik 6zellikler bir arada bulunabilir. Morfolojik 6zelliklerine
gore gastrik kanserler WHO siniflandirmasina goére 5 tipe ayrilir, bunlar;
adenokarsinom, adenosquamdz karsinom, squamoz hiicreli karsinom, farklilasmamis
karsinom ve simniflandirilamayan karsinomlardir. Adenokarsinomlar farklilagma
derecelerine papiller, tiibiiler, miisiindz ve taslt yiizlik hiicreli tiimorler olarak 4 ayri
tipe ayrilir. Aymi timor iginde degisik derecelerde farklilasma gdsteren karisik bir

yapi saptanir ve hakim olan yapiya gore siniflandirma yapilir [44].

Saglikli gastrik mukoza
H.pylori e———p
Superficial gastritis
CagPAl = .
valitic —_— — . Genetik
polimorfizmler
Atropik gastritis
Intestinal metaplazi
Genetik ve
= Epigenetik
Displazi degisiklikler

Gastrikadenokarsinom

Sekil 1.6 Gastrik Karsinogenez [46].
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Mide kanserlerinin %95’den fazlas1 adenokarsinomlardir. Nadir olarak
squamous, adenosquamous ve farklilagmamis kanserler goriiliir ve bunlar siklikla

gastro-6zofagus baglantisinda bulunurlar [47].

Mide adenokanseri mikroskobik olarak intestinal ve diffiiz tip olarak ikiye
ayrilir (Lauren siniflamasi). Intestinal tip, intestinal metaplazi zemininde gelisir ve
polipoid kitleler olusturur; prognoz (bir hastaligin siiresi ve gelisimi hakkinda
tahmin) daha iyidir. Diffiiz tipte ise salgi doku olusumu yoktur, sitolojik olarak az
farklilagmistir, tash yiiziikk hiicreler igerebilir, fazla miktarda ekstraseliiler miisin
salgilayabilir. Seyrek olarak adenokarsinom skuamoz komponentler veya
koryokarsinoma odaklart igerebilir. Bu tip karsinomlar siklikla daha agresif
seyirlidir. Daha nadir olarak goriilen paryetal hiicreli tiimorler ise, adenokarsinoma
gore daha iyi prognoza sahiptir. Intestinal tip, seliiler yapisiyla tanimlanirken, difiiz
tip biiylime paterni ile tanimlanir, buna gore polipoid ve siiperfisyal karsinomlar
intestinal tipe, linitis plastika ise difiiz tipe girer. Ulseratif tiimorler ise her iki tipe de

girebilir [5,44].

Lenfoma, mide kanserleri arasinda ikinci siradadir. Tan1 konuldugunda timor
boyutu genellikle c¢ok biiyliktiir. Lezyonun biiylikligi ile belirtileri arasinda
genellikle ¢ok az iligki vardir [48].

1.2.2 Kolon Kanseri

1.2.2.1 Epidemiyoloji:

Kolorektal kanserler, erkeklerde akciger ve prostat, kadinlarda ise akciger ve
meme kanserinden sonra en sik goriilen kanserlerdir [49]. Diinya ¢apinda her yil
940.000 kolorektal kanser vakasi gozlenmektedir [18]. Meme ve prostat kanserinde

de oldugu gibi gelismis iilkeler, zengin Asya iilkeleri ve Giiney Avrupa’da goriilme
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siklig1 daha azdir [50,22]. Kolorektal kanser goriilme siklig1 40 yasindan itibaren
artar [51]. Pek cok kanserde oldugu gibi, kolon kanseride ¢ok basamakli bir

mekanizmayla kanser olusumu baslar (Sekil 1.7).

Kolorektal kanserlerin %75’ini hicbir risk faktorii bulunmayan sporadik
kanser olgular1 olusturur [52]. Bazi ailesel kanser sendromlar1 kolon kanseri riskini
spesifik olarak arttirir, bunlar; Ailevi Adenomatous Polipozis Koli (FAP), Kalitsal
Non-Poliozis Kolon Kanseri (HNPCC), Peutz-Jeghers Sendromu (PJS), ve Cowden
Hastaligr’dir (Sekil 1.8) [22].

Kolon

ras onkogeninin
i pS3 tUmdr slpressor
o 9 geninin kaybi
APC' nin kaybt DEC tlmdr "
(ve difjerler) slpressor
i aen geninin kayb 6 mutas yonlar

—_— : e 'w'}?ﬁ g —>

Normal kolon Kilguk berign (polip) En buyGk benign PMalignant buylme
epitel hicreleri bisyimesi biyumesi (adenoma) (karsinoma)

Sekil 1.7 Kolon Karsinogenezi [53].
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Sporadik
sendromilar

Genetik
poliposis

HNPCC

FAP

Sekil 1.8 Kolon Hastaliklar1 Oranlar1 [53].

Ailesel Polipozis Koli; kolon kanserlerinin kiiciik bir kismini olusturur.
Insidansi yaklasik 10000°de 1°dir. FAP heterozigotlarda yasamlarinim ilk 20 yilinda
cok sayida benign adenomatoz polipler olusur ve poliplerden en az biri malignlesir.
Kolonun cerrahi olarak c¢ikarilmasi (kolektomi) malign gelisimi Onler. Hastalik
otozomal dominant olarak kalitilir ve sorumlu olan gen 5. Kromozomun uzun koluna
(59) da haritalanan ve heterozigozite kaybindan (LOH) sorumlu APC genidir (Sekil
1.7) [19,53,54,55].

Kalitsal Non-Polipozis Kolon Kanseri, Lynch Sendromu (HNPCC);
Kolon kanserlerinin yaklasik %2-4’tinii olusturur. Tarihi agidan, patolog Aldred
Warthin tarafindan bir ailede yapilan ilk tanimlamadir. 1895 yilinda ¢alisilmaya
baslanmis ve 1913’de yayinlanmistir. Bu aile G aile olarak bilinmektedir. 1972
yilinda Lynch ve Krush tarafindan yeniden ¢alisilmistir ve HNPCC ozelliklerine
sahip oldugu ortaya konmustur. Otozomal dominant bir geg¢is Ozelligi gosterir.
Eriskin yaslarda izlenen bir kolon kanseri olmasina ragmen, FAP’a nazaran daha

geng yasta goriilen ve adenomatdz poliplerin olmadig: bir hastaliktir. Diger timor
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baskilayic1 genlerde oldugu gibi HNPCC’nin otozomal dominant kalitim sekli,
somatik hiicredeki bir mutant allelin aktarimi ve diger normal alleldeki bir

mutasyonda ya da inaktivasyonu sonucu ortaya ¢ikar [19,53,55].

Kolorektal kanser gelisiminin ileri basamaklari1 KRAS aktivasyonu, P53
fonksiyon kaybi, TGFB’ya hiicresel sorumluluk inaktivasyonu gibi mutasyonlarla

iligkilendirilmistir [22].

1.2.2.2 Risk faktorleri

Kolorektal karsinoma yaygmhiginda genetik zeminin rolii oldugu gibi
cevresel faktorlerin de etkisi vardir. leri derecede risk faktorleri; ileri yas, Familyal
polipozis/Gardner sendromu, Herediter nonpolipozis kolorektal kanser, uzun siireli
ilseratif kolitken, orta derecede risk faktorleri ise yiiksek kirmizi et igeren diyetle
beslenme tarzi, daha 6nce adenom hikayesi olmasi, pelvik radyoterapi uygulanmis
olmasidir. Zayif risk faktorleri ise; yiiksek yag igeren diyetle beslenme tarzi, alkol ve
sigara icilmesi, obezite, uzun boy, kolesistektomi ameliyati, yiiksek siikroz tiiketimi
olarak gosterilmistir. Koruyuculuk degeri az olan faktorler ise yiiksek sebze /meyve
iceren diyet, yiiksek folat/metionin alimi, yiiksek kalsiyum alimi, post menopozal
hormon yerine koyma tedavisi iken aspirinin ise koruyuculuk degeri orta derecededir

[50,56].

1.2.2.3 Patolojisi

Kolon kanseri, kolonun yukari, orta ve asagi licte birinde esit olarak bulunur.
Lezyon malign bir polip olabilir. Kanserlerin ¢ogu polipoid ya da iilseratif tiimdrler
olup az bir kismi da plak tarzinda lezyonlardir. Genel bir kural olarak tiimor ne
kadar yass1 bir plak halinde ise malignite derecesi o kadar yiiksektir [S7]. Kolorektal

kanserlerin %95 gibi bliyiikk bir kismimi adenokarsinomalar olusturur [56].
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Adenokanserlerin yaklasik %20’si iyi farklilasmis, %60°1 orta farklilasmis ve kalan
%20’s1 kotii derecede farklilasmistir [57].

1.2.3 Karaciger Kanseri

Karacigerin habis tiimorleri primer timdrleri ve metastatik (sekonder)
timorleri kapsar. Her tiimdriin kendine 6zgii 6zellikleri olmasina ragmen, klinik
belirtileri benzerdir. Metastatik tiimorlerin tanisi hastalarin takiplerine baglh olarak

daha fazla yapilmaktadir [58].

Karacigerin malign tiimorleri sunlardir: hepatoselliiler karsinom, intrahepatik
kolanjioselliiler karsinom, hepatokolanjiokarsinom, hepatoblastom, anjiosarkom,
epiteloid hemanjioepitelioma ve diger sarkomlar (leimyosarkom, rabdomyosarkom,
indiferansiye embriyonel sarkom).  Karaciger kanserlerinin tiimiine yakinini
hepatoselliiler karsinom (HCC) ve intrahepatik kolanjioselliiler karsinom (CCC)
olusturur [59].

1.2.3.1 Epidemiyoloji:

Tim diinyada HCC siklig1 yiiksek olan bir tiimordiir. Asya ve Giiney
Afrika’da siklik 100/100.000°diir. Avrupa ve ABD’de 100.000°de yillik yeni hasta
sayis1 erkeklerde 3-4, kadinlarda 1-2°dir. HCC’nin yeryliziindeki dagilimi hepatit B
ylizey antijeni tastyiciliginin dagilimiyla belirgin bi¢imde paralellik gostermektedir.
Cogunlukla goriilme yas1 bat1 iilkelerinde 50-60 yaslar arasindadir, Asya ve
Afrika’da ise daha genc yaslarda olmaktadir. Siklig1 giderek artmakla birlikte, her
yil diinyada yaklagik 250.000-1.250.000 kisi HCC’den Olmektedir. Tek basina
Cin’de yillik bu hastaliktan 6len insan sayist 100.000°dir. Afrika’da ortalama
goriilme yas1 25-35°dir.  Ulkemizde sik rastlanan tiimorler arasinda goriiliir.

Hepatoselliiler karsinomlu hastalarin yaklasik %80’inde siroz vardir. Erkeklerde 4-8
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kat sik goriiliir. Kansere bagli mortalite istatistiklerinde, erkekte 8’inci, kadin da

12’inci sirada oliime yol agan onemli tlimorlerdir. Belirtileri karnin sag tarafinda

agr1, halsizlik, istahsizlik, kilo kaybidir [5,58,60].

Karacigerin metastatik tiimorleri primer karaciger tiimorlerinden 20 kat daha

sik goriilmektedir (Cizelge 1.5) [61].

Cizelge 1.5 Karaciger Metastazi Goriilen Primer Tiimor Sikliklar: [61].

Primer tiimor lokalizasyonu Sikhik (%)
Pankreas 70
Kolon 55
Meme 53
Melanom 50
Mide 44
Akciger 42
Ozofagus 30
Bobrek 24
Prostat 13

1.2.3.2 Risk faktorleri

Hepatit B viriisii (HBV) tasiyicilarinda, C tipi hepatitte (HCV), Alkolik

sirozlarda, gidalarla aflatoksin alinan bolgelerde, hemokromatoz, arsenik, vinil kloriir

gibi maddelerle temas edenlerde kanser riski hizla artmaktadir [58, 60].
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1.2.3.3 Patoloji

Makroskopik goriiniime gore HCC {i¢ sekilde goriiliir: 1. Massif tip; 2. No-
diiler tip; 3. Diffiiz tip. Nakashima tarafindan yapilan siniflandirmada ise dort tip
vardir: infiltratif, ekspansif, mikst infiltratif-ekspansif ve diffiiz. Mikroskopik olarak
genellikle habis hiicreler arasinda c¢ok az stroma vardir ve timoér yumusak

kivamdadir. Timor yiiksek oranda vaskiiler yapidadir [58].

1.2.4 Pankreas Kanseri

1.2.4.1 Epidemiyoloji

Pankreas kanseri gastrointestinal sistemin habis hastaliklar1 i¢erisinde en hizl
ilerleyen ve prognozu kotli olan bir hastaliktir. Tiim kanserler arasinda goriilme
siklig1 4. siradadir. Bes yillik yasam siiresi %2-3’tlir. Erkeklerde daha sik goriiliir.
Pankreas kanseri yas ile belirgin bir bigimde artar. Pankreas kanserlerinin yaklasik
olarak %80°’1 60-80 yas arasinda goriiliir. Yine yapilan baska bir ¢alismada pankreas
kanserinin erkeklerde daha ¢ok pankreas basinda, kadinlarda ise daha ¢ok pankreas

govde ve kuyrugunda yerlesme egiliminde oldugu 6ne siiriilmiistiir [5,50,62].

1.2.4.2 Risk faktorleri

Yiiksek alkol, sigara ve yagl yiyecek tiiketiminin pankreas kanseri riskini
arttirdig1 ortaya konulmustur. Bununla birlikte Farrow ve Davis tarafindan yapilan
calismada diger calismalarla da uyumlu olarak asir1 et tiikketimine bagl olarak protein
almmmi 2,5 kez artmis pankreas riskini ortaya koymustur. Diger ¢aligmalarla da
birlikte fazla kahve tiikketiminin yaninda radyasyon, endiistriyel etkilenmeler de

pankreas kanseri riskini arttirmaktadir [62,63].
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Pankreas kanseri riskinin diabetis mellitus ile iki kat, herediter pankreatitte ise

bes kat arttig1 bildirilmistir [5].

1.2.4.3 Patolojisi:

Pankreas kanserlerinin %70-80’1 kanalla ilgili karsinomlardir ve yaklasik
olarak 2\3’1i bas kisminda, 1\3’1 govde ve kuyruklara yerlesir. Cok hizli biiyliyen
tiimorlerdir ve tam1 koyuldugunda biiyiilk cogunlugu pankreas disina yayilmstir.

[62,63].

