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Kadinlarda meme kanseri diinya capinda en yaygin malignansidir. Sporadik
insidansin yiiksek olmasina karsmn ailesel oran diisiiktiir. TP53 tiimor suppressor geni
kromozom 17 iizerinde lokalize olmustur ve muhtelif malignansilerle iligkilidir. Yeni ortaya
cikarilmis bir polimorfizm olan MDM2 promotor bolgesi polimorfizmi de yine bir ¢ok
kanserle iligkilidir. Bu calismada; meme kanserli hastalarda, kodon 72 TP53 ve MDM2
SNP309 polimorfizmi arastirilmistir. Polimorfizm ve allel frekanslari i¢in 75 meme kanserli
hastadan ve kontrol i¢in 75 saglikli kan vericisinden kan alindi. Periferal mononiiklear kan
hiicrelerinden DNA ekstrakte edilerek PCR tabanli RFLP iglemi uygulandi. Meme kanserli
hastalar ve Kontrol gruplar1 arasinda sirayla kodon 72 i¢in frekans; homozigot arjinin %38,7
ve %45,3, homozigot prolin %13,3 ve %12, heterezigot Arg/Pro %48 ve %42,7 seklinde
bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplari arasinda allel frekanslari agisindan anlamli bir
farklilik yoktur. Buna gore TP53 kodon 72 polimorfizminin Tiirk popiilasyonu agisindan
meme kanseriyle iligkisi gosterilememistir. Meme kanserli hastalar ve Kontrol gruplari
arasinda sirayla SNP309 igin frekans; homozigot GG %28 ve %20, homozigot TT %20 ve
%26,7 heterezigot T/G %52 ve %53,3 seklinde bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplari
arasinda allel frekanslari agisindan anlamli bir farklilik yoktur. Buna gore MDM2 SNP309
polimorfiziminin tiirk popiilasyonu agisindan meme kanseriyle iligkisi gosterilememistir.

Anahtar kelimeler: Meme Kanseri, Polimorfizim, TP53, Kodon 72, MDM?2, SNP309, PCR,
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP).
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Breast cancer is the most common female malignancy worldwide. Despite the high
incidence of sporadic cases, the rate of familial breast cancer is low. The tumor suppressor
gene TP53 (alias p53), located on chromosome 17, has been involved in various
malignancies. A novel polymorphism in the promoter region of MDM2 was associated with
cancers. Polymorphisms in codon 72 of TP53 and MDM2 SNP 309 have been studied in
breast cancer. For study of polymorphisms and allele frequency, 75 female patients with
breast cancer and 75 healthy blood donors as control group were recruited. DNA from
peripheral blood mononuclear cells was extracted and amplified using RFLP based
polymerase chain reaction. Frequency of homozygotic arginine at codon 72 was %38,7 in
patients and %45,3 in controls, for homozygotic proline it was %13,3 and %12, and for
heterozygotic Arg/Pro it was %48 and % 42,7, respectively. No significant difference was
found between patients and controls regarding allele frequencies. Polymorphism in codon 72
of TP53 gene was not associated with breast cancer in Turkish patients. Frequency of
homozygotic GG at SNP309 was %28 in patients and %20 in controls, for homozygotic TT
it was %20 and %26,7, and for heterozygotic T/G it was %52 and %53,3, respectively. No
significant difference was found between patients and controls regarding allele frequencies.
Polymorphism in SNP309 MDM2 gene and was not associated with breast cancer in Turkish
patients.

Key words: Breast cancer, Polymorphism,TP53, Codon 72, MDM?2, SNP309, Restriction,
PCR, Fragment length polymorphism (RFLP).
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1.GIRiS Bahaddin ARI

1.GiRiS
1.1. Meme Kanserinin Epidemiyolijisi

Amerikan Kanser Dernegi 2001 yilinda 192.000 yeni meme kanser olgusu ve
bunlara bagli 40.860 oOlim bildirmistir. Kanserlere bagh oOliimlerde, akciger
kanserinden sonra meme kanseri ikinci sirada yer almaktadir. Tani ve tedavi
yontemlerindeki gelismelere ragmen meme kanserli kadinlarin yaklagik dortte birinin
hastaliga bagl olarak Gliimleri beklenmektedir. Bununla birlikte, Amerika Birlesik
Devletlerinde, her sekiz kadindan biri hayati boyunca risk altindadir ve meme
kanserli kadinlarin %75°1 50 yasin {izerindedir. Kirk yasindan daha genglerde meme
kanseri goriilme orani sadece %5 dir. Bilinmeyen nedenler ile meme kanser insidansi
tim diinyada artmistir. Birlesik Devletlerde 1980’11 yillarda bu artis %3-4 oraninda
iken glinlimiizde ylizde bir civarmdadir. Gliniimiizde her 100.000 kadinin 111°inde
meme kanseri izlenmekte ve yiikselme ivmesi bir plato c¢izmektedir. Meme
kanserinden sorumlu muhtemel etkenlerin saptanmasi ve tedaviyi miimkiin kilacak

erken taniya ulasilmasi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (Kumar ve ark., 2004).
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Cizelge 1.1. Meme kanserinde faktorlere gore goreceli risk.

FAKTOR GORECELI RiSK
Cografik Faktorler Degisik bolgelerde fakllik gostermekte
Yas 30 yasin Uzerinde risk artmakta
Aile éykisi
1. derece yakininda meme kanseri 1.2-3.0
Premenopozal dénem 3.1
Premenopozal dénem ve bilateral 8.5-9.0
Postmenopozal dénem 1.5
Postmenopozal dénem 4.0-54
Menstruel 6ykii
Menars yasi < 12 yas 1.3
Menopoz yasi >55 1.5-2.0
Gebelik
25-29 yaslarinda ilk canli dogum 1.5
30 yasin Uzerinde ilk canli dogum 1.9
35 yasin Uzerinde ilk canli dogum 2.0-3.0
Dogum yapmamis kadinlarda 3.0
Benign meme hastaliklarn
Proliferatif hastalik 1.9
Atipik hiperplazili proliferatif hastalik 4.4
Lobdler karsinoma insitu 6.9-12.0
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1.1.1. Cografi Cesitlilik

Meme kanserinin insidansi ve mortalite oranlari, iilkeler arasinda sasirtici
farkliliklar gostermekle beraber meme kanseri goriilme riski Kuzey Amerika ve
Kuzey Avrupa’da, Asya ve Afrika’ya gore daha yiiksektir. Birlesik devletlerdeki risk
ve Japonya’ya gore Olim orant 5 misli daha fazladir. Bu farkliliklarin genetik
orijjinden ziyade cevresel faktorlere bagli olduklar1 sanilmaktadir. Ciinkii diisiik
insidansli bir bolgeden yiiksek insidansh bir bolgeye go¢ edenlerde (veya tam tersi),
goc ettikleri bolgenin kanser oranlarina adaptasyon saglanmaktadir. Diyet
reprodiiktif patern ve beslenme aligkanliklarinin da etkiledigi diisiiniilmektedir

(Kumar ve ark., 2004).
1.1.2. Yas

30 yasin altindaki meme kanserleri nadirdir. Bu yastan sonra yagam boyu risk

giderek daha artar. Menopozdan sonra ise bu yiiksek ivme plato ¢izer.