1.3 Gastrointestinal Sistem Kanserlerinde Gozlenen Onkogenler

1.3.1 MTHFR (Metilen Tetra Hidrofolat Rediiktaz)

MTHFR geni 5,10-Metilentetrahidrofolat rediiktaz proteinini sifreler [10].
Gayette ve arkadaslari (1994) floresans in situ hibridizasyon yontemiyle MTHFR
geninin 1p36.3 de oldugu belirlenmistir (Sekil 1.9) [8]. Gen 150 kDa’luk, 656 amino
asitten olusan homodimerik bir proteini sifreler. insanda MTHFR geni 11 ekzondan

olusur [8,9]
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Sekil 1.9 MTHFR (Metilentetrahidrofolat rediiktaz) Geninin Lokalizasyonu
[64].

MTHFR geni 77kDa’dan olusan birbirine es iki altbirimi olan enzimi kodlar.
Bu alt birimlerin her biri 40 kDa N-terminal domain ve 37 kDa C-terminal domain

igerir. [65]

MTHFR folat metabolizmasinda anahtar enzim roliindedir. Enzim folat
koenzimlerinin piirin, pirimidin sentezi ve metiyonin sentezi i¢in paylasimini
saglayarak organizmanin fizyolojik fonksiyonlarinda diizenleyici gorev alir.
MTHFR 5,10 metilentetrahidrofolatin, 5-metil tetrahidrofolata (THF) indirgenmesini
katalizler. Bunun igin kofaktor olarak FAD’1 kullanir [10]. 5- metil THF, metiyonin
sentezi i¢in metil grubu saglar ve dolayli olarak DNA metilasyonuna katilir. DNA
sentezi i¢in de, deoksiiiridiilatin timidilata doniismesinde 5,10-metil-THF gereklidir
[66]. Bununla birlikte metil THF, folatin temel halkasal formudur ve homosisteinin
metionine remetilasyonunda karbon dondriidiir [67]. MTHFR’nin aktivitesi,
dihidrofolat (DHF) ve S-adenozilmetiyoninin (SAM) baglanmast ile inhibe edilebilir
(Sekil 1.10) [68].

Folatin tetrahidrofolat havuzuna tekrar girmesi sadece B vitaminine bagimli

metiyonin sentetaz reaksiyonu ile olmaktadir [69].
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MTHFR aktivitesinin DNA metilasyonu, DNA tamiri ve DNA sentezindeki
potansiyel etkisi MTHFRyi kanser etkileyici gen yapmustir [11] .
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Sekil 1.10 MTHFR (Metilen tetra hidrofolat rediiktaz) Metabolizmas1 [10]

1.3.1.1 MTHFR Polimorfizmleri ve Hastaliklarla Tliskisi

[lk olarak, metilentetrahidrofolat rediiktaz 677 C\T polimorfizmi 1995 yilinda
Frosst ve arkadaglar tarafindan tanimlanmistir [70]. 4.ekzon ve 677. baz ¢iftindeki
sitozin\timin degisimi MTHFR’de alanin valin yer degistirmesine ve daha sonra
enzim aktivitesinde azalma (%60 oraninda) ve 1s1ya dayaniksizliginda artmaya sebep

olmaktadir [71-74].
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MTHFR geninde yabanil tipe kars1 C677T polimorfizmi iceren bireylerde
enzim seviyelerinde farklilik goézlenir. Bu farkliliklarin DNA metilasyonu ve
niikleotid havuzu biiyiikliigii ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir. MTHFR geninin
varyant formunda homozigot olarak bulunan bireyler (TT) yabanil tipe gore diisiik
oranda kolon kanser riski tasimaktadirlar. Yiiksek oranda folat, B6 ve B12 vitamini
alan TT genotipli bireylerde bu risk yabanil tipe gore %30-40 oraninda azalmaktadir
[67]. Bu kolorektal kanser ve 16seminin ¢ok hizla ¢ogalan dokulardan meydana
gelmesi ve DNA sentezine yiiksek oranda gereksinim duymast ile iliskilendirilmigtir

(Sekil 1.11) [75].

METIYONIN BiYOSENTEZI
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Sekil 1.11 MTHFR (Metilentetrahidrofolat rediiktaz) 677C\T Polimorfizmi [76].

31



Bireylerin %15 kadarina varan bir yiizdede rastlanan bu mutasyon enzim
aktivitesinin azalmasi ile homosistein birikimine neden olur. MTHFR enziminin
aktivitesindeki bir azalma metil THF nin azalmasit dolayisiyla metilen THFnin

artmasina sebep olur [73,74].

Homozigot mutant genotip (677TT) diisiik serum folat, ylikseltilmis plazma
homosistein, hiicrelerde farkli folatlarin degistirilmis dagilimlar1 ve koroner kalp
hastalig1 gibi farkli kronik rahatsizliklarda degisik risk ve cesitli kanserler ile
bagdastirilmistir [70]. C677T polimorfizmine bagli olarak meydana gelen azalmis
MTHFR aktivitesi vaskiiler hastaliklar, noral tiip defekti, erkek infertilitesi, down

sendromu gibi farkli hastaliklarla da baglantili bulunmustur [12].

MTHFR geninde ikinci siklikta karsilagilan polimorfizm genin 7. ekzonunda
1298. baz ciftinde, enzimin C-terminal regiilator domaininde glutamatin alanine
dontismesi ile sonuglanan A-C polimorfizmidir.  Homozigot varyant (CC),
heterozigot varyant (AC) ve normal (AA) genotipleri olusur. Bu polimorfizm ilk kez
Viel ve arkadaslan tarafindan ovaryum kanserli olgularda bulunmustur ama daha
sonra bu hastalik ile karakterize edilememistir. Homozigot varyant genotipte %60’a
varan azalan enzim aktivitesine sebep olur. Bu polimorfizmdeki allel frekans1 %33’

bulur [65,73,75].

DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalarin bipolar disorder
hastaliginda etkili olmas1 ve MTHFR geninin DNA metilasyonunda gorev
almasindan dolay1 bu hastalik ile C677T mutasyonu iligkilendirilmis ve bu konuda
Chen ve arkadaslar1 bir ¢aligma yapmiglar. MTHFR geni ile bipolar hastaligi
arasinda anlamli bir baglanti bulunamamis fakat 6rnek sayisinin arttirilmasi ile

ileride diizenlenecek ¢aligmalarda yeni sonuglar elde edilebilecegi belirtilmistir [77].
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C677T ve A1298C polimorfizmlerinin bas, boyun ve akciger kanserleri
riskini arttirdigina dair yapilan ¢alismada diisiik folat alinimi gergeklesen hastalarda
kanser riskini arttirdigi ama folat almmimi yiliksek olan hastalarda bir risk teskil
etmedigi anlasilmistir. Bu polimorfizmin sadece genetik olarak hastalik
olusturmadig1 ¢evresel faktorlerle beraber etkili oldugu kanisina varilmig ve yeni

caligmalarla desteklenmesi gerektigi belirtilmistir [73].

Diyabetik retinopati ve  MTHFR mutasyonu arasinda iligkiyi inceleyen
calismalardan farkli sonuglar elde edilmistir. Jiazhong ve arkadaslari, Diyabetik
retinopatinin MTHFR C677T polimorfizmi ile iligkili oldugunu ve retinopatinin
ilerlemesinde etkili oldugunu bildirmistir [78]. Klujtmans ve arkadaslarinin yaptigi
calismada da paralel sonuglar elde edilmis ve homosisteinin damar duvarlar iizerine
meydana getirdigi etki diyabetik mikroanjiyopati MTHFR gen mutasyonu arasinda
yakin iligki ile aciklanmistir [78]. Tiirkiye’de yapilan ¢alismada ise Tip 2 Diyabetli
bireylerde MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmleri ile diyabetik retinopati
arasinda iliskinin incelenmesi ile ilgili yapilan ¢alismada anlamli bir sonug¢ elde

edilememistir [78].

Capecitabine ile tedavi edilen kolorektal kanserli bir grup hasta ile yapilan
calismada C677T ve A1298C MTHFR gen polimorfizmleri ile hastalik arasinda bir
iliski bulunmus ve globiiler hacimde ve homosistein seviyesinde bir artis ile plazma
folat seviyesinde bir azalma gozlemlenmistir [79]. Mide kanserli hastalarla yapilan
calismada ise MTHFR gen mutasyonlari ile bu hastalik arasinda anlamli bir baglanti
bulunamamistir [70]. Kolon ve rektum kanser tipleri ile yapilan diger iki ¢calismada
ise MTHFR TT polimorfizminin kolon ve rektum kanser riskini azalttig1 ama CC ve
CT genotiplerinde kanser riskinin artti1 belirtilmistir. Folat alinimi arttikca da bu

riskin azaldig1 gozlenmistir [80,81] .

Insan lenfosit hiicreleri ile yapilan iki farkli calismada MTHFR varyanti

hiicrelere uygun besi yerinde farkli folat seviyeleri uygulanmis ve 677T varyanti olan
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hiicreler digerlerine oranla daha kolay cogalarak daha direngli davranmislardir.
Bunun yaninda 677CC ve 677CT genotiplerinin hiicresel strese toleranslari daha az
oldugu gozlemlenmistir. Lenfosit hiicrelerine farkli folat seviyelerinde uygulanan
radyasyona karsilik, folat seviyesi azaldik¢a hiicrelerde kromozom kiriklar1 ve

kayiplart artmigtir [11,82].

21. Kromozom trizomili ¢ocuklart olan annelerin kontrol grup ile
karsilastirildiginda yiiksek oranda T alleli igermelerinden dolay1r C677T
polimorfizminin, Down sendromu i¢in maternal risk tasidig1 disilintilmektedir.
677T’nin maternal kromozom ayrilmamasina varsayilan etkisi ilk olarak oositlerde
degismis DNA metilasyon modeli ve ikinci olarak da indirgenmis MTHFR aktivitesi
ile iliskilendirilmistir [12].

1.3.1.2 MTHFR’nin Farkl Populasyonlarda Goézlemlenmesi

C677T varyantinin siklig1 etnik ve cografik degisimlerde oldukca fazladir.
TT genotipinin yayginligi Amerika’daki siyah populasyonda, Sahara Afrika’sinin alt
kisimlarinda ve Giliney Amerika’da %1 iken Amerika’da yasayan Latin ve
Ispanyollar, Kolombiyali ve Brezilyadaki Amerindiya’lilarda %20’ye kadar
artmaktadir. Avrupa’daki beyaz populasyon, Kuzey Amerika ve Avustralya’da TT
genotipinin siklig1 %8-20 arasinda degismektedir. Avrupa’da siklik kuzeyden
giineye dogru artmaktadir. Japonlarda TT populasyonu ise % 12 kadardir [83]. 677
CT heterozigot polimorfizmi Afrikalilarda %13, italyanlarda %44, kuzey Amerika
Kafkaslarinda %44 dagilim gosterir [74].

Kuzey Amerika’da yapilan g¢aligmalarda A1298C polimorfizmi i¢in CC
genotipinin frekanst 6zellikle beyaz populasyon i¢in % 7-12 dir. Amerika’daki
Ispanyol ve Latinlerde bu oran % 4 kadardir. Avrupa’da CC genotipinin siklig1 %4

ila %12 arasinda degiskenlik gosterir. Cin, Japonya ve Hawaii populasyonunda bu
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sikhik %1-4’tiir.  Brezilya, Morocco, Giiney Afrika, Tiirkiye ve Israil ‘deki
calismalarda siklik sirasiyla %6, %3, %4, %6 ve %13 tiir. Bazi1 durumlarda 3 veya 4
allel (677TT/1298 AC,CT/CC, TT/CC) gozlenmistir [83].

1.3.2 PIK3CA (Fosfatidilinositol-3-Kinaz Katalitik Alfa)

1.3.2.1 PI3K (Fosfatidilinositol Kinazlar)

Fosfatidilinositol-3-kinazlar (PI3K), hiicre ¢ogalmasinda yer alan sinyal
iletim yollari, hayatta kalma, hiicre motilitesi ve adezyonu, degisim hiicresel iskeletin
yeniden ayarlanmasi ve hiicreler arasi trafigi diizenleyen lipid kinaz ailesidir [13].
Hem lipid hem protein kinaz aktivitesi gosterirler [84]. Memeli hiicreleri {i¢ sinifa
ayrilan PI3K’nin ¢oklu izoformunu igerirler (Sekil 1.12). I. Smif PI3K’lar bir p110
katalitik alt birim ve bir de diizenleyici adaptor alt birimden meydana gelir [14,85].
Katalitik alt birim de birkag diizenleyici domainden olusur ve ¢ogu PI3K iiyeleri bu 4
bolgeyi homolog olarak paylasir: katalitik lipid kinaz domaini, helikal domain, C2-
domaini ve Ras-baglanma domaini (RBD) ve regulator altbirimle etkilesim iginde
olan NH»- terminal domaini. Katalitik lipid kinaz domaini protein kinazlarla zayif

bir homoloji gosterir (Sekil 1.12)[13].

Sinif I PI3K’lar yapilar1 ve aktivasyon durumlar1 géz oniine alinarak, sinif Ia
ve sinif Ib olmak {iizere iki alt gruba ayrilirlar [13]. Smif Ia enzimleri regulator
altbirim; p85a, p85P, p85y ve intron kesim varyantlar1 pS5a ve p50a ile katalitik alt
birim; pl110a, p110p ya da pl10y’nin heterodimerleridir [86]. Sinif Ia PI3K’lar
oncelikle hiicre i¢i tirozin kinaz aktivitesi olan reseptorlerin, ilerisindeki sinyalleri
diizenlemek ve reseptorlerle ilgili olmayan tirozin kinazlarla baglanmakla

iliskilendirilmisglerdir [13,87].
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Karsinogenez siirecinde siirekli ve kontrolsiiz reseptor tirozin kinaz aktivitesi

s0z konusudur [88].

Sinif 1A PI3K

{ sh3 L pl BH | Pl sH2 " SH2 Regulator (p85a,p55a,p50a,p85[)

P85 Bazianma || ResBaglanma J1.C2 || PIK_ || Katalitk Domain__|— fat@litik (p110a,p1108)

Sinif 1B PI3K

Regulator

— RasBaglanma [| C2 [ PIK [ Katalitik Domain _———— Katalitik
Simif Il PI3K

Ras Baglanma || C2 | PIK || Katalitik Domain [{ px_[| c2 [ Katalitik

Sinif Il PISK

PIK [ Katalitik Domain __ [—® Katalitik

Sekil 1.12 PI3K izoformlari [89].