1.1.3. Genetik ve ailesel oykii

Meme kanserlerinin ortalama %35-10’nun spesifik kalitsal mutasyonlarla ilgili
oldugu kabul edilmektedir. Meme kanserine duyarl bir gen tasiyan kadinda sayet bir
kanser gelisimi sz konusu ise bu menopozdan once ortaya ¢ikar, bilateral kanser
niteligindedir, diger kanserlerle birlikteliklere sahiptir (6rnegin over kanseri), anlaml
bir ailesel Oykiiye sahiptir (akrabalarindan bircogu menopoz Oncesi hastaliga
yakalanmistir), ya da bazi etnik gruplara aittir. Ailesel meme kanserli kadinlarin
ortalama yaris1 BRCA1 geninde (kromozom 17qg21.3’de lokalize) mutasyonlara
sahiptir ve ayrica 1/3’tinde BRCA2’de mutasyonlar (kromozom 13ql12-13’te) soz
konusudur. Bunlar biiylik kompleks genlerdir ve biri digeri ile yada diger bilinen
genlerle yakin bir benzerlik icinde degillerdir. S6z konusu genlerin
karsinogenezisteki kesin rolii ve meme kanserine iliskin rolatif spesifitesi hala tam

olarak ac¢ikliga kavusmus olmamakla birlikte, bu genlerin ikisinin de DNA tamirinde
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kritik rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu genler tiimor baskilayic1 gen 6zelligindedir.
Penetrans derecesi, kanser baslangic yasi, diger kanser tiplerine yatkinlik ve
mutasyon tipi ile degisir. Bunun yaninda cogu tasiyicida meme kanseri 70 yas
civarinda gelisirken, mutasyon tasimayan kadinlarda kanser gelisimi sadece %7 dir.
Bu genlerin ailesel olmayan sporadik meme kanserlerindeki rolii agik degildir, ¢linkii
bu tiimorlerde mutasyonlar nadiren goriiliir. Sporadik kanserlerde gen
aktivasyonunda islev goren diizenleyici genlerdeki metilasyonlar gibi diger
mekanizmalarin rol oynadigi olasilig1 s6z konusudur. Meme kanseri ile birliktelik
gosteren daha az alisilagelmis genetik hastaliklar icersinde Li-Fraumeni sendromu

Cowden hastalig1 ve ataksia-telanjiektezia gen tastyicilaridir (Kumar ve ark., 2004).

Iyi tanimlanmis familyal sendromlar malignitelerin olusumunu saglamakla
birlikte sporadik meme kanserlerde de genetik degisikliklerin rol oynadigi
disiiniilmektedir. Diger kanserlerde oldugu gibi c¢ogu protoonkogeni ve tiimor
stipressOr genleri etkileyen mutasyonlar meme epitelinde onkogenik transformasyon
prosesine yardim ederler. Bunlarin arasinda en karekteristik olan ve meme
kanserlerinin %30’unda izlenen ERBB2 (HER/NEU) protoonkogeninin ifadesinin
artmasidir. Bu gen epidermal biiylime faktor reseptor ailesindendir ve bunun over
ekspresyonu kotii prognozla birliktedir. Ayn1 sekilde, bazi meme kanserlerinde RAS
ve MYC genlerinin amplifikasyonu gosterilmistir. Timor siipressor genlerden RB1
ve TP53’te de mutasyonlar olabilir. Cok muhtemeldir ki normal epitelyum hiicresinin

kanser6z hiicreye donlismesinde multipl kazanilmis mutasyonlar etkili olmaktadir.
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S faz1 srrasinda hiicreler her bir
kromozomunu kopyalayarak 6zdes
iki sister kromatid olustururlar.
Lilil] Sekildeki Siyah ve kirmuizi olarak
nl Gift iplik king gosterilen ~ DNA’lar  homolog

sekanslara sahip kardes

WA W

i b er—

EEERE aEEEE kromatidlerdir. 1. adim: Kromatid
e R RS icinde bir ¢ift zincirli DNA kirik
BETENE N formdadir. 2. adim: kirik ¢ift zincir
N s ‘ ATM  kinazi  aktive  eder.
(ReA) r/,—-[ ATMES Ekzoniikleaz setinin aktivasyonuna

f’H;D_JZ =.\ mm liderlik eden ATM kinaz oiluisan bu

kompleksle beraber her iki kirik
e /F "‘m ,/H wm‘\. zincirden  niikleotidleri 3-5
(BRCAZ) @ReAD TN yoniinde kaldirilmasida rol oynar.
D_g oot H Nikleotik Deretmve  Sonunda 3’ ile sonlanan tek iplikli
+ [Dider Pr nlar Mk in Filam .

e bir yapi olusurulur. Bu proseste
BRCA1 ve BRCA2 proteinleri ve
—— C— diger proteinler (6rnegin Rad51) tek
Nikleoprotein ¥ =mmts | ool lll, iplikli DNA ile bir serbest 3’ ile
Fllamenti = *' sonlanan niikleoprotein filament
B : —— olusumu i¢in polimerizasyon ile
p,.-.,[}52 ligkilidir. 3. Admm: Bir Rad5l1

RADE"* b Homolo)l aramasi ve . .
e Molekil Fermasyon exiemes  NUKleoprotein  flament,  kardes
i kromatid iizerinde homolog c¢ift
: ; ipliki DNA sekansi icin tarama
alllls —llils yapar. Ondan sonra ortak molekiil
: £33 s formasyonunun yaratilmasi i¢in ¢ift
: iplikli formu istila eder ve homolog
SR DNA ipligi iizerinden 3’ ile
cimeraz B icixuzamas sonlanan tek iplikli DNA yapismin
G At v eksik olan bazlar1
R _ === komplomenteriyle eslenir. Adim 4:
) TTTTTTTT I I T I ] 77 Replikatif DNA Polimeraz hasarl
T _ " DNA  ipligini, kahp  olarak
iy EE:EEE*";;Q;:{:':;:Z kullandlg{ hasarli olmayan DNA
segmentinin komplementar
' T} SrrTTTTTT sekanslart ile  uzatir. Adim S:
pb bt LS bundan sonra bu onartlmis 3° ile
Eyestiroast sonlanan DNA ipligi hasarli diger
DNA Polimeraz, 3> 1ile sonlanan DNA ipligine
lgaz 8| Bosiukiarn Doldurdmas:  kaliplik gorevini yaparak
v Ligasyon

= eslesmesini saglar. Adim 6: geride
CTUTTTTTTTTTTTTITTITT NI kalan herhangi bir bosluk DNA
~ polimeraz ve DNA ligaz
enzimleriyle doldurulur.

Sekil 1.1. DNA’nin onarilmasi
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1.2. Benign ve Malign Neoplazmlar

Neoplazi’nin sozcikk anlami yeni biiylimedir. Willis neoplazmi, normal
dokuyu asan ve onunla koordine olamayan, degisme yol acan, uyari durduktan sonra
bile aymi sekilde asir1 biiyiimeye devam eden anormal doku kitlesi olarak
tanimlamistir. Esas olarak biitiin neoplazmlarin kdkeni, normal biiylime kontrollerine
cevabin kaybidir. Neoplastik hiicreler belirgin derecede normal hiicre biiyiimesini
kontrol eden diizenleyici etkilerden bagimsiz ¢ogalma devam ettiginden, degisime
ugradigl sdylenir. Ayrica neoplazmlar parazit gibi davranarak metabolik ihtiyag¢lari
icin normal hiicreler ile yarigirlar. Neoplazmlar belirli derecede otonomiden hoslanir
ve lokal g¢evreleri ile konak¢min beslenme durumuna bakmaksizin az veya g¢ok
biiylikliigiinii arttirirlar. Buna karsin otonomileri tam degildir. Bazi neoplazmlar
endokrin destege gerek duyar ve boyle bagimliliklar neoplazm icin dezavantaj
olusturabilirler. Genel tip kullaniminda neoplazm siklikla tiimor olarak ve timor
konusu da onkoloji olarak amlir. Onkolojide neoplazmlarin benign ve malign
kategorilere ayrilmasi ¢ok dnemlidir. Bu siniflandirma neoplazmin potansiyel klinik
davranisinin degerlendirilmesine dayanir. Bir tiimoriin mikroskobik ve makroskobik
ozellikleri ile goz oOniinde bulundurularak nispeten sessiz kabul edildiginde yani
lokalize kalacagi, diger bolgelere yayilmayacagi ve bu nedenle lokal cerrahi
cikarilma ile hastanin sag kalacagi diisliniiliirse benign oldugu sdylenir. Ama
unutulmamasi gereken bagka bir ayrmti ise benign tiimorlerin lokalize sisliklerden
daha fazla sorun yaratacagi bazen ciddi hastaliklara yol agabilecegidir.

Malign tiimorler topluca kanser olarak adlandirilir. Latince yenge¢ denmesi
bu acidan manidardir. Malign olarak degerlendirilen neoplazm komsu yapilara
yayilan onlar1 harap eden ve uzak bdlgelere yayilarak yani metastaz yaparak
Oliimlere yol agabilen bir lezyondur.

Bircok kanser tiirliniin yliksek mortalite oranmna sahip olmasi yliziinden
kanser, diinya capinda tiim hastaliklar arasinda kardiovaskiiler hastaliklardan sonra
olime yol agan en Onemli etkendir. Iste tiim bu nedenlerden otiirii kanserin
molekiiler patogenezinin anlagilmasina yonelik c¢aligmalar yogun bir sekilde

surdirilmektedir.
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1.3. Kanserin Molekiiler Temeli

Kanserin molekiiler temelinin anlasilabilmesi i¢in Oncelikle hiicrede
gerceklesen bazi temel olaylarin detayli bir sekilde irdelenmesinde fayda vardir.
Bunlar sirasiyla: Hiicre Dongiisii, Protonkojen-Onkojen aktivitesi ve tiimor siipressor
yolaklaridir. Tiim diinyada bilim insanlar1 yogun bir sekilde bu birbirlerinden

ayrilamayan mekanizmalar lizerinde ¢aligmaktadir.

1.3.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre Dongiisii prolifere olmak tlizere uyarilmis bir hiicrede gergeklesen ve
bir dizi gegici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir
stiregtir. Hiicre dongiisii, proliferasyon, farklilasma ve apoptozis gibi temel hiicresel
fonksiyonlar1 diizenlediginden biiyiime ve doku yenilenmeleri ile yakin iliski i¢cinde
bulunmaktadir. Iste tiim bu diizenleme fonksiyonlarinm hiicre ddngiisii i¢inde yer
alis1 organizmadaki hemen her tiir fizyolojik veya patolojik durumda hiicre
dongiistiniin nedenli kritik bir 6neme sahip oldugunu gosterir (El-Deiry ve ark.,
1993).

Hiicre dongiisiiniin tiimii belirgin bir evreler dizisi olmaktan ¢ok bir siireklilik
durumudur fakat kolaylik acisindan dongiiniin alt kategorizasyonunun yapilmast bir
nevi adet haline gelmistir. Kisaca hiicre dongiisii Interfaz ve mitoz olarak ikiye
ayrilabilir. Interfaz sirasiyla G1, GO, S ve G2 evresine ayrilabilecegi gibi mitos da
Profaz, Metazfaz, Anafaz ve Telofazdan seklinde alt kategorize edilebilir. (Klug ve

ark., 2002).

1.3.2. Siklin Alt Uniteleri ve CDK-Siklin Kompleksleri

Hiicre dongiisii, ¢oklu protein kinaz kompleksleri tarafindan katalizlenen
protein fosforilasyonu araciligtyla kontrol edilir (Klug ve ark., 2002). Bir CDC (cell

cycle division = hiicre boliinme dongiisii) kinaz, bir siklinle ¢alistiginda buna cdk
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protein (cylic dependent kinase = siklin bagimli kinaz proteini) denir. CDK’lar kendi
baslarma bulunduklarinda inaktiftirler ancak siklinlerle etkilesime girerek
aktiflesirler ve boylece aktif SIKLIN-CDK kompleksleri meydana getirebilirler. Bu
aktif kompleks hedef proteinleri fosforile ederek dongiiniin devamliligini saglar
CDK-SIKLIN protein kompleksinde CDK’lar katalitik alt {initeler iken siklinler
regiile edici alt liniteler seklinde gorev yapar (Alberts ve ark., 2002).

Hedef Proteine
Baglanma

CDK-Siklin
% Baglanmasi
e  —

1 CDK i

Hedef Proteinin
Fosforilasyonu

Sekil 1.2. CDK aktivasyonu ve hedef proteinin fosforilasyonu

Cizelge 1.2. Hiicre Dongiisii evrelerine gore siklinler ve CDK partnerleri.

Siklin-CDK Kompleks | Siklin CDK Partner
G1-Cdk Siklin D | Cdk4, Cdk6
G1/S-Cdk Siklin E | Cdk2

S-Cdk Siklin A | Cdk2

M-Cdk SklinB | Cdk1
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Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi esnasinda CDK aktivitesi en az 4 molekiiler
mekanizmayla diizenlenir. Diizenlemenin ilk basamagi CDK’larin kendi siklinleriyle
eslesmesidir. Ikinci regiilasyon CDK/SIKLIN kompleksinde CDK’nin 160.
pozisyonu civarinda fosforile edilmesidir. CDK’larin fosforilasyonla aktivasyonu
“CAK” (CDK aktive edici kinaz) ile katalizlenir. Bu katalizoriin esas1 da yine bir
CDK kompleksidir (CDK7/SIKLIN-H). CDK7/SIKLIN-H kompleksi ayn1 zamanda
RNA polimeraz II ile yapilan transkripsiyonda ve DNA tamirinde de gorev yapar.
Ugiincii regiilasyon ise CDK proteinlerinin amino ucundaki threonin ve tirozin ile
gerceklesen inhibisyondur. Ozellikle CDK1 ve CDK2, threonin 14 ve tirozin 15’in
fosforlanmasi ile inhibe edilir. Daha sonra CDK25 fosfataz ile defosforile edildiginde
aktif hale gelir. Son regiilasyon ise CDK/SIKLIN komplekslerine inhibitor
proteinlerinin baglanmasiyla gergeklestirilir. Ayrica inhibitorlerde bir CDK inhibit6r
ailesi olusturur. Ornegin pl6 CDK inhibitér proteini CDK4-CDK6/SIKLIN D
kompleksine baglanarak hiicreyi 6zellikle G1 evresinde inhibe eder. (Alberts ve ark.,

2002).