PI3K’lar uzun siiredir kanser ile iligkili bulunmaktadirlar. Bu baglantinin ilk
kanitlar1, Rous sarkoma viriisteki Src protein ve polyoma viriisteki orta T protein gibi
iki onkoproteinin fosfatidilinositol kinaz aktivitesi gostermesidir. PI3K’nin kanser
ile baglantis1 hakkindaki en kesin kanit, kus retroviriis olan ASV16 ile yapilan
calismalarda ortaya ¢ikmistir. Bu virlis bir tavukta bulunan spontan bir sarkomdan
izole edilmistir ve tavuklarda yiliksek oranda tiimorigeniktir, kiiltiirde tavuk embriyo
fibroblastlarini transforme etmektedir. P110a proteinini onkogenik yapan en énemli

modifikasyon, viral Gag dizisinin birlesmesi ile saglayan membrana ydnelim

sinyalinin eklenmesidir [84].
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1.3.2.2 PIK3CA (Fosfatidil inositol 3 Kinaz Katalitik Alfa) Geni

PIK3CA, fosfatidil inositol kinazin katalitik alt birimini kodlayan gendir
(Sekil 1.12)[14]. Gen 3q26.3 de bulunmaktadir (Sekil 1.13) [15]. Gen 21 ekzondan
olusur ve 1068 aminoasitten olusan 124kDa’luk proteini kodlar. Kolon, meme,
beyin, karaciger, mide ve akciger kanseri gibi bir¢ok kanser tipinde bu gene ait gen
amplifikasyonlari, delesyonlar1 ve daha siklikla somatik yanlis anlamli mutasyonlari
tanimlanmistir [16,17]. PIK3CA, prostat, bas ve boyun, iiriner sistem, meme, serviks
ve endometrium kanser tiplerinde %30 oraninda mutasyona ugramistir [90,91]. Bu
mutasyonlardan en bilinenleri helikal veya kinaz domaininde tekli aminoasit yer
degisimleridir Bunlar enzimatik fonksiyonda artis dolayisiyla aktif AKT sinyal
iletimi ve artmis onkogenik transformasyona neden olurlar [90]. Bu da mutant
PIK3CA’nin bir¢cok kanser tipinde 6nemli bir onkogen gibi davrandigini 6ne siirer

[86].
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Sekil 1.13 PIK3CA’nin  (Fosfatidil Inositol 3 Kinaz Katalitik Alfa)
Lokalizasyonu [92].

Samuels ve arkadaslar1 tiimor Orneklerinden PIK3CA’nin tam uzunlukta
dizisini ¢ikarttilar ve fosfatidilinositol-3-kinaz katalitik alfa (PIK3CA) genine ait
somatik mutasyonlar1 tanimladilar [93]. En sik rastlanilan mutasyonlarin ekzon 9
(helikal domain) ve ekzon 20 (katalitik domainin kuyruk bdlgesinde) oldugunu
belirttiler 74 kolorektal tiimdriin %32’°sinde, 15 gliblastomanin %27’sinde, 12 mide
kanserinin %12’sinde, 12 meme kanserinin %8’inde 24 akciger kanserinin %4 {inde
PIK3CA somatik mutasyonu tanimladilar. Buna karsin 11 pankreas kanseri ve 12

medullablastomadan hi¢birinde mutasyon tespit edilmemistir [93].
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Calisilan kanser tiplerinde PIK3CA mutasyonlar1 p85 domaini (ekzon 1),
helikal domain (ekzon 9) ve kinaz domaini (ekzon 20) bolgelerindeki sicak
noktalarda kiimelenmistir [86,94]. Bunlar 545. (glutamik asit) aminosit ve 1047.
(histidin) aminoasittir (Sekil 1.14, Sekil 1.15) [95,114,115].
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Sekil 1.14 PIK3CA’daki (Fosfatidil Inositol 3 Kinaz Katalitik Alfa) Siklikla
Karsilasilan Mutasyonlar [93]
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Sekil 1.15 PIK3CA (Fosfatidilinositol-3-Kinaz Katalitik Alfa) [95]
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1.3.2.3 PI3K\AKT Sinyal iletim Yolu

Reseptor tirozin kinaz (RTK) aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini aktive
etmesi ile baslar. Ikinci asamada ise bu fosforlanan bolgelere cesitli adaptor
proteinler baglanirlar ve uyariin hiicre i¢ine iletimini saglarlar. Adaptor proteinlerin
ortak yapisal 6zelligi SH2 (Src-homology) bélgeleri icermeleridir. Bu proteinler,
SH2 bolgeleri araciligr ile reseptore baglanarak, RTK ile sitoplazmadaki efektor
proteinleri arasinda koprii gorevi yapmaktadir. RTK aktivasyonunun sonlanmasinda

fosfataz grubu proteinler sorumludur. [88].

PI3K sinyal iletim yolu en biiyiik sinyal yolaklarindan biridir [96]. p85 SH2
domaininin reseptdrlerle veya diger sinyal proteinlerle spesifik fosfotirozin residulere
baglanmas1 PI3K’y1 aktive eder ve sitosolik kompleksin plazma membranina
girmesini saglar. Membranda PI3K fosfatidilinositol-4,5-bifosfat1 (PIP2) fosforile
eder ve fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfata (PIP3) cevirir [13].

PIP3, PIP3-bagimli kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’nin
aktivasyonundan sorumludur [13,87,88]. Protein kinaz B (PKB) diger adi ile Akt
proteini PI3K’nin hedef proteinidir. Akt cogalma, apoptoz ve biiylimede bir¢ok
sinyal iletim yolunu da diizenleyen bir serin\treonin kinazdir [97]. PIP3, Akt ve
PDK’yi membrana alir. PDK sonug olarak Akt’1 fosforile eder ve aktiflestirir. Bu da
ilerideki bir¢cok hedeflerini diizenler [13,87,88]. Protein kinaz B, Aktl ve Akt2
genleri tarafindan kodlanir. Sitokinler ve biiyiime faktorleri PI3K ve PKB yolunu

aktive ederek hiicreler i¢in yasama sinyalleri olustururlar [88].

Akt, PH domainindeki (N-terminal plekstrin homoloji) PIP3 etkilesimi ile
sitosolden plazma membranina transloke olur ve PDK1 ve ardindan PDK2 tarafindan
fosforile edilerek aktive edilir. Aktivasyonu takiben, Akt hiicre zarindan ayrilarak

ornegin BAD ve mTOR’u (mammalian target of rapamycin) aktive ve fosforile ettigi
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sitosole ve ¢ekirdege hareket eder. BAD’1n aktivasyonu apoptozisin engellenmesi ve

mTOR’un aktivasyonu hiicre biiylimesini etkiler [96], (Sekil 1.16).

AKT sinyal iletim yolu ayni zamanda yag asidi sentetaz (FASN)
ekspresyonunu da diizenler ve kolorektal kanser de dahil olmak iizere bir ¢ok kanser

gelisimine dahil olur [97].

PI3K-Akt sinyal iletim yolu normal hiicre fonksiyonu i¢in Onemlidir ve
yolagin farkli bolgelerindeki kontrol kaybi insan kanserlerinde sik rastlanmaktadir
[86]. Timoér baskilayici proteinlerden PTEN ise, PIP3 olusumunu engelleyerek

negatif diizenleyici rol oynar [88].

Karsinogenezde etkili olan PI3K sinyal yolu degisimleri sdyle

siralanmaktadir:
1. PI3K’nin sentezi artabilir.
ii.  PTEN tiimor baskilayici proteini mutasyon ile fonksiyon kaybina ugrayabilir.

iii. PKB sentezi kanser hiicrelerinde (meme, over, mide, pankreas, prostat)

artabilir.

iv. PTEN’in islev kaybi veya PKB’nin asir1 sentezlenmesi silirekli mTOR
aktivasyonuna yol agmaktadir [88].

40



- Buyltme faktoru

PI-4,5-P,

-Ki \Pi-3,4-P2 /
/ PI3,4,5F
H,N

P50 0
pb65
W 50
P65 1
NFkB
Hayatta kalim Apoptozis Hayatta

kalim

Sekil 1.16 PI3K\AKT Sinyal Iletim Yolu [96]

PI3K’larin aktivasyonu, EGFR (epidermal biiyiime faktorii), PDGFR
(plateled-derived growth faktor reseptor) (trombositten tiiremis biiylime faktorii
reseptorii) ve IGFR (insiilin benzeri biliylime faktorii reseptorii) gibi birgok biiyiime

faktorii tarafindan diizenlenmektedir. [86].

PI3K aktivasyonunun diger bir modeli de Ras’in pl10 altbirimine
baglanmasidir. Ras’in baglanmasi enzimi plazma membranina yonlendirir ve lipid
kinaz aktivasyonuna yol acgan katalitik domainin yapisinin yeninden diizenlenmesini

saglayan konformasyonel degisiklikleri arttirir [86].
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1.4 Mutasyon Analizlerinde Molekiiler Biyolojide Kullanilan Yontemler

1.4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA parcasinin kopyalarinin
primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanimlanan in vitro bir yontemdir [98]. 1980’li yillarin ortalarinda Cetus firmasi
aragtiricilarindan Kary Mullis tarafindan gelistirilmesinin ardindan temel molekiiler
biyolojik arastirmalarda (klonlama, dizi analizi ve DNA haritalanmasi gibi) ve bircok
hastaligin (orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, “Kirillgan X sendromu, AIDS, 16semi
vb.) DNA temeline dayali tanis1 i¢in de klinik tipta hizla kullanilmaya baslanmistir
[96,99].

PCR ile istenilen genlerin ya da DNA dizilerinin, dongiilere bagh
replikasyonu hizlandirilmis bir sekilde gerceklestirilir.  Aynen dogal hiicre
boliinmesinde oldugu gibi, PCR replikasyon siirecini taklit ederek yaklasik 30 dongii
sonra se¢ilmis bir DNA dizisinin asag1 yukar1 milyar katin1 kopyalar [99].

Cogaltma son derece basarili olabildiginden, bazen baslangi¢ kalibinin bir
molekiil kadar az miktarinin bile PCR’da ¢ogaltilabilecegi gosterilmistir. Bundan
dolay1 bir veya daha fazla hedef molekiil temin eden herhangi bir DNA kaynagi
prensipte PCR igin kalip olarak kullanilabilir. Kan, sperm, eski adli 6rnekler, atasal
biyolojik ornekler gibi herhangi bir dokudan veya laboratuardaki bakteriyel
kolonilerden veya faj plaklarindan hazirlanan DNA kalip islevi gorebilir [37].

Bir ¢ift DNA primerinin her biri yaklasik 18-30 b¢ uzunluga ve benzer G+C
igerigine sahip olmasi gerekmektedir. Boylece primerler benzer sicakliklarda
tamamlayict sekanslara tutunabilirler. Kisa oligoniikleotitler i¢in (<25bg) ig¢in

baglanma (annealing) sicakligi, Tm= 2(A+T)+4(G+C) formiilii kullanilarak
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hesaplanabilir [37]. Uzun primerler daha yavas kalip DNA ile eslesirler ve bu da
PCR etkinligini digiiriir. Pratikte 30 niikleotitten daha uzun primerler ¢ok ender

kullanilmaktadir [96].

PCR ile DNA sentezinde kullanilan enzim, kaplica sularinda yasayan
Thermus aquaticus bakterisinden izole edilen yiiksek sicakliklarda uzun siire kararlt
olan Tag DNA polimerazdir. Bu enzim sayesinde, in vitro DNA ¢ogaltilmasinda
otomasyona gecilmis ve ardisik sentez reaksiyonlarinda kisa silirede yiiksek

miktarlarda elde edilmesi miimkiin olmustur [23,96].

PCR, tek iplikli DNA’y1 kalip alan ve deoksiribontikleotitleri substrat olarak
kullanan DNA polimeraz enzimi ile gergeklestirilir. DNA polimeraz, biitiin diger
polimerazlar gibi, 5’ 3’ yoniinde sentez yapar ve senteze baglamasi i¢in mutlaka
serbest 3’-OH grubuna gereksinim duyar. PCR’da kullanilan oligoniikleotitler
(primerler), enzimin senteze baslamasi i¢in bu 3’-OH grubunu saglar. Ozetle kalip
DNA, DNA polimeraz, deoksiriboniikleotitler ve oligoniikleotitlerin bulundugu bir
karisim, uygun kosullar saglandiginda, primerler kalip DNA {izerinde kendilerine
komplementer olan bolgelerle eslenerek enzimin senteze baslamasi ig¢in baglatici
gorev yaparlar. Daha sonra DNA polieraz, primerlerin ucuna serbest
deoksiriboniikleotitleri ekleyerek komplementer DNA ipligini sentezler. Bu karisim,
enzimin verimli ¢aligmasi1 amaciyla en uygun kosullar1 saglamak i¢in tampon bir

cozelti de, genellikle 20-100ul hacimde hazirlanir [96]
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Sekil 1.17 (PCR) Polimeraz Zincir Reaksiyonu Cihazi [100].

Verimli bir PCR icin (1) denaturasyon, (2) primerlerin baglanmasi, (3)
primerlerin uzamasi, (4) dongii sayisi, (5) PCR makinesinin sicaklik inis ve ¢ikislar
¢ok onemlidir [99]. PCR reaksiyonunun hazirlanmasindan sonra, DNA sentez
islemine gecilir. PCR ile ¢ift zincirli kalip DNA’nin denatiire edilmesi, primerlerin
kalip DNA iizerinde kendilerine konplementer olan dizilerle eslesmesi ve
primerlerin uzatilarak yeni DNA ipliginin sentezlenmesi islemlerinden olusur (Sekil
1.18). Her dongiiniin sonunda DNA iki katina ¢ikar. Bir PCR reaksiyonu genellikle
30-35 dongiiden olusur [24,96].

Basglangi¢ denaturasyonu i¢in genomik DNA gibi kompleks kaliplarin
denature olmasini saglamak tizere yiiksek sicakliklar (95-100 °C) kullanilir. Ancak
PCR sirasinda genellikle en etkin sicakligin 92-95 °C oldugu saptanmustir.
Denaturasyonu ardisik primerlerin baglanmasi asamasindaki Tm\baglanma sicakligi
oraninin saptanmasi, PCR reaksiyonunun gergeklesebilmesi agisindan oldukga biiyiik
Ooneme sahiptir. Primerlerin uzamasi asamasinda ise genellikle DNA polimerazlarin

polimerizasyon aktivitesi i¢in en uygun sicaklik derecesi olan 72 °C kullanilir.
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Uzama asamasi i¢in ¢ogu zaman iki dakika yeterli olmakla birlikte daha uzun

amplikonlar ¢ogaltiliyorsa siire arttirilabilir [24,99].

1 OG DNA DENATURE EDILIR
80 1 PRIMERLER UZAR
O 70
9 (W'\
60 N ﬂw

SICAKLIK

@
—
A o
A
5N

ZAMAN

Sekil 1.18 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Sicaklik Degisimleri [101].

1.4.2 Agaroz Jel Elektrofezi

Elektroforez farkli biiyiikliikte, yiikte ya da konformasyonda olan
makromolekiilleri, 6zellikle protein ve niikleik asitleri, ayirmak, saflastirmak ve
molekiil agirliklarin saptamak amaciyla biyokimya ve molekiiler biyolojide yaygin

olarak kullanilan bir yontemdir [96].

Elektroforezde yiiklii molekiillerin, bir elektriksel alan uygulandiginda, sivi
igeren bir ortamda hareket hizlar1 karsilastirilir. Eksi yiiklii molekiiller (anyonlar),
art1 yiiklii elektroda (anoda), art1 yiiklii molekiiller (katyonlar), eksi yiiklii elektroda
(katoda) hareket ederler [24].
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Giliniimiizde en yaygin olarak kullanilan elektroforez yontemi, agaroz jel
elektroforezidir. 200-50.000b¢ boyutlar1 arasindaki DNA ve RNA molekiillerini
tanimlamakta kullanilan standart yontem destek ortami olarak agarozun kullanildigi
elektroforezdir. Jel, elektroforez tamponuna konmus agarozun yiiksek sicaklikta
¢Ozlindiiriilmesi ve ~50°C kadar sogutulmasi ile jel tepsilerine dokiiliir. Ayirimi
yapilacak oOrnek taraklarla olusturulmus kuyucuklara konur ve ayirim

tamamlanincaya kadar voltaj uygulanir. DNA o6rnekleri jel icinde go¢ eder [96,99].

Sekil 1.19 Agaroz Jel Elektroforezi Cihazi [102].

DNA, jeldeki etidyum bromiir kapsamiyla ya da elektroforezden sonra jelin
etidyum bromiir ¢ozeltisine batirilmasiyla boyanir. UV 151k ile aydinlatilinca, DNA

turuncu bir bant olarak goriiliir [37].
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Sekil 1.20 Agaroz Jel Elektroforezi Jel Goriintiisii [103].

1.4.3 DNA Dizi Analizi

IIk kez 1970°li yillarin sonunda, hizli ve etkili bir sekilde DNA niikleotid
dizileri belirlenmeye baslandi. Bu amagla iki farkli yontem es zamanli olarak
gelistirildi. Bunlardan ilki Ingiltere’de Fred Sanger ve A.R. Coulson tarafindan
gelistirilen “zincir sonlandirma” ve digeri ise ABD’de Allan Maxam ve Walter

Gilbert tarafindan gelistirilen “kimyasal yikim” metodudur [96].

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA’nin belirli
bazlardan kirilmasina dayanmaktadir [24]. Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi
ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi
gerceklestirilmektedir [24]. Her iki yontemde de dizisi saptanacak DNA’ya dort ayri

reaksiyon uygulanmaktadir (her baz i¢in bir tane). Bu dort reaksiyonun iiriinleri, bir
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niikleotid uzunlugu kadar farkli, bir dizi DNA pargaciklaridir. Dort reaksiyonun
irlinleri bir jelde dort ayr1 kuyucukta yan yana elektroforez ile ayristirilmaktadir. Jel
hattindaki her bir bant belirli bir baza karsilik gelmektedir ve jeldeki bantlardan
DNA pargaciginin dizisi okunabilmektedir [24].

Maxam Gilbert’in kimyasal metodu, 5’- veya 3’- ucuna radyoaktif bir fosfatin
ya da 3’- ucuna bir niikleotidin eklenmesi suretiyle dizisi ¢ikarilacak olan DNA
kisminin bir ucundan etiketlenmesine gereksinim duyar. Metot hem tek hem cift
DNA ipligi i¢in ¢alisir ve iki asamada olusan baz spesifik kopmalari icerir. Baz dnce
spesifik kimyasallar kullanilarak modifiye edilir ve sonrasinda piperidin DNA’nin
seker fosfat omurgasini bu yerden kopartabilir.  Spesifik baz modifikasyon
reaksiyonlarinda guanin bazindan metillemek icin dimetil siilfat (DMSO) kullanilir.
Formik asit, adenin ve guanin piirinlerine atak yapar. Primidinlerden hidrolize etmek
icin hidrazin kullanilirken, yiiksek tuz ortami timin reaksiyonunu engeller. Bdylece
dizi ¢ikarma jeli lizerindeki dort hat (G, A+G, C+T ve C) sekansin belirlenmesini
saglar [37].

Sanger metodundaki ilk basamak tek iplikli DNA elde etmektir. Bu islem,
dizi analizi yapilacak olan DNA’nin genellikle bir M13 vektoriine klonlanmasi ile ya
da denaturasyonla yapilir. Bu asamadan sonra DNA polimeraz I’in klenow fragmani
ya da T7 bakteriyofaji tarafindan kodlanan “sequenaz” enzimi tarafindan
gergeklestirilen komplementer iplik sentezi i¢in baslangi¢c noktasi olarak is goren bir
oligoniikleotid, primer olarak kullanilir. Iplik sentezi igin reaksiyon karisimina
enzim ve biri radyoaktif **P ile isaretli olan dért deoksiriboniikleotit (dATP, dGTP,
dTTP ve dCTP) ve de ayrica modifiye niikleotit olan dideoksintikleotitler (ddATP,
ddGTP, ddTTP ve ddCTP) ilave edilir. Dideoksiniikleotitlerin 3°’OH- ucu olmadig1
icin sentezlenen komplementer zincirin yapisina katilsa da sentez o noktada sonlanir.
Bu sekilde dideoksiniikleotidler kullanilarak sirasiyla kalip DNA ipligindeki guanin,
sitozin, adenin ve timinlerin yerini belirleyen uzunlukta DNA parcalar1 sentezlenir

[23,96].
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Her iki yontemde de sentez sonrasi, dort reaksiyondan elde edilen radyoaktif

DNA pargaciklari elektroforez jelinde yan yana dort ayr1 kuyucukta yiiriitiiliir. DNA

bantlar1 otoradyografi ile goriintiilenir ve jel asagidan yukari okunarak niikleotid

dizisi saptanir [24].
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1.5 Calismanin Amaci

Calismamizda PIK3CA gen mutasyonlarr ve MTHFR  C677T
polimorfizminin Tiirk Populasyonundaki gastrointestinal sistem kanserli olgularda
incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla MTHFR geni i¢in 103 GIS kanserli ve 105
kontrol grubuna ait kan Ornegi toplanmis ve istenilen bolgenin uygun primerler
secildikten sonra PCR ile ¢ogaltilmasi amacglanmstir. MTHFR C677T
polimorfizmini arastirmak amaciyla Hinf I restriksiyon endoniikleaz enzimi
kullanilarak Restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizm (RFLP) analizi yapilmasi
planlanmistir. MTHFR C677T polimorfizmi mide ve kolon kanserli olgularda daha
once de incelenmis olmasina ragmen pankreas ve karaciger kanserli olgularda
calistimamigtir.  Kanserli olgu ve kontrol grubu sayimmizin yiliksek olmasinin,

calismamizin giivenilirligini arttiracag diisiiniilmektedir.

PIK3CA gen mutasyonlarinin taranmasi igin temin edilen 70 GIS kanserli kan
orneginin DNA izolasyonu yapilarak, uygun primerlerin secilmesi ile 21. ekzon
bolgesinin  ¢ogaltilmas1  planlanmustir. Calismamizda 21. ekzondaki yeni
mutasyonlarin bulunmasi hedeflenmis ve bu amacla amplifikasyon sonrasi tiim
dizinin incelenmesi amaciyla dizi analizi yOnteminin kullanilmasi uygun
gorlilmiistiir. PIK3CA gen mutasyonlarinin Tiirk Populasyonunda g¢alisiimamis
olmasi ve calisilan populasyonlarda PIK3CA genine ait 9. ve 20. ekzon bdlgelerinin
incelenip 21. ekzon bolgesinin incelenmemis olmasi calismamizin 6zglnliglini

arttirmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Kan Orneklerinin Toplanmasi

Bu calismada 103 farkli gastrointestenal kanserli (GIS) hasta ve 105 kontrol
olmak iizere toplam 208 kan 6rnegi kullanilmistir. Kan 6rneklerinin temini Ankara
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi 5. Genel Cerrahi Klinigi Unitesi ve Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Klinigi Unitesi’nden saglanmustir.
Almacak 6rneklerinin temininde Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul
tarafindan onaylanmis “Bilgilendirilmis Goniillii olur formu” kullanmilmistir (Ek-A,

Ek-B).

Tiim bireylerden etik kurulda belirtilen ve onaylanan kosullara bagl kalinarak
9ml periferik kan alinmis ve DNA eldesinde kullanilmigtir. Gastrointestinal sistem
kanserlerinde PIK3CA ve MTHFR genlerindeki polimorfizmlerin Dizi Analizi ile
belirlenmesi konulu tezde yapilan tiim c¢alismalar, Gazi Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji

Laboratuarinda gerceklestirilmistir.
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2.1.2 Kimyasallar

2.1.2.1 Kan Orneklerinden DNA izolasyonu I¢in Kullanilan Cézeltiler ve
Tamponlar

-Eritrosit parcalama tamponu: 1,5M NH;CI, 100mM NaHCO;, 0,5M EDTA
(ph:8.0).

-Lokosit par¢alama tamponu (STE; sodyum klorid tris EDTA): 10mM Tris-HCl
(pH: 7,4), 400mM NaCl ve 2mM EDTA (pH: 8,0).
-Proteinaz K (20mg/ml): O,2g proteinaz K, 10ml TE tamponu.

-%10’ luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10gr SDS 100ml steril distile su

i¢erisinde ¢oziilerek hazirlanmustir.

-Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi: Fenol, kloroform ve izoamil
alkol verilen oranlarda karistirilarak elde edilmistir ve kullanilmadan once 24 saat

+4°C’de bekletilmistir.

-2M Sodyum asetat (NaCH3;CO,) Cozeltisi: 1,64gr sodyum asetat, 100ml distile su

icerisinde ¢oziilerek hazirlanmstir.
-%70’lik ve %95’lik etil alkol cozeltileri

-TE ¢ozeltisi: 10mM Tris (pH: 8,0), ImM EDTA (pH: 8,0).

2.1.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Tampon ve
Cozeltiler

—Taq polimeraz tamponu 5x: GoTaq Flexi (Promega)
—Magnezyum Kloriir (MgCl2): 25mM (Promega)
—Niikleotit Karisimi: 10mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) (Promega)

—Taq polimeraz: 5U/ul (Promega)
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—Primerler: Calismada kullanilan primerler Cizelge3.3 ve Cizelge 3.4’de

verilmistir.

2.1.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi i¢cin Kullanilan Cézeltiler

-Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) tamponu (x50) (pH: 8,0): 242g Tris, 57,Iml
glasial asetik asit, 0,5M 100ml EDTA (pH 8,0) distile su igerisinde ¢oziilerek hacim

1000mI’ye tamamlanmustir.
-Agaroz: %0,8 ve %2’lik agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir.

-Yiikleme tamponu: 40g. siikroz, 0,025g. bromofenol mavisi, 0,25g. ksilen siyanol

100ml distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

-Etidyum bromiir: 10mg/ml

2.1.2.4 Hinf 1 ile kesim icin Gerekli Kimyasallar

-Hinfl Enzimi: BIORON marka restriksiyon enzimi, tamponu ve Steril distile su.
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2.1.3 Laboratuvar Geregcleri

Cizelge 2.1  Laboratuvar Geregleri

KULLANILAN GEREC MODELI

-80°C Derin Dondurucu SANYO

-30°C Derin Dondurucu SANYO biomedical
Buzdolab: (+4°C) SANYO medicool

Buz Makinesi Hoshizaki

Elektronik Tarti Scaltec SP051

Hassas Terazi Sartorius

Otoklav Tomy SX-700E

Benmari Sicak Su Banyosu FALC

Santrifiij Hettich mikro 22R, Hettich 320 R
PCR Biometra Thermocycler
Mikrodalga Firin Vestel

Ph Metre Mettler Toledo seven multi
Vortex Fisons Whirlimixer
Isitmali Manyetik Karistirici Electro mag

Jel Goriintiileme Sistemi Biometra Biodoc Analyze
Spektrofotometre Nano drop ND-1000

Saf Su Cihaz Jencons

Mikropipetler Gilson Pipettman
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2.2 Metot

2.2.1 DNA izolasyonu

Hastalardan ve kontrol grubundan aliman 9ml’lik periferik kan Ornekleri
icinde 1ml EDTA bulunan tiiplere alinmistir. Tiplerdeki kanlar hafifge altiist
edildikten sonra 50ml’lik falkon tiiplere aktarilmistir. Uzerlerine hacimlerinin 2,5
kat1 kadar Eritrosit par¢galama tamponu eklenmistir. Falkon tiipleri de ¢alkalandiktan
sonra 20dk buz iizerinde bekletilmistir. Ornekler daha sonra 4000rpm’de 4°C’de
20dk santrifiij edilerek par¢alanmis kan hiicreleri ile Eritrosit par¢alama tamponunun
birbirinden ayrilmasi saglanmigtir. Ardindan stteki stipernatant dokiilerek hacmin
2,5 kat1 Eritrosit parcalama tamponu yeniden eklenerek santrifiij edilmistir. Bu
isleme tiiplin dibinde pargcalanmis kirmiz1 kan hiicrelerinin iizerinde beyaz 16kosit
tabakasi goriilene kadar devam edilmistir. Siipernatantin dokiilmesinden sonra kalan
pelletin iizerine 1000pl Eritrosit parcalama tamponu ilave edilmis ve vorteksle
homojen hale getirilmistir. Falkon tiiptinden 200ul 6rnek 1.5ml’lik eppendorf tiipiine
almip isleme devam edilmis geriye kalan &rnek stoklanmistir. Islem yapilacak
eppendorf tiiptine 500ul STE, 30ul SDS (%10°luk), 20ul Proteinaz K ilave edilmis
ve bir gece 56°C su banyosunda bekletilmistir. ikinci giin 6rnegin iizerine 750ul
fenol:kloroform:izoamil alkol ilave edilmis ve 10dk elde alt ftist edilerek
calkalanmistir. Ardindan 6rnekler 20dk buzda bekletilmistir. 4000rpm’de 4°C’de
20dk santrifiij edildikten sonra olusan 2 fazdan {ist kisim pipet ile yeni bir tiipe
aktarilmus, iizerine de 1:1 oraninda kloroform ilave edilmistir. Ornek 10dk elde alt
iist edilerek ¢alkalandiktan sonra 20 dk buzda bekletilmistir. 4000rpm’de 4°C’de
20dk santrifiij edildikten sonra siipernatant yine pipet yardimi ile dikkatlice baska bir
eppendorfa alinmigtir. Hacmin 1\10’u kadar Na asetat ve toplam hacmin 2 kati kadar
%095°1ik etanol ilave edilip DNA iplik¢ikleri beyaz yumak seklinde goriiniir hale
gelinceye dek tiip yavasca alt iist edilmistir. Ornek -20°C’de 1 gece bekletilmistir.
Ugiincii giin 6rnek 4000rpm’de 4°C’de 20dk santrifiij edildikten sonra sivi kisim
dokiilmiistiir.  Tiipe 500ul %70°lik etanol ilave edilip 20dk 4000rpm’de 4°C’de

santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast alkol dikkatlice dokiiliip kurumaya ornek
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birakilmistir. 2. Giiniin son asamasinda DNA yumaginin goriiniirlii§ii oranina gore

100—400 pl araliginda TE ilave edilip 37 °C su banyosunda bir gece bekletilmistir.