1} Siklinlerle iligkili diztnleme

4) CDKI ite iligkili
dizenleme

p 2) Aktive edici fosforilasyon
3) Inhibe edici fosforilasyon threonin 160

threonin 14 ve tirozin 15

Sekil 1.3. CDK aktivitesinin molekiiler organizasyonu
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1.3.3. Biiyiime Faktorleri ve D Siklinler

Dinlenme fazindaki (GO) bir hiicre, biiyiime faktdrleri tarafindan tekrar hiicre
siklusuna dahil edilebilir. Biiyiime faktorii sinyalleri ile hiicre dongiisii arasindaki
kritik iliski D-Siklinler ile diizenlenir. D tipi siklinler c¢abuk yikilabildiginden,
biiylime faktorleri ortamdan uzaklastiginda hiicre i¢i derisimleri hizla diiser boylece
biiylime faktorleri G1 evresinde oldugu miiddetge Cdk4/Siklin-D kompleksi, hiicre
dongiisiiniin, G1-S kontrol noktasindan ge¢mesini saglar. Eger bu kisitlama
noktasindan once biiyltime faktorleri ortadan kalkarsa hiicrede Siklin D diizeyi birden
diiser ve hiicre siklusu G0’da sessiz, stabil kalir. Siklin-D’nin diizensiz ekspresyonu
lenfoma ve goglis kanserleri gibi gesitli kanserlerin gelisimine katkida bulunur.
Ayrica Cdk4/siklin D kompleksine baglanan Cdk inhibitorlerine ait mutasyonlar,

kanser hiicrelerinde ¢ok¢a rastlanmaktadir.

1.3.4. CDK inhibitorleri

Hiicre dongiisii, sadece biliylime faktorleri degil; dongiiniin devamini
engelleyen cesitli sinyallerle de diizenlenir. Ornegin hiicre temaslar1 ve cesitli
ekstraseliiler faktorler hedef hiicre proliferasyonunu uyarmak yerine inhibe ederler.
Bu gibi inhibitor sinyallerin etkileri ¢ogunlukla Cdk inhibitorlerinin uyarist ile
harekete gegen hiicre dongiisii regiilatorleriyle desteklenir. p53 timor siipressor
geninin bir DNA hasarmma verdigi cevap siklus inhibitdrlerine, 6rnek olarak
gosterilebilir. pS3 proteini bir transkripsiyon faktoriine benzer sekilde DNA’ya
baglanarak p21 genin ekspresyonuna neden olur. Bu ifade sonrasinda sentezlenen
p21 proteini bir Cdk/Siklin inhibitoriidiir. p21 proteini hiicre siklusunun ilerlemesini
iki sekilde inhibe eder. Bunlardan birincisi: Cdk/siklin kompleksinin inaktivasyonu,
ikincisi ise dogrudan replikasyonun inhibisyonudur. Direkt olarak replikasyonun
inhibisyonu, p21 proteinin PCNA’ya (prolifreting cell nuclear antigen)
baglanmasiyla gergeklesir. PCNA, DNA Polimeraz 6’nin bir alt birimidir. TGF-3

polipeptid faktorii hayvan hiicrelerinin ¢ogalmasini kontrol eden iyi karekterize

10
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edilmis ekstraseliiler bir inhibitordiir. Bu faktor ¢esitli epitel hiicrelerin siklusunda
islev gostererek G1 evresinde dongiiyii durdurur. Bu aktivite Cdk4/Siklin-D
kompleksinin p15 ve p27 inhibitor proteinlerinin uyarisiyla gerceklesir. Ayrica bazi
memelilerin hiicrelerinde ikinci haberci olarak islev yapan CAMP, bir Cdk inhibitorii

olan p27 proteinini harekete gecirerek hiicre cogalmasini G1 noktasinda inhibe eder.

Cizelge 1.3. CDK/Siklin kompleksleri ve inhibitorleri.
INHIBITOR | CDK/SIKLIN KOMPLEKSI
Cdk4/cyclin D

15, p16
P> P Cdk6/cyclin D
Cdk4/cyclin D
Cdk6/cyclin D

p21, p27

Cdk2/cyclin A
Cdk2/cyclin E

1.3.5. Kontrol Noktalar

Olusan herhangi bir kusur halinde hiicre dongiisiinii dolayisiyla boliinmesin
durduran noktalardir.G1 fazindaki hiicre bulundugu c¢evre ile ilgili verileri
degerlendirerek siklusun baska bir evresine girilip girilmeyecegine karar verir. Iste
bu noktaya restriksiyon noktasi veya “R” noktasi denir. Hiicre dongiisiiniin R noktas1
gibi parcalar1 kontrol noktalar1 (cehckpoints) olarak adlandirilir (Alberts ve ark.,
2002).

[-Replike Olmamis-DNA Kontrol Noktasi

11-I§ toplulugu Kontrol Noktas1

[II-Kromozom-ayrimi Kontrol Noktas1

IV-DNA hasar1 Kontrol Nokasi

a) G1 Kontrol Noktas1 (Siklin D-CDK4/6)

b) S Fazma Giris Kontrol Noktasi (Siklin E/A-CDK2)
¢) S Fazi Kontrol Noktasi (Siklin A-CDK2)

d) Mitoz Giris Kontrol Noktas1 (Siklin A/B-CDK1)

11
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Replike olmamis DNA kontrol noktasinda (1) siklin A-CDK1 ve Siklin B-
CDKI1 aktivasyonunu saglayan Cdc25C proteinini fosforile ederek inaktif hale
getiren ATR-Chkl protein kinaz kaskadi sayesinde engellenme gergeklestirilir.
Bdylece mitoza giris inhibe edilir. Ig toplulugu igindeki kontrol noktas1 (2) Mad 2 ve
diger proteinler sekiirinin poliiibikiitasyonu icin gerekli APC spesifik faktoriin
aktivasyonu inhibe eder. Boylece anafaza giris engellenir. Kromozom-ayrimi kontrol
noktasinda (3), niikleoli den serbest kalan Cdc14 fosfataz, APC spesifik faktoriin
(Cdh1) aktivasyonunu engelleyerek dongiiyli durdurur. APC spesifik faktor (Cdhl)
hem B tipi siklinlerin poliubikitasyonu i¢cin hem de Sicl’in indiiksiyonu i¢in
gereklidir. DNA-hasar1 kontrol noktasinda (4) ATM veya ATR protein kinazlar
aktive edilir. Aktif kinazlar iki yolagi tetikler. Bunlar: Chk-Cdc25A yolagi (4b ve 4c)
S faz1 girisinde yada gegisinde engellenir ve P53-pP21<" yolagi G1, S ve G2’nin (4a-

4b) durdurulmasinda 6ncii rolii oynar (Sekil 1.4.).

1.3.6. Protoonkogen-Onkogen aktivitesi

Biiyiime faktorlerinin farkli komponentlerini kodlayan genlerin mutasyonlar1
hiicrede boliinme kontroliiniin kaybma neden olarak bir tiimor gelisimine yol
acabilir. Bu nedenle bu genlere proto-onkogenler veya hiicresel onkogenler denir.
Onemli islevleri nedeniyle hiicresel onkogenler evrimsel olarak korunmuslardir. Yap1
ve islevsel olarak birbirleriyle uzak akraba metazoalarda ya ¢ok benzerdir ya da
aynidir. Normal hiicrelerde, hiicresel onkogenler iiremenin kotnroliiyle iligkili
oldugundan; bunlarm kodladig1 proteinleri dort smif igersinde toplayabiliriz (Turner

ve ark., 2003).