2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PIK3CA geni 21. ekzon bolgesinin amplifikasyonu i¢in 6rnek basina 5X’lik
Taq Polimeraz tamponundan Sul, 4 pul 25mM MgCl,, 1uldNTP, 1ul primer, 1ul kalip
DNA ve 0,2ul Taq enzimi eklenmis ve reaksiyon hacmi steril distile su ile 50ul’ye

tamamlanmistir.

MTHFR geninin amplifikasyonu i¢in i¢in drnek basina 5x’lik Taq Polimeraz
tamponundan 10ul, 4 pl 25 mM MgCl,, 1ul ANTP, 1ul primer, 1ul kalip DNA ve
0,1pl Taq enzimi eklenmis ve reaksiyon hacmi steril distile su ile 50ul’ye

tamamlanmuistir.

2.2.3 Jel Elektroforezi

PCR fiiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in 0,6gr agar 30ml
I1x TAE iginde ¢ozlilmiis ve mikrodalga firinda kaynatilmistir. 3pl etidyum bromid
eklenerek jel kasedine dokiilmiis, uygun tarak takilarak kuyucuklarin olusmasi
saglanmigtir. 30 dakika kadar beklenip jelin polimerizasyonu saglandiktan sonra
tarak jelden ayrilmis ve kaset agaroz jel elektroforez tankina (BIOMETRA)
yerlestirilmistir. 1x TAE tamponu jelin iizerini gecene kadar tanka eklenmistir. 1lk
kuyucuga 2ul DNA marker, diger kuyucuklara da 10ul PCR iiriinii 2-4pul yiikleme
tamponu ile karistirilarak yiiklenmistir. Ornekler 30 dakika 80V’luk bir voltaj
uygulanarak yiriitilmiistiir. Ydriitme isleminin ardindan PCR f{iriinleri Biometra

BioDoc Analyze goriintiileme cihazi ile UV 151k altinda goriintiilenmistir.
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2.2.4 Restriksiyon Endoniikleaz Analizi

MTHFR C677T bolgesinde C-T degisimi Hinfl enzimi i¢in (GANTC)
restriksiyon bolgesi olusturur. Cogaltilan PCR iiriinii Hinfl enzimi ile kesilerek bu

polimorfizim tanimlanmasi gergeklestirilmistir.

Bu amagla Hinfl enzim kesimi Cizelge 2.2°de belirtilen sekilde
gerceklestirildi ve 37°C ’de 24 saat kesime birakildi. Kesim sonuglar1 agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilerek, dijital goriintiileme sisteminde degerlendirildi (Boliim

2.2.3).

Cizelge 2.2  Restriksiyon Endoniikleaz Kesim Reaksiyonu

Reaksiyon Icerigi Miktar
PCR trtinii 8 ul
Tampon 1 ul
Hinf I Enzimi 0,5 ul
dH,O 0,5 ul
TOPLAM 10 pl

2.2.5 Dizi Analizi
Elde edilen PCR iiriinleri Qiagen PCR Purification Kit (PCR Saflastirma Kiti)

ile purifiye edildikten sonra dizi analizi MACROGEN COMPANY, Kore tarafindan
yapilmistir.
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2.2.6 Biyoinformatik Analizi

Dizi analizi sonuglarinin analizi http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ adresinde
BLAST ve ALIGNMENT uygulamalari kullanilarak yapilmistir.
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3. BULGULAR

Bu tez calismasinda PIK3CA ve MTHFR ig¢in farkli sayida kolorektal, mide,
pankreas ve karaciger olmak {izere gastrointestinal sistem kanser hastalarina ait kan
ornekleri toplanmistir. Ayrica karsilastirmali analiz i¢in, herhangi bir kanser tanisi
bulunmayan 105 tane kontrol grubuna ait kan o6rnegi ¢alisilmistir (Cizelge 3.1,
Cizelge 3.2). Kan Orneklerinin temini Ankara Numune Egitim ve Aragtirma
Hastanesi 5. Genel Cerrahi Klinigi Unitesi ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Klinigi Unitesi’nden saglanmistir. Almacak drneklere dair hastalar
calisma hakkinda bilgilendirilmis ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik

Kurul tarafindan onaylanmis “Bilgilendirilmis Goniilli olur formu™ ile izinleri

alinmustir.

Hasta olan bireylerin kan Orneklerinin temin edildigi birimlerce patolojik
tanilart konmustur Hastalar bu kliniklerce takip edilmekte olan yatan hastalardir.
Kontrol grubu olarak kan ornekleri temin edilen kisiler herhangi bir belirgin
rahatsizlig1 olmayan populasyonda tesadiifi olarak tiim yas araliklarindan segilmis
bireylerden olugsmaktadir. Kontrol grubu 32 kadin, 73 erkek bireylerden olusmustur
(Cizelge 3.1, Cizelge 3.2)

Cizelge 3.1  PIK3CA Polimorfizm Analizinde Calisilan Hastalar

Bayan | Yiizde Erkek | Yiizde Toplam
Kolorektal Kanser 9 45% 11 %355 20
Mide Kanseri 9 34,6% 17 %65,4 26
Pankreas Kanseri 5 50% 5 %350 10
Karaciger Kanseri 2 14,2% 12 %85,8 14
Toplam 25 45 70
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Cizelge 3.2

MTHFR Polimorfizm Analizinde Caligilan Hasta ve Kontrol Grubu

Bayan | Yiizde Erkek | Yiizde Toplam
Kolorektal Kanser 13 34,20% 25 65,80% | 38
Mide Kanseri 9 31% 20 69% 29
Pankreas Kanseri 8 53,30% 7 56,70% | 15
Karaciger Kanseri 4 19% 17 81% 21
Toplam 34 69 103
Calismamiz  PIK3CA ve MTHFR genlerine ait polimorfizmlerin

belirlenmesini kapsayan iki kisimdan olusmaktadir. Caligmanin ilk boliimiinde farkl
gastrointestinal kanser cesitleri iceren 70 adet GIS kanserli olguya ait drnekten
genomik DNA izolasyonu yapilarak, spesifik PIK3CA bolgesi (3.kromozomun q
kolunun 26.3. bandinda yer alan PIK3CA (fosfatidilinositol-3-kinaz) proto-
onkogeninin 21. ekzonu) g¢ogaltilmig, ve dizi analizine tabi tutularak niikleotit

polimorfizmlerinin durumuna bakilmstir.

Calismanin ikinci boliimiinde GIS kanserli olgularin tiimii yani 103 kan
ornegi ve kontrol grubuna ait 105 kan 6rnegi kullanilarak genomik DNA izolasyonu
yapilmis, MTHFR genine ait bolge cogaltilmis (1. kromozomun p kolunun 36.3.
bandinda yer alan MTHFR proto-onkogeninin 4. ekzonu) ve RFLP Analizine tabi

tutularak polimorfizm durumlar1 belirlenmistir.

3.1 PIK3CA Proto-onkogeninin 21. Ekzon Bdlgesine Ait PCR ve DNA

Dizi Analizi Sonug¢lari

PIK3CA’nin ekzon 21 bolgesini ¢ogaltmak i¢in, PIK3CA proto-onkogeninin

21. ekzon bolgesine ait primerlerin yerlesim bolgeleri ve DNA dizi analizi yapilan
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PIK3CA proto-onkogeninin 21. Ekzon bdlgesine ait gen bankasindan alinmis
PIK3CA c¢DNA dizisi (Gen kayit numarasi: NM 006218) Cizelge 3.5’de
gosterilmigtir.  PIK3CA proto-onkogeninin 21. Ekzon bdlgesi Cizelge 3.3’deki
primerler kullanilarak. Kullanilan dongii kosullar1 Cizelge 3.4’te belirtildigi gibi
gergeklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinleri marker varliginda jelde

yuriitiilmiis ve biiytikligli 175 bg olarak gézlemlenmistir (Sekil 3.1)

Cizelge 3.3 PIK3CA ekzon 21 [94] Bolgesinin Cogaltilmas: I¢in Kullanilan
Primerler, Baglanma Sicakliklar1 ve PCR Uriinlerinin Biiyiikliikleri

Gen Nukleotit dizimi (5°-3°) tm PCR iiriin
PIK3CA 21 F: 5’-CTC TGG AAT GCC AGA ACT AC-3° 52.7°C 175bg
21 R: 5’-ATG CTG TTT AAT TGT GTG GAA G-3’ 51.7°C

Cizelge 3.4 PIK3CA Ekzon 21 in Cogaltilmasi i¢in Kullanilan PCR programi

Sicakhik Siire Dongii
95°C 2dk

94°C 30sn

56°C 30sn 35 dongii
72°C 45sn

72°C 10dk
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Cizelge 3.5

numaras::NM_ 006218

PIK3CA mRNA Dizisi, Kullanilan Primerlerin Yerlesim Bolgeleri
(Pembe ile Gosterilen), Cogaltilan Bolge (Mavi ile Gosterilen) [105]. Gen Kayit

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721

TCTCCCTCGG
GAGCCTGGAA
GTAGTTTTAT
TGAACTGTGG
TGGAATGATA
ACTATTTAAA
CATTTTCGTA
ACTTTGTGAC
TGAAGAAAAG
TGATATGGTT
AGAAGCTGTG
TCCAAATGTA
GCAAATAATA
TCTGAAAATC
AACTCGAAGT
CAAGTATATT
TCAGTATAAG
GGCTAAAGAA
CAGACGCATT
GGTTATAAAT
TCGAGACATT
TGACAATGTG
TTATGATATA
TGTTAAAGGC
CTTGTTTGAT
ACCTCATGGA
AGAAACTCCA
TATGTCAGTG
TTCCCACGCA
AGAACAGCTC
AGATTTTCTA
GCTTCTGTCT
AGATTGGCCT
TCCTATGGTT
TTCTCAGTAT
GCTTGTGAGA
TTGGCATTTA
GGAGTCCTAT
AATGGAAAAG
AAAGGTACAG
ACAGGGCTTT
GTGTCGAATT
CATGTCAGAG
GCAAGATATG
TCTTGATCTT
TGAGGTGGTG
TGCACTGCAG
AATATATGAT
CTTCATTTTG
ACTGTTTCAT
ACGAGAACGT
CCAAGAATGC
TCTAGCTATT
TGGAATGCCA
AGATAAAACT
TGGTGGCTGG
CTGAAAAGAT
CTCTCAGCAG
TTACAGCAAG
TTGATAGCAC
GTTATGCCTT
CAAAACAAAA
AAAA

CGCCGCCGCC
GAGCCCCGAG
ATGTAAAACT
GGCATCCACT
GTGACTTTAG
GAAGCAAGAA
AGTGTTACTC
CTTCGGCTTT
ATCCTCAATC
AAAGATCCAG
GATCTTAGGG
GAATCTTCAC
GTGGTGATCT
AACCATGACT
ATGTTGCTAT
TTAAAAGTGT
TATATAAGAA
AGCCTTTATT
TCCACAGCTA
AGTGCACTCA
GATAAGATCT
AACACTCAAA
TACATTCCTG
CGAAAGGGTG
TACACAGACA
TTAGAAGATT
TGCTTAGAGT
ATTGAAGAGC
GGACTGAGTA
AAAGCAATTT
TGGAGTCACA
GTTAAATGGA
CCAATCAAAC
CGAGGTTTTG
TTAATTCAGC
TTTTTACTGA
AAATCTGAGA
TGTCGTGCAT
CTCATTAACT
ATGAAGTTTT
CTGTCTCCTC
ATGTCCTCTG
TTACTGTTTC
CTAACACTTC
CGAATGTTAC
CGAAATTCTC
TTCAACAGCC
GCAGCCATTG
GGAATTGGAG

GCCGCCCGCG
CGTTTCTGCT
TGCAAAGAAT
TGATGCCCCC
AATGCCTCCG
AATACCCCCT
AAGAAGCAGA
TTCAACCCTT
GAGAAATTGG
AAGTACAGGA
ACCTCAATTC
CAGAATTGCC
GGGTAATAGT
GTGTACCAGA
CCTCTGAACA
GTGGATGTGA
GCTGTATAAT
CTCAACTGCC
CACCATATAT
GAATAAAAAT
ATGTTCGAAC
GAGTACCTTG
ATCTTCCTCG
CTAAAGAGGA
CTCTAGTATC
TGCTGAACCC
TGGAGTTTGA
ATGCCAATTG
ACAGACTAGC
CTACACGAGA
GACACTATTG
ATTCTAGAGA
CTGAACAGGC
CTGTTCGGTG
TAGTACAGGT
AGAAAGCATT
TGCACAATAA
GTGGGATGTA
TAACTGACAT
TAGTTGAGCA
TAAACCCTGC
CAAAAAGGCC
AGAACAATGA
AAATTATTCG
CTTATGGTTG
ACACTATTAT
ACACACTACA
ACCTGTTTAC
ATCGTCACAA

ATAGATTTTG
GTGCCATTTG
ACAAAGACAA
CGACAGCATG
GAACTACAAT
GAGCAAGAGG
ACAACAAAAA
AACTGAGAAA
GCAAAGACCG
AACAGAAATA
TTAAACTAGT
AAGTCCAAAA
CAAAAATCCC

GACACTTTTT
TTTTGACACA
GAGAATTTGA
CCAATCTCTT
CTTTTGATGA
CTTTGGAGTA
TGGATTGGAT
ATGAAAGCTC
ATTGCATAGG
AAATACTATA
TCATTTCAAA
AGGTAAACTT
CAAAATATAT

GGGCTGGGAC
TTGGGACAAC
CAGAACAATG
AAGAATCCTA
TGAGGCTACA
CCATCAACTT
AAGGGAAGAA
TTTAAAAGTA
TTTTGCTATC
CTTCCGAAGA
ACCTCATAGT
AAAGCACATA
TTCTCCAAAT
ACAAGTAATT
ACTAAAACTC
TGAATACTTC
GCTTGGGAGG
AATGGACTGT
GAATGGAGAA
TCTTTGTGCA
AGGTATCTAC
TTCCAATCCC
TGCTGCTCGA
ACACTGTCCA
TGGAAAAATG
TATTGGTGTT
CTGGTTCAGC
GTCTGTATCC
TAGAGACAAT
TCCTCTCTCT
TGTAACTATC
TGAAGTAGCC
TATGGAACTT
CTTGGAAAAA
CCTAAAATAT
GACTAATCAA
AACAGTTAGC
TTTGAAGCAC
TCTCAAACAG
AATGAGGCGA
TCATCAACTA
ACTGTGGTTG
GATCATCTTT
TATTATGGAA
TCTGTCAATC
GCAAATTCAG
TCAGTGGCTC
ACGTTCATGT
TAGTAACATC
GGATCACAAG
GGATTTCTTA
GAGGTTTCAG
CATAAATCTT
CATTGCATAC
TTTCATGAAA
CTTCCACACA
ACTCTGGATT
AATTGCACAA
TAATTTAAAT
ATTAAGCTTT
TGAAGATTGT
AGAAATGATG

CCGATGCGGT
CATACATCTA
CCTCCACGAC
GTAGAATGTT
TTAATAACCA
CTTCAAGATG
TTTTTTGATG
ATTGAACCAG
GGCATGCCAG
AATATTCTGA
AGAGCAATGT
TATAATAAAT
AATGACAAGC
GCTGAAGCAA
TGTGTTTTAG
CTAGAAAAAT
ATGCCCAATT
TTTACAATGC
ACATCTACAA
ACCTACGTGA
CATGGAGGAG
AGGTGGAATG
CTTTGCCTTT
TTGGCATGGG
GCTTTGAATC
ACTGGATCAA
AGTGTGGTAA
CGAGAAGCAG
GAATTAAGGG
GAAATCACTG
CCCGAAATTC
CAGATGTATT
CTGGACTGTA
TATTTAACAG
GAACAATATT
AGGATTGGGC
CAGAGGTTTG
CTGAATAGGC
GAGAAGAAGG
CCAGATTTCA
GGAAACCTCA
AATTGGGAGA
AAAAATGGGG
AATATCTGGC
GGTGACTGTG
TGCAAAGGCG
AAAGACAAGA
GCTGGATACT
ATGGTGAAAG
AAGAAAAAAT
ATAGTGATTA
GAGATGTGTT
TTCTCAATGA
ATTCGAAAGA
CAAATGAATG
ATTAAACAGC
CCACACTGCA
TCCATGAACA
AATGTAAACG
AGAATAATGC
TTGTATCTTT
GAGAAGGAAA

TAGAGCCGCG
ATTCCTTAAA
CATCATCAGG
TACTACCAAA
TAAAGCATGA
AATCTTCTTA
AAACAAGACG
TAGGCAACCG
TGTGTGAATT
ACGTTTGTAA
ATGTCTATCC
TAGATAAAGG
AGAAGTATAC
TCAGGAAAAA
AATATCAGGG
ATCCTCTGAG
TGATGTTGAT
CATCTTATTC
AATCCCTTTG
ATGTAAATAT
AACCCTTATG
AATGGCTGAA
CCATTTGCTC
GAAATATAAA
TTTGGCCAGT
ATCCAAATAA
AGTTCCCAGA
GATTTAGCTA
AAAATGACAA
AGCAGGAGAA
TACCCAAATT
GCTTGGTAAA
ATTACCCAGA
ATGACAAACT
TGGATAACTT
ACTTTTTCTT
GCCTGCTTTT
AAGTCGAGGC
ATGAAACACA
TGGATGCTCT
GGCTTGAAGA
ACCCAGACAT
ATGATTTACG
AAAATCAAGG
TGGGACTTAT
GCTTGAAAGG
ACAAAGGAGA
GTGTAGCTAC
ACGATGGACA
TTGGTTATAA
GTAAAGGAGC
ACAAGGCTTA
TGCTTGGCTC
CCCTAGCCTT
ATGCACATCA
ATGCATTGAA
CTGTTAATAA
GCATTAGAAT
CAAACAGGGT
GCAATTTCAT
TTTTAAAAAA
AAAAAAAAAA
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algu 15 olguls olgu2s olgu3s  olgues olgu?e

200kg

Sekil 3.1 PIK3CA PCR Uriinii Jel Goriintiisii

PCR iiriinlerinin saflastirilmasindan sonra 6rneklerin dizi analizi ticari firma
araciligi ile yapilmigtir. Forward ve Reverse primerleri kullanilarak elde edilen dizi
analizleri sonucunda elde dizi, NCBI’daki PIK3CA cDNA dizisi (NM 006218)
BLAST analizi ile biyoinformatik olarak karsilastilmistir. Ornek olarak.14. olguya
ait PIK3CA dizisi ile yapilan karsilastirma Sekil 3.2°de goriildiigii gibi yapilmistir.
Incelemis oldugumuz 70 adet farkli gastrointestinal kanserli olgularda PIK3CA
ekzon 21°de polimorfizim tespit edilememistir. Herhangi bir polimorfizm
bulunmamasi, bu bolgenin GIS kanserli olgularda bir korrelasyon gostermedigi

anlamina geldigi i¢in kontrol grubu 6rneklerinde planlanan analiz yapilmamistir.
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¥1cl 14423
Length=175

Score = 316 bits (350), E=xpect = le-91
Identities = 175/175 (100%), Gaps = 0/175 (0%)
Strand=Plus,/Plus

Query 1 CICTGGRAT GCCRGARCTACARTCTITIGATGACATTGCATACATTCGARRGACCCTAGC 60

PEEEETEEE e e e e e e re e e e e e e b e e e e e errrend
Sbjet 1 CTCTGEART GCCRGARCTACARTCTTTTEATCACATTGCATRACATTCOGARRGACCCTAGE &0

Query 61 CITRGATARARCTGAGCRARGAGECTTTGGAGTATTICAT GRARRCARATGRATGATGCACE 120
FEEEETerr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e erend
Sbjct 61 CITRAGATARLACTGAGCARGAGGCTTTGGAGTAT TICAT GARRCARATGRAATGATGCACE 120

Query 121 TCRATGGTGGCTGGACARACARARATGEATTGEATCTTCCACACRATTRRRCAGCAT 173
FPEEEETEEE e e e e b v e e e e e e b e el
Sbjct 121 TCRTGGIGGCTGGRCRACRRARATGGATTGGRATCTTCCACRCRATTRRRCAGCAT 173

Sekil 3.2 14. Olguya Ait BLAST Analizi Goriintiisii

3.2 MTHFR Proto-onkogeninin C677T Bolgesinin RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) Analizi

MTHFR genindeki polimorfizminin belirlenmesi i¢in, PCR-RFLP analizi
yapildi. Buna gore MTHFR geninin 198bg¢’lik bir bolge PCR ile genomik DNA’dan
cogaltilmistir. DNA’s1 elde edilen hasta ve kontrol grubu olgularina MTHFR proto-
onkogeninin 4. Ekzonunun ¢ogaltilmasi i¢in Cizelge 3.6’da verilen primer dizileri
kullanilarak, Cizelge 3.7’de gosterilen polimeraz zincir reaksiyonu uygulanmistir.
PCR iirlinleri marker varliginda %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve biiytikliigii 198 bg
olarak gozlemlenmistir. . Elde edilen {iriin Hinfl restriksiyon enzimiyle kesilerek elde

edilen bantlarin varligina gore genotiplemeye gidilmistir (Sekil 3.3, Sekil 3.4).
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F 198 be R
c o L PCR
: . + [ ]
198 be Hinf|
RFLP
— 4_
175 b¢ 23 bc
1
198 be

Sekil 3.3 PCR-RFLP Analizi

Cizelge 3.6  MTHFR Geninin Cogaltilmasi i¢in Kullanilan Primerler [66].

Gen Nukleotit dizimi (5’-3°) tm PCR iiriin
MTHFR | F: 5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3’ 62.1°C 198bg
R: 5’-AAG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’ 61.8°C

Cizelge 3.7 MTHFR Geninin Cogaltilmasi i¢in Kullanilan PCR Programi

Sicaklik Siire Dongii
94°C 2dk

94°C 30sn

62°C 30sn 40 dongii
72°C 45sn

72°C 7dk
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olguz?  alguz2s  olguds olguds  olguss  olgusy  algu@2

200bg

Sekil 3.4 MTHFR PCR Uriinii jel Goriintiisii

PCR iiriinleri Hinf I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. Bu kesim
sonucunda 677CC homozigot yabanil, 677CT heterozigot ve 677CC homozigot
mutant olmak tizere 3 farkli tip genotip olugmaktadir. Kesim reaksiyonu sonucu
ornekler %2’lik agaroz jelde yiiriitiildiiglinde 3 farkl goriintii olusmaktadir. Sadece
198 b¢ uzunlugunda olusan bant 677CC yabanil tipi, hem 198 b¢ hem de 175bg ve
23b¢ biiytikliigiinde bantlar1 iceren 677CT heterozigot tipi ve sadece 175b¢ ve 23bg

biiytlikliigiinde bantlar1 igeren de homozigot mutant genotipi ifade etmektedir.
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198bg
175bg

1-2: Homozigot yabanml (677CC) 5-6: Homozigot mutant (677TT)
3-4: Heterozigot (677CT) 7: Kesilmemis drnek

Sekil 3.5 MTHFR PCR Uriinlerinin Hinfl Enzimi ile Kesildikten Sonraki Jel
Gortintlist

Caligilan toplam 208 olgu arasinda %51°1 (106) homozigot yabanil (677CC),
%40,9’u heterozigot (677CT) ve %8,1’1 homozigot mutant (677 TT) olarak
belirlenmistir.  Tiim kanserli olgular i¢inden %52,4’i (54) homozigot yabanil
(677CC), %43,7°si (45) heterozigot ve % 3,9’u (4) homozigot mutant olarak
belirlenmistir. Kontrol grubu 6rnekleri arasindan %49,51 (52) homozigot yabanil, %

%381 (40) heterozigot ve %12,4°1i (13) homozigot mutant olarak belirlenmistir.

Kanserli olgular arasindan; mide kanserli olgulardan %55,2’si (16) homozigot
normal ve %44,8’1 (13) heterozigot olarak tanimlanmustir. Calisilan 29 mide kanserli
olgu arasinda homozigot yabanil bireye rastlanmamistir.  Kolorektal kanserli
olgulardan %52,6’s1 (20) homozigot yabanil, %39,5’1 (15) heterozigot ve % 8,9’u (3)
homozigot mutant olarak tanimlanmistir.  Pankreas kanserli olgular arasinda

%66,7’s1 (10) homozigot yabanil ve %33,3’ii (5) heterozigot olarak tanimlanmis ve
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calisilan pankreas kanserli olgular arasinda homozigot yabanil tipe rastlanmamustir.
Karaciger kanserli olgular arasinda %38,1°1 (8) homozigot yabanil, %38’1 (40)

heterozigot ve %12,4’li homozigot mutant olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 3.8 MTHFR 677C\T Polimorfizminin Kanserli Olgular ve Kontrol Grubu ile Karsilastirilmasi

Gruplar 677CC (Homozigot Normal) 677CT (Heterozigot) 677TT (Homozigot Mutant) Toplam
= ~ = A = Y
— s — s — S
2 3 # 2 3 Z 2 > <
v | X | A X m | X | n| X m | X m | X v | X || m | =X
Mide Kanseri
16 5524 |25 12 75 13 | 44,8 5 38,7 8 61,3 | - - - - - - 29
Kolorektal
Kanser 20 52,6 | 6 |30 14 70 15 | 39,5 6 40 9 60 3 8,9 1 333 |2 66,7 38
Pankreas
Kanseri 10 (6676 |60 |4 |40 |5 [333 [2 |40 3 /60 |- |- |- |- - |- 15
Karaciger
Kanseri 8 3811 [125 |7 87512 | 571 |4 |333 8 66,7 |1 4,8 |- - 1 100 21
GIS Kanserli
54 524 | 17 | 31,5 37 68,5 | 45 | 43,7 17 | 37,8 28 62,2 | 4 3,9 1 25 3 75 103
Toplam

Kontrol 52 | 495 |15 | 288 |37 |722]|40 |38 29 | 725 1 | 275 (13 (124 |7 538 |8 46,2 105

Toplam

106 |51 [32(302 [74 |698 |85 409 |46 |541 |39 [459 |17 |81 |8 |47 11 |53 208
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve ¢cevre doku ve organlara yayilmasi
ile karakterize edilen bir hastalik grubudur. Eger yayilma kontrol edilmezse 6liimle

sonuglanir [49].

Gastrointestinal  kanserler diinya capinda en sik rastlanan kanser
tiplerindendir. Bu kanserlerin insidans1 belirgin sekilde ¢esitlilik gosterir. Birlesmis
Milletler, Avrupa, Avustralya ve Japonya’da kolorektal kanser en yiiksek sikligi
gosterirken, Asya ve Afrika’da mide ve karaciger kanseri sikligi daha fazladir.
Cevresel ve kalitsal faktorler bu tiimdrlerin etiyolojisine katkida bulunur. Bunun
yaninda sigara, hayat tarzi 0rnegin enfeksiyona agik olma, alkol alinimi, fiziksel

aktivite ve diyet bu tip kanserlerin olusumunda 6nemli rol oynar [106].

Insan kanserlerinde karsinogenez mekanizmasi olduk¢a karmasik ve ¢ok
faktorlidiir [46,107].  Bu faktorlerden olan nokta mutasyonlari, kromozom
translokasyonlar1 ve gen amplifikasyonlari sonucu kanser olusumuna neden olan
onkogen aktivasyonu ve tiimOr baskilayict gen inaktivasyonu meydana

gelebilmektedir [38].

Diisiik penetransli genlerdeki allelik degisiklikler genis bireyler arasi
farkliliklarin kanser arttirici ve kanser gelistirici bilesiklere hassasiyetine sebep
olarak gosterilebilir. Bu genlerden birini varyant olarak tasiyan bir bireyin kanser
riski diisiik olarak tahmin edilir fakat bu genin bir populasyondaki yiiksek frekansi
riski arttirabilir [108] .

1998 yilinda Goyette ve arkadaslar tarafindan floresan in situ hibridizasyon

yontemi ile metilen tetra hidrofolat rediiktaz (MTHFR) geninin lokalizasyonunu 1.
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Kromozomun p kolunun 36.3. band1 (1p36.3) olarak belirlenmistir [109]. MTHFR
5,10-metilen tetrahidrofolati, homosisteinin metionine remetilasyonu i¢in substrat
olan 5-metiltetrahidrofolata ¢evirir [67,75]. MTHFR folat metabolizmasinda anahtar
enzim roliindedir [16]. Insanda MTHFR geni 11 ekzondan olusur [8,9].