1- Biiytime faktorleri
2- Biiylime faktorii reseptorleri
3- Intraselliiler sinyal ileticiler

4- Niiklear transkripsiyon faktorleri
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Cizelgel.4. Proto-onkogenlerin onkogenlere dontisiimii.

MEKANIZMA c-onc
Nokta mutasyon ras
Tranlokasyon abl

Gen Urdnunin asiri ifade edilmesi c-onc
**Viral katilim (insersiyon) ile yeni promotor mos,myb
**Viral katilim ile yeni etki art tirici (enhancer) myc
**Proto-onkogenlerin arttirnmi (amplifikasyon) myc

1.3.7. Biiyiime Faktorleri ile Tlgili Aktiviteye Bagh Olarak Gozlenenler

a) SIS onkogeni: Trombosit kokenli bilyiime faktériiniin (PDGF) bir alt
iinitesini kodlar. Bir hiicre PDGF reseptoriine sahipse, bu biiyiime faktoriiniin fazla

iretimi kanserlesmeyi uyarir.

b) FMS onkogeni: Kan hiicresi olusturmasi i¢in kemik iligi hiicrelerini
uyaran koloni-stimiile eden faktor-1 (CSF-1) reseptoriiniin  mutasyonlu bir
versiyonunu kodlar. Normal CSF-1 reseptoriiniin karboksil ucunda 40 amino asit,
FMS proteininde alakasiz 11 amino asitle yer degistirmistir. Sonugta FMS proteini

CSF-1’in varliginda yada yoklugunda devaml olarak aktiftir.

¢) RAS onkogenleri: Bircok hiicre yiizeyi reseptorlerinden enzimlere
uyarinin ge¢mesini saglayan ve ikinci mesajlar1 ilireten plazma membran
proteinlerinin G-protien ailesi liyelerini kodlar. G-proteinleri aktive olduklarinda,
GTP’ye baglanirlar ve kendi GTPaz aktivitleri ile inaktive olurlar. Ras onkogenleri
kendi GTPaz aktivitelerini engelleyen nokta mutasyonlarina sahiptir. bu nedenle

aktif formlarin1 normalden ¢ok uzun siire korurlar.
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Normal CSF-1

tirozin
kinaz
domeni

reseptdrin
inaktivasyonu igin
gerekli olan
tirozin rezidiesi

Sekil 1.5. CSF1 reseptorii ve fms onkogen tiriint (Turner ve ark., 2003)

Normal G proteini
hijcre-ylzey

reseptdriince
aktivasyon
DP GTP
INAKTIF AKTIF

ikinci mesaj

Enéo GTPaz
aktivitesince
inaldivasyon

firozin
kinaz
domeni

fms onkogen
reseptéri arin

plazma membrani

anahtar tirozini de igine
alan amino asitlerin
degistirlimesi

ras onkegen Grong

hiicre yizey
raseptdrince
aktivasyon
Gop IJTP
INAKTIF AKTIF

ikinci mesaj

GTPaz yok
inaktivasyon yok |

Sekil 1.6. Normal G proteini ve ras onkogeni (Turner ve ark., 2003)
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1.3.8. Niiklear Onkogenler

myc Onkogeni: Normal hiicrelerde myc geninin ifadesi, PDGF’yi de iceren

degisik mitojenler tarafindan uyarilir. myc tarafindan kodlanmis protein, 6zel DNA
sekanslarma baglanir ve muhtemelen hiicre boliinmesi i¢in gerekli olan genlerin
transkripsiyonunu uyarir. Kanser hiicrelerinde myc geninin asimr1 ifadesi farkli
mekanizmalarla gerceklesebilir. Bunlar viral giliclendiriciyle veya c¢esitli

lokasyonlarla olabilir.

fos ve jun onkogenleri: Normal bir transkripsiyon faktorii olan AP-1’in alt

iinitelerini kodlar. Normal hiicrelerde fos ve jun’un ifadesi mitojenik bir uyaridan
hemen sonra gecici olarak gerceklesir. Bunlarin gen tiriinleri sadece transkripsiyonun
orani ile regiile edilmez ve mRNA kararlilig1 da 6nemlidir. Kanserlesmis bir hiicrede

her iki islemde artmus olabilir.

erbA onkogeni: Bu gen tiroit hormonu i¢in olan niikleer reseptoriin uglari

kirpik bir versiyonunu kodlar. Bu hormon baglandiginda tiroit hormon reseptorleri,
spesifik genlerin ifadesini diizenleyen transkripsiyon faktorleri seklinde islev goriir.
erbA proteinin, normal reseptore gore karboksil-u¢ bolgesinde eksiklikleri vardir,
dolayis1 ile hormona baglanamaz ve gen transkripsiyonunu uyaramaz. Bununla
beraber, DNA iizerindeki ayni yerlere hala baglanabilir ve normal tiroit reseptdriiniin

bir muhalifi olarak ig gortir.

1.3.9. Tiimor Siipressorler ve Baz1 6nemli Kanser yolaklar veya aglan

Hiicre dongiisiiniin kritik sayilabilecek kontrol noktalarinda islev gosteren ve
hiicrenin bdliinmesini baskilayan bir grup gendir. Tek alleldeki degisikligin normal
islevi degistirdigi hiicresel onkogenlerin aksine tiimor siipressér genlerin ancak her
iki allelindeki normal islevin kaybi, kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve timor

gelisimine neden olur. Yani tiimor stipressor genlerin mutasyonlar1 hiicresel diizeyde
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resesiftir. Tumor siipressor genlerin birinci allelindeki kayip genellikle baz
degisikligi veya delesyon gibi bir mutasyondur. Diger alleli (allel 2) etkileyen ikinci
olay da bir mutasyon olabilir, fakat hatali hiicre boliinmesi (mitozda nondisjuction)
veya bagska mekanizmalarla kromozom kaybi1 (mitotik rekombinasyon) sonucu
islevsizlik daha siklikla goriiliir. Siipressor gendeki ilk mutasyon ya zigotta var
olabilir (germinal mutasyon) ya da ilgili dokudaki tek bir hiicrede (somatik)
olusabilir. Sonugta bir alleldeki kayip hiicreyi timoér gelisimine yatkinlagtirir.
Germinal mutasyon sonucunda tiim hiicreler etkilenir. Somatik mutasyonda ise
sadece mutasyona ugrayan hiicre etkilendigi icin germinal mutasyonlarin

organizmadaki kanser gelistirme ihtimali somatik mutasyonlara gore daha yiiksektir.

Sporadik Retinoblastoma

RB/RB l RB/RB

RB/RB
miutasyon

fkinci
mutasyon

Sekil 1.7. Sporadik retinoblastoma
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Ailesel Retinoblastoma

RB/rb

ikingci

mitotik
krosover

Zigot

Sekil 1.8. Ailesel retinoblastoma

Normal hiicrelerde proliferasyon, farklilasma ve hayatta kalim, birbirleriyle
kismen ilisik smirli sayidaki yolaklar araciligiyla diizenlenir. Bu yolaklar biiylime
faktorleri, hormonlar, hiicre-hiicre ve hiicre matriks etkilesiminin iletim ve
biitiinleyim sinyalleridir. Yolaklar deregiilasyon ile kanser yolaklar1 haline
dontistirler. Kanser yolaklarmin uygunsuz aktivasyonu ve bazi durumlarda
inaktivasyonu insan kanserlerinin progresyonu ve gelisimi i¢in oldukg¢a kritiktir.
Belirli birgok proto-onkogen ve tiimdr siipressor, kanser yolaklarinin ya icinde

bulunur ya da onlar1 etkileyecek derecede yakin bulunurlar (Schulz., 2002)
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Cizelge 1.5. Onemli kanser tiirleri ve onlarla iliskili tiimdr siipressor genler,

onkogenler ve yolaklar1 (Schulz., 2002).