1995 yilinda MTHFR geni 677. pozisyon, proteinin 222. kodonunda alanin-
valin yer degistirmesi ile sonuglanan bir baz degisimi (C-T) tanimlanmistir. Bu
degisim protein termolabilitesinde artma ve enzim aktivitesinde bir azalmaya sebep
olmaktadir. [9,11,70]. Homozigot mutant bireyler %30, heterozigot bireyler %60
enzim aktivitesine sahiptir [107]. Homozigot mutant genotip (677TT) diisiik serum
folat1, yiiksek plazma homosisteini, kronik koroner hastaliklar, Down sendromu,
Alzeimer ve bir ¢ok kanser tipi ile baglantili bulunmustur [9,11,70]. MTHFR
genetik polimorfizmleri son on yilda kanser riski ile baglantili potansiyel genetik
olarak artan bir ilgi gérmektedir [107]. Bir¢ok ¢alismada MTHFR 677TT genotipi
ile 6zofagus kanseri, mide kanseri ve pankreas kanseri arasinda azalmis risk iliskisi
bulunmaktadir [110]. Buna karsin diger bir ¢alismada mide kanseri ile MTHFR

polimorfizmi arasinda bir baglant1 gozlemlenmemistir [70].

MTHFR ve gastrointestinal kanserler arasinda farkli arastiricilar tarafindan
ileri stiriilen bu bulgularin, kesinlestirilmesi ve Tirk populasyonunda MTHFR
mutasyon oraninin dogrulanmasi ve farkli gastrointestinal sistem kanser tiplerinde

arastirilmasi amaclanmastir.

Bu amagla Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi 5. Genel Cerrahi
Klinigi Unitesi ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Klinigi
Unitesi’nden 38’i mide, 29’u kolorektal, 15’1 pankreas ve 21°i karaciger olmak {izere
toplam 103 GIS kanserli bunun yaninda 105 kontrol grubu olmak iizere toplam 208
kan 6rnegi calisilmigtir. Calismamizda yer alan bireylerden alinan periferik kandan
izole edilen DNA, PCR yontemi ile ¢cogaltilmistir. MTHFR 4. ekzon bdlgesi uygun

primerler kullanilarak ¢ogaltilmistir. Calismamizda MTHFR geni i¢in daha dnceden
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tanimlanmis 677bg bdlgesine ait polimorfizmlerin tespiti amaciyla RFLP yontemi
kullanilmigtir. Literatiir taramalar1 sonucu Hinfl enziminin MTHFR 677 bg bolgesi
icin spesifik bir bolge olusturdugu (GANTC) tespit edilmis ve ¢aligmamizda RFLP

icin Hinfl enzimi kullanilmistir.

Calismamizda MTHFR geni i¢in RFLP analizi yapilan toplam 208 ornek
icinde %51°1 homozigot yabanil, %40°9’u heterozigot ve %38,1’i homozigot mutant
olarak tanimlanmistir. Bu 6rneklerden 103’inii kanserli olgu ve 105’ini kontrol
grubu olusturmaktadir. Calismamizda kontrol grubu, kanserli vakalar ile
karsilagtirildiginda MTHFR 677TT homozigot varyant orani ii¢ kat artmis olarak
bulunmaktadir (Cizelge 3.8). Kanserli olgular ve kontrol grubu karsilastirildiginda
homozigot yabanil ve heterozigot bireylerin sayisi yaklasik olarak aynidir. Ayrica
cinsiyet ile mutasyon sikligima baktigimizda kontrol grubunda bayanlar en fazla
heterozigot genotipi gostermistir (29 birey) ve erkeklere gore heterozigotluk yaklasik
iic kat fazladir. Tiim GIS kanserlerinde ise, homozigot yabanil ve heterozigot

bireylerde toplam erkek sayisi bayan sayisindan yaklasik iki kat fazladir.

Mutant bireyler incelendiginde, kanserli hastalarda mutant bireylerin
ylzdesi diisiiktiir. Hatta mide ve pankreas kanserinde 677TT polimorfizmine hig
rastlanmamistir. Kolerektaral ve karaciger kanserlerinde mutant bireylerin frekansi
diigmiistiir. Ayn1 bulguya diger bir arasgtirma grubuda ulagsmistir, Q. Jiang ve
aradaglar1 tarafindan yapilan ¢calismada 677TT genotipli bireylerin diisiik kolorektal
kanser riski tasidigi belirtilmistir. DNA metilasyon durumu, diisiik plazma folat
seviyesi halinde genotip tarafindan etkilenebilir. MTHFR genetik polimorfizmi ve
kolorektal kanser yatkinligi arasindaki baglantinin  folat tiikketimi ile
diizenlenebilecegi diistiniilmektedir. Bg ve Bj, vitamini ve folat alimimi yeterli
oldugunda MTHFR 677 mutant bireyler %30-40 oraninda azalmis kanser riskine
sahip olabilirler [67,80]. Diger bir ¢alismada ise kolorektal kanser riski ile MTHFR
genotipi arasinda genel bir baglanti olmadig1 ancak T allelinin kolon kanserinde

artmis, rektum kanserinde ise azalan risk olusturabilecegi belirtilmistir [81].
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Fosfatidilinositol-3-kinazlar cesitli hiicresel sinyal iletim yollari, hiicre
cogalmasi, farklilasma, gog, hiicresel trafik ve glukoz homeostasisini de igeren
birgok hiicresel faaliyette gorev alan lipid kinaz ailesidir [111]. PIK3CA fosfatidil
inositol kinazin katalitik alt birimini kodlayan gendir. Karsilastirmali genomik
hibridizasyon yontemi ile 3. Kromozomun q kolunun 26.3. bandinda bulundugu

tespit edilmistir. Gen 34kb biiyiikliigiindedir [14,16,94].

Son donemlerdeki c¢alismalarda PIK3CA genindeki yiiksek sikliktaki
mutasyonlar1 kolon, beyin, meme ve mide gibi bir¢ok kanser tipinde tanimlanmaistir.
PIK3CA’daki bu genetik degisiklikler ekzon 9 ve 20 kodlanan dizilerinde meydana
gelen somatik yanlis anlamli mutasyonlardir [16,112]. Bu mutasyonlarla ilgili elde

edilen gozlemler;

(i) Bu mutasyonlar ekzon 9 (helikal domain) ve ekzon 20 (katalitik domain)

icinde rastlantisal olmadan dagilim gdstermislerdir,
(i1) Mutasyonlarin ¢ogu ayni bolgede degildir,

(ii1) Mutasyonlar segilimli olarak evrimde korunmus ve kritik fonksiyonel 6neme

sahip bolgelerde goriilmektedir ve

(iv) Mutasyonlardan biri enzim aktivitesi arttirict 6zellige sahiptir [111].

Campell ve arkadaslari meme, ovaryum, kolorektal kanser tiplerin primer
tiimorlerinden izole ettikleri DNA’lardan PIK3CA’nin 20 ekzonunun dizi analizini
yaptilar ve diger ¢aligmalarda belirlenen mutasyonlarin yaninda ekzon 6,7 ve 8’de

yeni mutasyonlar tanimladilar [16].

Lee ve arkadaglar1 2004 yilinda yaptiklart hepatoseliiler karsinom, akut
16semi, mide kanseri, meme ve akciger kanserli 668 olgudan olusan caligmada
PIK3CA ekzon 9 ve 20’de karaciger kanserli olgularda %36 ve mide kanserli

olgularda % 6,5 oraninda mutasyon tespit ettiler [113].
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Mori ve arkadaglar1 PIK3CA geninin sicak nokta bdlgesi olan mutasyonlarin
en fazla goriildiigii noktasindaki 20. ekzon bolgesini genisleterek 21 ekzon bolgesini
arastirmistir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda PIK3CA onkogeni 21. ekzon bolgesinde
bulunan mutasyonlarin tespit edilmesi ve bu mutasyonlarin gastrointestinal sistem

kanserleri ile iligkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu amagla Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi 5. Genel Cerrahi
Klinigi Unitesi ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Klinigi
Unitesi’nden farkli kanserelere sahip (Cizelge 3.1) bireylerden 70 kanserli kan &rnegi
calisilmistir. Calismamizda yer alan bireylerden alinan periferik kandan izole edilen
DNA, PCR yontemi ile PIK3CA’nin ekzon 21 boélgesi ¢ogaltilmistir. PIK3CA
mutasyon analizi i¢in dizi analizi, yontemi kullanilmigtir. Bu yontemin
kullanilmasimmin nedeni, bu bdlgenin tamamiyla taranmasmin hedeflenmesidir.
Yapilan dizi analizleri hem forward hemde reverse primerleri ile gergeklestirilmis ve
bu dizilerin birbirini tamamlamasiyla kesin sonuca ulasilmig, daha sonra
biyoinformatik olarak orijinal PIK3CA boélgesi ile karsilagtirilmistir. 70 kanserli kan
Orneginin tamaminda herhangi bir niikleotit mutasyonuna rastlanmamistir. Bu
calisma bize gastrointestinal sistem kanserlerinde PIK3CA’nin 21 ekzon bdlgesinde

herhangi bir polimorfizm gdstermemektedir.

Tiim kanserler arasinda oldukga biiyiik yeri kapsayan GIS kanserlerinin,
polimorfik niikleotid dizilerine sahip kanser genlerin saptanmasi gelecekte yapilmasi

gerekenler arasindadir.

74



EKLER

EK-A: Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu’nun tez projesi hakkindaki
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EK-B: Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu Tarafindan
OnaylanmigBilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

GAZI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK ARASTIRMALAR

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Tiroit kanserinde RET, Gastrointestinal Kanser
Tiplerinde de BRAF, KRAS, PIK3CA, CDH1 ve P53 Gen Mutasyonlarinin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Dizi Analizi ile Arastirilmasi

Sorumlu Arastiricimin Adi: Prof. Dr. Leyla ACIK
Diger Arastiricilarin Adi: Ozge Ozcan

Destekleyici (varsa): Destekleyici Yoktur. Laboratuarda arastirma icin gereken
makine, kimyasal, malzeme ve enzimler mevcuttur.

“Tiroit kanserinde RET, Gastrointestinal Kanser Tiplerinde de BRAF, KRAS,
PIK3CA, CDHI1 ve P53 Gen Mutasyonlarinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Dizi
Analizi ile Arastirilmasi” isimli bir ¢alismada yer almak {izere davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu ¢alisma, arastirma amaci ile yapilmaktadir. Caligmaya katilma
konusunda karar vermeden once arastirmanin neden ve nasil yapildigini, sizinle ilgili
bilgilerin nasil kullanilacagini, ¢alismanin neler igerdigini, olas1 yararlarini, risklerini
ve rahatsizliklarin1 bilmeniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak
icin zaman ayirin ve bu bilgileri ailenizle ve/veya doktorunuzla tartisin. Calisma
hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra
eger katilmak isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir.

1. Genetik cahsmanin amaci ve dayanag nelerdir; benden baska kag kisi bu
caliymaya katilacak?

a. Neden ozellikle bu kigi / hasta sec¢ilmistir?
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EK-B (Devam): Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu Tarafindan
OnaylanmigBilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Bu ¢alismaya davet edilmenizin nedeni sizde kanser hastaligi tanist konmasidir.
Kattlimimiz ile bu hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikaracak bir arastirma
gerceklestirilecektir.

b. Calismanin onemi ve gerekliligi nelerdir?

Genler, DNA olarak isimlendirilen genetik materyalden olusurlar. DNA hiicrenin bir
boliimiidiir ve kalitsal ozelliklerin (goz rengi gibi) olusmasindan sorumludur.” Farkl
kanser tipleri ile iligkilendirilen cesitli genler bulunmustur. Bu arastirma ile sizin
DNA nmizi ¢calismak ve genlerinizde herhangi bir anormallik olup olmadigini ya da bu
soruna neden olabilecek yeni genler olup olmadigint bulmak istiyoruz.

c. Calismaya toplam kag kisinin katilmasi planlanmaktadir?

Calismaya toplam 200 kiginin katilmasi planlanmaktadir

2. Bu genetik calismaya katilmal miyim?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Eger katilmaya karar
verirseniz bu yazil bilgilendirilmis olur formu imzalanmak i¢in size verilecektir. Su
anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden
gostermeksizin caligmayr birakmakta 0Ozgirsliniiz. Boyle bir karar vermeniz
durumunda tibbi bakiminiz bu durumdan etkilenmeyecektir.

3. Genetik arastirma nasil yapilacak?

a. Hangi drnek (ler) alinacak ve nasil alinacak ?
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EK-B (Devam): Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu Tarafindan
OnaylanmigBilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Arastirmaya katilmayr kabul ederseniz, 10 ml kadar bir miktarda kolunuzdan kan
alinacaktir.  Genellikle bir tek ornekleme yeterlidir ancak bu asamada basarisiz
olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.

b. Ornekte neler arastirllacak?

Orneklerden DNA izole edilerek kansere sebep olan gen mutasyonlar:
arastirtlacaktir. Bu ¢alisma i¢in kan ornekleri RBC lizis tamponu serilerinden
gecirilir. Santrifiij serilerinden sonra, proteinler ve DNA disindaki tiim molekiiller
uzaklagtirthir. Alkol serilerinden gegirilerek DNA’min kiimelesmesi saglanir. Alkol
uzaklagtirildiktan sonra DNA ¢éziicii, TE tamponunda saklanacaktir. Daha sonra
PCR islemi yapilacak PAGE ve agoroz jelde iiriinleri yiiriitiilerek PCR in basarili
olup olmadigina bakilacaktir. Daha sonra PCR iiriinleri DNA dizi analizi
vapilacaktir.

c. Ornekler nerede calisilacak?

Toplanan kanlar ile Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Molekiiler Biyoloji laboratuarinda ¢alisilacaktir.

(Toplanan kanda yeterli genetik materyal elde edilemedigi durumda ya da farkly bir
metod ile c¢alisilma gerekliliginde toplanan kandan hiicre ¢ogaltmast yoluna
gidilebilir. Bu islem “hiicre kiiltiirii” olarak adlandirilir ve bu yolla hiicreleriniz
oliimsiiz olarak ¢ogaltilabilir.)

d. Genetik ornegin gelecekte nasil imha edilmesi planlantyor?

Elde edilen DNA, DNaz enzimi ile par¢alanarak, atilacaktir.
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EK-B (Devam): Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu Tarafindan
OnaylanmigBilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

4.Tarafimdan alinan 6rnekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

(Bu boliimde katilimcidan “Tabakalandiriimis olur” olarak isimlendirilen bir onay
alinmalidir. Asagida yazili olan boliim aynen korunarak katilimcimin asagidaki 4
segenekten birini isaretlemesi istenmelidir.)