Yolak icerdigi kanserler Onkojen proteinler TUmor stpressorler Kritik nokta
Onkojenik reseptor
MAPK Yolagi Birgok RAS,BRAF,(MYC) tirozin kinazin
efektorligu
Onkojenik reseptor
PI3K Yolagi Birgok PI3K, AKT PTEN,CTMP tirozin kinazin
efektorligu
TP53 agi Birgok MDM2/HDM2 TP53, ATM, BAX
RB1 a Bircok Siklin D1, CDK4, RB1, p16™ ",
agi irco
g ¢ (MYC) p1 5INK4B‘P57KIP2
Tipik olarak
Karsinomalar, bazi karsinomalarda
. TGFBRII, SMAD2, o
TGFR yolagi yumusak doku kanserleri, inakiftir fakat
SMAD4, RUNX
bazi I6semiler yumusgak doku
kanserlerinde aktiftir.
Onkoenik sitokin
JAK/STAT Bazi karsinoma, bir gok reseptorleri ve
STATS3, STAT5(?) STAT1(?), SOCSH1 . o
Yolagi |6semi ve lenfoma fuzyon proteinlerinin
efektorlGgu
Guclu etkisi hiicre
Bazi I6semiler ve bir gok n R
NFkB Yolagi . REL proteinleri CYLD tipine ve igerigine
karsinoma
baghdir
E-Kadherin ve
Kolon, karaciger, meme,
WNT yolagi WNT1,B3-Katenin APC, AXIN SFRPs tarafindan
mide ve diger karsinomalar
modiuile edilir
Spesifik cilt, beyin ve SHH(?), PTCH1, PTCH2,
SHH Yolag:
akciger kanserlerinde SMO,GL1(?) SUFU
Guglu etkisi hiicre
T-Hicre lenfomalari, )
NOTCH Yolag! NOTCH1 NOTCH1 tipi konteksi ve gen

Karsinomalar

dozaiji ile iligkilidir.
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1.3.10. P53 Tiimor Siipressor Yolag:

p53 geni, kromozom 17p13 boélgesinde bulunur ve toplam 11 ekson igerir.
Tetramer forma sahip olan p53 proteini, toplam 392 amino asitten olusur ve 53 kDa
agirhigma sahiptir (MALKIN, 1998). p53 proteini bir transkripsiyon faktorii olarak
islev goriir ve p21, MDM2, siklin G, Bax gibi bir¢ok genin ifadesinin kontroliinde
rol alir. p53 geninin sahip oldugu 11 ekson i¢inde 4. ve 8. eksonun kanser genetigi
yoniinden ayr1 bir yeri vardir. Clinkii bu eksonlar bir transkripsiyon faktorii kimligine
sahip p53 proteinin, spesifik DNA dizilerine baglanmasini saglayan boliimlerini
kodlarlar (Levine A.J. 1997). p53 tiimor siipressor genindeki mutasyonlar, kanser
vakalarinin yarisinda saptanmis ve bu mutasyonlarin kanser olusumuyla yakin iliski

icinde oldugu bildirilmistir. (Alberts ve ark., 2002)

Normal fonksiyonel durusunu koruyan hiicrelerde p53 proteini, diisiik
yogunlukta ve kisa yari Oomre sahip olarak bulunur. Bu durum p53 proteinin
diizenleyicisi olan MDM2 proteini ile saglanir. MDM?2 proteini bu regiilasyonu p53
proteinin amino ucuna baglandiktan sonra hem p53 proteinin transkripsiyonel
etkinligini baskilayarak hem de proteozom aracilikli parcalanmasmi saglayarak
gerceklestirir (Giaccia A.J. ve ark, 1998). Unutulmamasi gereken ilging bir nokta ise
p53 proteini MDM2 genin de transkripsiyonunu aktive etmesidir. Ayrica herhangi bir

ARF
4

artmis onkogenik aktivitenin uyardigi pl adli bagka bir timor siipressor ise

MDM2’ye baglanarak p53 proteinin aktivasyonuna katkida bulunur. Bu da p14**F
kaybinin dogrudan p53 proteinin hiicre dongiisii lizerinde etkisini yitirmesine neden

olabilecegini gostermektedir. (Rocco ve Sidarnsky., 2001)

p53 yolagi ¢ok sayidaki ve gesitlilikteki stres sinyallerine yanit vermektedir.
Bu stresler arasinda DNA hasari, telomer kisalmasi, hipoksi, ribozom biyogenezinin
disiik seviyesi, diisiik diizeydeki riboniikleozid trifosfatlar, inflamasyon ve nitrik
oksit sinyali, soguk ve sicak sok, mitotik ig hasari, ve hatta se¢ilmis onkojenlerin
(Rb-E2F-1, myc, ras, ve B-katenin) mutasyonel aktivasyonu bulunmaktadir (Appella

ve Anderson., 2001). Bu stres sinyallerinden bir veya birkag¢ tanesinin goriilmesi p53
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proteininin kimyasal modifikasyonunu (fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon vb) ve
bu proteinin yarilanma Omriliniin uzamast ile iliskilidir. Hiicre igerisinde p53
proteinin konsantrasyonu artar ve bu protein aktif bir transkripsyon faktoriine
doniisiir. Bu olay en azindan p53 proteinin negatif diizenleyicisinin (6rn. MDM?2)
inaktivasyonuna bagimhidir. MDM2, p53 proteinin aktivitesini inhibe eden ve bu
proteinin parcalanmasini (degredasyon) ilerleten major p53 proteini ubiquitin ligaz

sorumlusudur. (Michael ve ark., 2003)

DNA hasar1 sonrasinda p53 proteinin transkripsiyonu ve dolayisiyla
translasyonu artar. Olusan p53 proteini, bir CDKI (siklin bagimli kinaz inhinbitorii)
olan p2l1 proteinin sentezini sitlimiile ederek hiicre dongiisiinii p21 proteini
araciliglyla G1 evresinde durdurur. p21 proteini bu fonksiyonunu siklin-siklin
bagimli kinaz komplekslerine baglanarak gerceklestirir. p21 proteini CDK-C (siklin-
siklin bagimli kinaz) kompleksine baglandiginda CDK-C kompleksi, Rb
(Retinoblastoma) proteinini fosforile edemez. Bunun sonucunda Rb-E2F
kompleksinden E2F transkripsiyon faktorii ayrilamaz ve DNA sentezi i¢in gerekli
olan enzimlerin ve bazi proteinlerin ekspresyonu gerceklesmez. Boylece hiicre

dongiisii S fazina gegemeden durdurulur (El-Deiry ve ark., 1993).

DNA

hasan ‘> pS3

DNA sentezi igin
enzimler

4

GO G1 fazi
S fazi

Sekil 1.9. p53 tiimor siipressor yolagt (El-Deiry, 1993)
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p53 proteinin hiicre dongiisii tizerindeki regiilatif roliinlin yaninda, iki 6nemli
rolii daha vardir. Bunlar GADDA45 aracilikli DNA tamir mekanizmasmin baslatilmas1
ve programli hiicre Oliimii olarak adlandirabilecegimiz apopitozdur. Kisaca p53
proteini DNA hasar1 olustugunda bir yandan p21 proteini araciligiyla hiicre
dongiisiini Gl  evresinde durdururken, diger yandan GADDA45 geninin
transkripsiyonunu arttirarak, DNA tamirinin baglatilmasina dolayli olarak katilir
(Chin  ve ark.,, 1997). Eger DNA hasari, hiicrenin tamir mekanizmasinin
onarabilecegi kapasitenin iizerinde gerceklesmis ise bu kez onkogenik silirecin
engellenmesi i¢in apopitozis devreye sokulur( Woods ve Vousden., 2001). Hem
hiicre ylizeyindeki Tiimor Nekroz Faktorii Reseptor ailesinin bir iiyesi olan Fas
(CD95) reseptorlerinin uyarilmasiyla hem de mitokondrial membran araligindan
sitokrom ¢ salinimiyla gergeklesen apopitoz proseslerinin her ikisinde de p53
proteinin 6nemli rol lstlendigi disiiniilmektedir (Zornig ve ark., 2001; Dumont ve

ark., 2003).

DMNA HASARI

l

ATM

p / \‘ )
1.

( Ch@ » (ps53
transkripsiyon
aktivasyanu

PP

> D —

= )
Proteczomal
degradasyon

Apoptosis G1ve G2 DMNA
G1/5 hizh blok durdurma tamir

Sekil 1.10. DNA hasar1 ve p53 aktivasyonu (Alberts, 2002)

22



1.GIRIS

Bahaddin ARI

Kanser genel yolaklan
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Sekil 1.11. Kanserin genel yolaklar1 (Hahn, 2002)

1.4. Tek Niikleotid Polimorfizimlerin Onemi

2001 yilinda insan genom projesinin tamamlanmasindan sonra birbirinden

farkli bireylerin genomlar1 arasindaki benzerligin %99’dan fazla oldugu anlasilmigtir

(Venter ve ark., 2001; Sachidanandam ve ark., 2001). Bu farklilik genom igersinde

kodlanan ve kodlanmayan bolgelere dagilmis yaklasik 4,5 milyon tek niikleotid

polimorfizimden (Single Nucleotide Polymorphism

SNP) kaynaklanmaktadir.

Ayrica bu farkliliklar insanlarin bir¢ok yonden farkli 6zelliklere sahip benzersiz
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bireyler olmasinda belirleyici rol oynamaktadir. Bunun yaninda yine bu farkliliklar,
hastaliklara yatkinlik derecesi, ilaglara veya tedaviye olasi yanit ve bilinen
mutasyonlar ile etkilesim gibi birgok hayati faktor lizerinde etkilidir. Fakat olasi
bir¢ok farkl tek niikleotid polimorfizim icerisinden hangisinin ilgili hastalik ile iliski
icersinde olabileceginin belirlenmesi yapilan tiim bu c¢aligmalardaki en biiytlik
glicliigli meydana getirmektedir (Gareth ve ark., 2005).

Kanser arastirmalar1 alanindaki gegen 30 yil, tiimor baskilayict ve onkojen
genlerin kimliklendirilmesine ve ayrica onlarm bulundugu sinyal aktarim yollarmin
tarif edilmesine izin vermistir. Bu sinyal aktarim yollarindaki secilmis genler farklh
kanserlerde siklikla kalitsal ve somatik olarak mutasyonlar bulundurmaktadir. Bu
mutasyonlar hiicrelerin homeostatik mekanizmasini degistirmekte ve uygun olmayan
hiicre boliinmesine izin vermektedir. Bunun yaninda bu mutasyonlar programli hiicre
Oliimiinii (apopitozis) inhibe etmektedirler. Bu mutasyonlar aracilig: ile hangi sinyal
iletim yolaginin insan kanserlerinin olusmasinda rol oynadigi tanimlanmistir. Bu
sinyal yollarinin kanser olusumundaki fonksiyonlarmi yapilan ¢caligmalar molekiiler
ve hiicresel aciklamalar1 ile acgiklamistir. Bu yolaklardaki tek niikleotid
polimorfizimlerinin kanserlesmis hiicrelerde siklikla degismesi agik bir sonuca
varmamizi saglamaktadir. Bu tek niikleotid polimorfizimleri populasyondaki kanser
sikligmin belirlenmesinde, bireylerin kansere yakalanma yasinda veya kanser
tedavisine yanitta iyi adaylar olabilir. Kanserleri etkileyen tek niikleotid
polimorfizminlerini kimliklendirme, tek niikleotid polimorfizmi yolagi yaklasimi

olarak terimlendirilebilir.

1.5. MDM2 SNP 309 polimorfizimi

MDM?2 proteininin hiicre ig¢erisindeki veya organizmadaki diizeyi p53 yaniti
ve kanser formasyonu iizerinde genis bir etkiye sahiptir. MDM2 proteini iiretim
diizeyi diistirtilmiis farelerin, yavrulari kiigiik, lenfopenik, lenfositlerinde ve epitelyal
hiicrelerinde radiyosensitivitesi artmis apopitozis oranm1 vardwr. Bu fenotip p53

fonksiyonlarma bagimlidir. Bu farelerin lenfoma gelistirmeye egilimli transgenik
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farelerle caprazlanmasi lenfoma insidansini diistirmesi hayvanlardaki bu kanserde
p53 ve MDM2 roliinii gostermektedir. Benzer sekilde farelerde MDM?2 proteininin
overekspresyonu kanser olusumunu 4 kat kadar artirmustir. Insanlarda MDM2 geni
osteosarkomada ve yumusak doku sarkomada yaklasik olarak %30 oraninda
amplifiye olmustur. Momand ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir caligmada 28
farkli tiimor tipinden 3000 tiimoriin %7°sinde MDM?2 amplifikasyonu bulundugu
gosterilmistir. Bu tiimorlerde hem p53 hem de MDM2 mutasyonlar1 ¢alisilmastir.
%65’inde p53 mutasyonu, %35’inde MDM?2 mutasyonu ve sadece %4 ’iinde her iki
gen mutasyonu bulunmaktadir. Bu calisma MDM?2 gen amplifikasyonunun p53
inaktivasyonu fonksiyonuna sahip oldugunu ileri slirmektedir. Bu ylizden hem
fareden hem de insandan gelen c¢ok sayidaki kanitlar MDM?2 proteinin diizeyindeki
kiigiik artis p53 fonksiyonunu azaltmakta ve kanser formasyonuna neden olmaktadir.