Tarafinizdan alman Ornegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger g¢aligmalarda
kullanimi1 ancak sizin izninize tabidir. Bu Ornekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kaydi ile saklanabilir. Liitfen asagidaki
seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

1- [ Tarafimdan alman kodlanmis* &rnegin yalnizca Onerilen c¢alisma igin

kullanimin1 onayliyorum; ileride yapilmasi olast diger ¢aligmalar i¢in onay
vermiyorum.

2- || Tarafimdan alinan kodlanmis oOrnegin yalnizca Onerilen calisma igin

kullanimini1 onayliyorum; ileri ¢alismalar igin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay
vermek istiyorum.

3- [] Tarafimdan alinan kodlanmus Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger

calismalarda kullanimin1 onayliyorum, ancak farklt calismalar i¢in tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

4- || Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin Onerilen calisma i¢in kullanimini

onayliyorum ve gelecekte de her tirlii genetik calismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini

yalnizca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirict ulasabilir.
Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.
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OnaylanmigBilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

5. Cahsmanin riskleri nelerdir?

a. Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Igne batmasina bagh olarak az
bir act duyabilirsiniz ve kolda morarma olabilir. Diisiik bir olasilik da olsa
igne batmast sonrasinda kanamanin uzamasi, veya enfeksiyon riski vardur.

b. Yapiulacak genetik teste bagh olusabilecek riskler: Yapilan testler sizin veya
ailenizin  bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan
etkilenebilecegini ortaya c¢ikarabilir. Bu bilginin kotiiye kullaniimasi sizi
ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip
oldugunuzu ogrenmeniz sizi psikolojik yonden de olumsuz etkileyebilir.

6. Calismanin yararlari nelerdir?

Calismadaki genler pek ¢ok kanser tiiriine sebep olmaktadir. Bu ¢alisma sayesinde
kanserlesmeye sebep olan mutant genin ozellikleri arastirilarak, Tiirkiyedeki, bizim
calistigimiz hastalardaki polimorfizmin durumunu ortaya ¢ikaracaktir.

7. Kisisel bilgilerim nasil kullamlacak?

Calisma doktorunuz, aragtirmada yer alan diger arastiricilar ve destekleyici (varsa,
firma adim belirtiniz) kisisel bilgilerinizi, arastirmayi ve istatistiksel analizleri
yuriitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Size ait
bulgular iigiincii kisilere, onaymiz disinda higbir sekilde aciklanmayacaktir.
(Calismanin sonunda, size ait tiim sonuglar hakkinda bilgi istemeye hakkiniz oldugu
gibi boyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da vardir. Liitfen asagidaki
kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:

|| Bu calismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istiyorum

|| Bu ¢alismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istemiyorum.
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Kendinizle ilgili genetik bilgiyi 6grenmeyi se¢meniz durumunda size (varsa)
sagaltim ile ilgili bilgiler ve genetik danismanlik hizmeti verilecektir.

Calisma sonuglart ¢aligma bitiminde tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak
kimliginiz agiklanmayacaktir.

(Calisma igin eger gerekiyorsa asagidaki standart durumlar a¢iklanmalidir)

e Ornek: Kamniz genetik faktorler acisindan test edilecek ve elde edilen
bilgi sizin hakkinizda bize genetik bilgi verecektir. Genetik testler, bu
arastirma ile ilgisi olmayan size ait ¢ok ozel baska bilgiler de
verebilir. Boyle bir durumda da gizlilik ilkesine bagh kalinacak ve
bilgiler lictincti sahislara sizin onaymiz olmaksizin
agtklanmayacaktir.)

8. Bu calismaya katilmamin maliyeti nedir?

a. Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi
bir odeme yapilmayacaktir.

9. Calismanin ticari bir yonii var midir?

Goniilliilerden elde edilen bilgilerden, tibbi testler ya da tedaviler gelistirilebilmesi
gibi ticari bir fayda saglanabilir. Boyle bir durum olursa, goniilliiler herhangi bir
sekilde ticari gelir temin etmeyeceklerdir.

10. Gorecegim olasi bir zarar durumunda ne yapilacak?

o Arastirmadan dolayr katilimcinin  gorecegi olast bir zararda bunun
sorumlulugunun ve giderilmesi icin gerekli her tiirlii tibbi miidahalenin
yvapilacagini, bu konudaki tiim harcamamalarin iistlenilecegini belirtiriz.
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EK-B (Devam): Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu Tarafindan
OnaylanmigBilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

11. Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime basvurabilirim?

Aragtirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da calisma ile ilgili ek bilgiye
gereksinim duydugunuzda asagidaki kisi ile liitfen iletisime geciniz.

ADI : Prof. Dr. Leyla ACIK
GOREVI : Ogretim Uyesi

TELEFON  : (312)202 1185

(Katimcinin/Hastanin Beyani)

GUFEF Biyoloji Anabilim dalinda, Prof. Dr. Leyla ACIK tarafindan genetik bir arastirma
yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni
okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Aragtirmaya katilmam konusunda zorlayict bir davranigla karsilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir neden
gostermeden arastirmadan c¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak
icin arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim).
Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan
arastirma dis1 da tutulabilirim.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
girisimin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi girisimlerle ilgili olarak
parasal bir ylik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile Kkarsilagtigimda; herhangi bir saatte,
| (Doktor ismi), ......cccceeeee. (telefon ve adres) ‘ten arayabilecegimi biliyorum.
(Doktor ismi, telefon ve adres bilgileri mutlaka belirtilmelidir)
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EK-B (Devam): Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu Tarafindan
OnaylanmigBilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Bana yapilan tim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla s6z
konusu genetik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin, gontilliliik
icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilmc
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:
Tarih:
Goriisme tamgi
Adi, soyadt:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Katilimes ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvani:

Adres:
Tel:
Imza:

Tarih:
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EK-C: Calisilan Toplam 208 Olgunun Listesi

Olgu No Cinsiyet Tan1

1 Erkek Kolon Kanseri

2 Erkek Mide Kanseri

3 Erkek Pankreas Kanseri
4 Erkek Mide Kanseri

5 Erkek Mide Kanseri

6 Bayan Mide Kanseri

7 Bayan Mide Kanseri

8 Bayan Mide Kanseri

9 Erkek Pankreas Kanseri
10 Bayan Mide Kanseri

11 Bayan Kolorektal Kanser
12 Erkek Mide Kanseri
13 Bayan Mide Kanseri
14 Erkek Karaciger Kanseri
15 Erkek Mide Kanseri
16 Erkek Mide Kanseri
17 Bayan Pankreas Kanseri
18 Bayan Karaciger Kanseri
19 Bayan Kolorektal Kanser
20 Erkek Kolorektal Kanser
21 Bayan Pankreas Kanseri
22 Erkek Mide Kanseri
23 Erkek Mide Kanseri
24 Erkek Kolorektal Kanser
25 Bayan Kolorektal Kanser
26 Erkek Karaciger Kanseri
27 Bayan Kolorektal Kanser
28 Erkek Mide Kanseri
29 Erkek Karaciger Kanseri
30 Erkek Karaciger Kanseri
31 Erkek Karaciger Kanseri
32 Erkek Pankreas Kanseri
33 Erkek Kolorektal Kanser
34 Erkek Kolorektal Kanser
35 Erkek Mide Kanseri
36 Bayan Kolorektal Kanser
37 Erkek Pankreas Kanseri
38 Bayan Mide Kanseri
39 Bayan Mide Kanseri
40 Bayan Kolorektal Kanser
41 Bayan Karaciger Kanseri
42 Erkek Kolorektal Kanser
43 Erkek Kolorektal Kanser
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EK-C (Devam): Calisilan Kanserli ve Kontrol Grubu Olmak Uzere Toplam 208 Olgunun
Listesi

Olgu Cinsiyet Tam

44 Erkek Mide Kanseri
45 Bayan Rektum

46 Bayan Mide Kanseri
47 Erkek Pankreas Kanseri
48 Erkek Mide Kanseri
49 Erkek Karaciger Kanseri
50 Bayan Mide Kanseri
51 Erkek Kolorektal Kanser
52 Erkek Karaciger Kanseri
53 Erkek Karaciger Kanseri
54 Erkek Karaciger Kanseri
55 Bayan Karaciger Kanseri
56 Erkek Mide Kanseri
57 Bayan Kolorektal Kanser
58 Erkek Karaciger Kanseri
59 Bayan Pankreas Kanseri
60 Erkek Karaciger Kanseri
61 Erkek Mide Kanseri
62 Erkek Mide Kanseri
63 Erkek Kolorektal Kanser
64 Erkek Mide Kanseri
65 Erkek Mide Kanseri
66 Bayan Kolorektal Kanser
67 Erkek Kolorektal Kanser
68 Bayan Pankreas Kanseri
69 Erkek Kolorektal Kanser
70 Bayan Pankreas Kanseri
71 Bayan Karaciger Kanseri
72 Erkek Kolorektal Kanser
73 Erkek Kolorektal Kanser
74 Erkek Mide Kanseri
75 Erkek Kolorektal Kanser
76 Erkek Karaciger Kanseri
77 Bayan Kolorektal Kanser
78 Erkek Karaciger Kanseri
79 Bayan Kolorektal Kanser
80 Bayan Pankreas Kanseri
81 Bayan Pankreas Kanseri
82 Erkek Miide Kanseri
83 Erkek Kolorektal Kanser
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EK-C (Devam): Calisilan Kanserli ve Kontrol Grubu Olmak Uzere Toplam 208 Olgunun
Listesi

Olgu Cinsiyet Tani

84 Erkek Kolorektal Kanser
85 Erkek Kolorektal Kanser
86 Erkek Karaciger Kanseri
87 Erkek Kolorektal Kanser
88 Erkek Kolorektal Kanser
89 Erkek Kolorektal Kanser
90 Erkek Mide Kanseri
91 Erkek Pankreas Kanseri
92 Erkek Kolorektal Kanser
93 Erkek Pankreas Kanseri
94 Erkek Kolorektal Kanser
95 Bayan Kolorektal Kanser
96 Erkek Kolorektal Kanser
97 Erkek Karaciger Kanseri
98 Bayan Pankreas Kanseri
99 Erkek Karaciger Kanseri
100 Bayan Karaciger Kanseri
101 Erkek Kolorektal Kanser
102 Erkek Kolorektal Kanser
103 Bayan Kolorektal Kanser
104 Bayan Kontrol Grubu
105 Bayan Kontrol Grubu
106 Bayan Kontrol Grubu
107 Erkek Kontrol Grubu
108 Bayan Kontrol Grubu
109 Bayan Kontrol Grubu
110 Bayan Kontrol Grubu
111 Erkek Kontrol Grubu
112 Erkek Kontrol Grubu
113 Bayan Kontrol Grubu
114 Bayan Kontrol Grubu
115 Bayan Kontrol Grubu
116 Bayan Kontrol Grubu
117 Bayan Kontrol Grubu
118 Bayan Kontrol Grubu
119 Bayan Kontrol Grubu
120 Bayan Kontrol Grubu
121 Erkek Kontrol Grubu
122 Bayan Kontrol Grubu
123 Bayan Kontrol Grubu
124 Bayan Kontrol Grubu
125 Erkek Kontrol Grubu
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EK-C (Devam): Calisilan Kanserli ve Kontrol Grubu Olmak Uzere Toplam 208 Olgunun
Listesi

Olgu Cinsiyet Tan1

126 Bayan Kontrol Grubu
127 Erkek Kontrol Grubu
128 Erkek Kontrol Grubu
129 Erkek Kontrol Grubu
130 Bayan Kontrol Grubu
131 Bayan Kontrol Grubu
132 Erkek Kontrol Grubu
133 Bayan Kontrol Grubu
134 Bayan Kontrol Grubu
135 Bayan Kontrol Grubu
136 Bayan Kontrol Grubu
137 Bayan Kontrol Grubu
138 Bayan Kontrol Grubu
139 Erkek Kontrol Grubu
140 Erkek Kontrol Grubu
141 Bayan Kontrol Grubu
142 Bayan Kontrol Grubu
143 Bayan Kontrol Grubu
144 Bayan Kontrol Grubu
145 Erkek Kontrol Grubu
146 Erkek Kontrol Grubu
147 Erkek Kontrol Grubu
148 Bayan Kontrol Grubu
149 Bayan Kontrol Grubu
150 Bayan Kontrol Grubu
151 Bayan Kontrol Grubu
152 Bayan Kontrol Grubu
153 Bayan Kontrol Grubu
154 Bayan Kontrol Grubu
155 Bayan Kontrol Grubu
156 Erkek Kontrol Grubu
157 Bayan Kontrol Grubu
158 Bayan Kontrol Grubu
159 Bayan Kontrol Grubu
160 Bayan Kontrol Grubu
161 Bayan Kontrol Grubu
162 Bayan Kontrol Grubu
163 Erkek Kontrol Grubu
164 Bayan Kontrol Grubu
165 Bayan Kontrol Grubu
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EK-C (Devam): Calisilan Kanserli ve Kontrol Grubu Olmak Uzere Toplam 208 Olgunun
Listesi

Olgu Cinsiyet Tani

166 Bayan Kontrol Grubu
167 Erkek Kontrol Grubu
168 Erkek Kontrol Grubu
169 Bayan Kontrol Grubu
170 Bayan Kontrol Grubu
171 Bayan Kontrol Grubu
172 Erkek Kontrol Grubu
173 Bayan Kontrol Grubu
174 Erkek Kontrol Grubu
175 Bayan Kontrol Grubu
176 Bayan Kontrol Grubu
177 Erkek Kontrol Grubu
178 Bayan Kontrol Grubu
179 Erkek Kontrol Grubu
180 Bayan Kontrol Grubu
181 Bayan Kontrol Grubu
182 Bayan Kontrol Grubu
183 Bayan Kontrol Grubu
184 Bayan Kontrol Grubu
185 Erkek Kontrol Grubu
186 Erkek Kontrol Grubu
187 Bayan Kontrol Grubu
188 Bayan Kontrol Grubu
189 Erkek Kontrol Grubu
190 Erkek Kontrol Grubu
191 Bayan Kontrol Grubu
192 Erkek Kontrol Grubu
193 Bayan Kontrol Grubu
194 Bayan Kontrol Grubu
195 Bayan Kontrol Grubu
196 Erkek Kontrol Grubu
197 Bayan Kontrol Grubu
198 Bayan Kontrol Grubu
199 Erkek Kontrol Grubu
200 Erkek Kontrol Grubu
201 Bayan Kontrol Grubu
202 Bayan Kontrol Grubu
203 Erkek Kontrol Grubu
204 Bayan Kontrol Grubu
205 Bayan Kontrol Grubu
206 Bayan Kontrol Grubu
207 Erkek Kontrol Grubu

88



EK-C (Devam): Calisilan Kanserli ve Kontrol Grubu Olmak Uzere Toplam 208 Olgunun
Listesi

Olgu Cinsiyet Tam

208 Bayan Kontrol Grubu
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