MDM?2 geninin iki tane promoter-enhanser bdlgesine sahip oldugu
gosterilmistir. Bu promotor-enhanser bolgeleri MDM2 mRNA diizeyini diizenlerler.
Birinci promoter 5’ ucundan birinci ekzona kadardir ve stres durumunda olmayan
hiicrelerde uygun taban (hiicre i¢cinde bulunmasi gereken minimum miktar) MDM?2
diizeyini diizenler. ikinci promoter bolgesi birinci intronun igindedir (MDM?2
geninde {iciincli ekson birinci kodlanan eksondur) ve bu bdlge hem AP1-Ets ve p53-
hassas DNA sekans bolgeleri icerir. p53-hassas DNA sekans bdlge araciligi ile p53
yanitindan sonra MDM2 diizeyi azaltmaktadir. Insanda bu birinci intron 524
niikleotid’ten olugmaktadir. Tek niikleotid polimorfizmleri bu sekans i¢inde iki
pozisyonda bulunmustur. 309. niikleotid’te T (timin)’in G (guanin)’e degisimi
seklindedir. 344. niikleotid’te T (Timin)’in A (Adenin)’e doniisiimii bigimindedir.
Bir¢ok bilgisayar alogritmasi 309. pozisyonundaki tek niikleotid polimorfizminin
bulundugu  bdlgeyi  transkripsiyon  faktérii  baglanma  bolgesi  olarak
kimliklendirmistir. 309. pozisyonundaki T (timin)’in G (guanin)’e degisimi SP1
(transkripsiyon faktorii) baglanma bdlgesinin farz edilen bdlgesinin uzunlugunu
artirmaktadir. Bu in vitro olarak piirifiye edilmis SP1 proteini ve oligoniikleotidler
[bu oligoniiklotidler hem temel allel (T/T) hem de SNP309 (G/G) tasimaktadirlar] ile
jel shift deneyleri ile dogrulanmigtir. SP1 transkripsiyon faktorii major allele (T/T)
gore SNP309’a (G/G) 4 kat daha iyi bir sekilde baglanmaktadir. Bu yiizden SNP309
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(G/G) SP1 transkripsiyon faktoriiniin degerini artirmis goriilebilir. SP1°e direkt karsit
kiigiik saldirgan RNA’lar (RNA1) hiicre icinde SP1 diizeyini diistiriir. Bu diisiis ile
SP1 ile diizenlenen genlerin [6rnegin siklin D1 (hiicre dongiisiinii G; evresinde S
evresine ilerletir)] diizeyleri ve MDM2’nin diizeyi azalir. MDM2’deki bu diisiis
sadece SNP309 pozisyonunda homozigot G/G olan hiicrelerde gerceklesmistir. Boyle
bir degisim 309 pozisyonunda T/T olan hiicrelerde gézlenmemistir. Mithramycin A
ilact sik1 bir sekilde SP1’in baglandig1 bolgelere baglanir ve SP1 tarafindan
transkripsiyonlar1 diizenlenen genlerin transkripsiyonlarini inhibe eder. Mithramycin
A Oncelikli olarak MDM2 proteininin sentezini SNP309 pozisyonunda T/T olan
hiicrelerle kiyaslandig1 zaman G/G olan hiicrelerde bloklar. Bu yiizden SNP309 G/G
degeri artmig SP1 baglanma bolgesi yaratir. SP1 transkripsiyon faktoriiniin kazanmis
oldugu bu 6zellik SNP309 G/G hiicrelerde taban MDM2 gen transkripsiyon diizeyini
diizenler fakat bu transkripsiyon faktorii T/T genotipine sahip hiicrelerde bu
diizenlemeyi gerceklestiremez. SNP309 G/G genotipine sahip hiicre hatlar1 ile ve
temel allel olan T/T genotipine sahip hiicrelerle yapilan incelemeler SNP309 G/G
genotipli hiicrelerde MDM2’nin RNA ve protein taban diizeyinin artirmis oldugunu
gostermistir. SNP309 G/G genotipli hiicrelerdeki yiiksek diizeydeki MDM2’nin
islevsel bir sonucu vardir. SNP309 G/G genotipli ve yiiksek diizeyde MDM?2 iceren
hiicreler T/T genotipli hiicrelere oranla daha diisiik apopitozis yanitina sahiptirler.
Benzer sekilde SNP309 G/G genotipli hiicrelerde DNA hasarindan sonra p53
tarafindan transkripsiyonu diizenlenen genlerin mRNA diizeyi, T/T genotipli
hiicrelerdeki bu genlerin mRNA diizeyinden oldukga diisiiktiir. Cok ilgingctir ki;
SNP309 G/G genotipine sahip hiicreleri mithramycin A ile muamele ederek p53
bagimli apopitozisin (SNP309 G/G inhibisyonu aracili) 2-3 kat geri dontistiiriilebilir.
Mithramycin A ile muamele SP1’in fonksiyonunu bu hiicrelerde inhibe eder ve
MDM?2 diizeyini digiiriir. SNP309 G/G hiicresi i¢indeki yiiksek seviyedeki MDM?2
DNA’s1 hasar gormiis hiicrelerde p53 proteininin artigini hafifletir. T/T genotipine
sahip hiicrelerde p53 protein diizeyi stres sinyalinden sonra 5—14 kat artabilir. Bunun
yaninda SNP309 G/G hiicrelerinde p53 protein artis1 2-3 kattir. Agik bir sekilde
goriilmektedir ki; yiiksek taban seviyesinde MDM2 bulunan hiicrelerde p53

diizeyinin azalmasmin, transkripsiyonu p53 bagimli diizenlenen genlerin
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ekspresyonunun azalmasinda ve DNA hasar1 sonrasinda apopitozisin azalmasinda
islevsel bir sonuca sahiptir. Bu yiizden stres altindaki hiicreler SNP309 G/G
genotipinde iseler bu hiicrelerin yiiksek bir yiizdesi yasayacak ve yayilacaktir
(Gareth ve ark., 2005) .

SNP309’un G alleli hiicre i¢indeki MDM2 temel diizeyini artirrr. MDM?2
temel diizeyinin artmasi1 bu lokusta SP1 transkripsiyon faktoriiniin baglanmasinin
artrmasmnin meydana gelmesi yiiziindendir. Ciinkii SP1’in diizeyi ve aktivitesi
insanlardaki tiim hiicreler ve doku tipleri i¢cinde yiiksek diizeyde esit degildir.
Hiicreler icindeki yiiksek diizeydeki MDM?2 p53’lin apopitotik  yanitini
zayiflatmaktadir. Bu durum DNA hasar1 ve diger ¢evresel kirleticilere tepki veren
insanlarda goriiliir. Bu ylizden bazi bireylerde (SNP309’da G/G alleli bulunan),
apopitozise giden hiicre yiizdesi veya genotoksik strese yanit olarak hiicre
dongiistiniin durdurulmas: diisiiktiir. Yasam boyunca kanserli hiicrelerin dagilmasi
geng yaslarda kanserin olusmasma izin vermektedir. G/G ve T/T olan bireylerde
mutasyon orant ayni, fakat hiicre klonlarinda mutasyonun fiksasyonu SNP309
lokusunda G/G olan bireylerde belki de daha fazladir. Bu makul bir agiklama oldugu
icin, bir yolaktaki bu tek bir niikleotid polimorfizminin calisilmasinin 6nemi

artmaktadir.
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1.6. p53 geni Kodon 72 Arg/Pro Polimorfizimi

Kromozom 17p13 {lizerinde yer alan p53 geni biitiin kanser tiirleri arasinda
cogunlukla mutasyona ugrayan gendir (Fan ve ark., 2000, Hollstein ve ark., 1991).
Glinlimiizde bir ¢ok polimorfizim wild tip p53 gen lokusunda belirlenmistir. p53 geni
dordiincii ekzonunda yer alan kodon 72 polimorfizminin iirlinii protein
varyantlarindan olan arjininin (CGC) veya prolinin (CCC) akciger kanseriyle ve
mesane kanseriyle iligkisi rapor edilmistir.(Oka ve ark. 1991, Weston ve ark. 1992).
Arjinin (CGC) biiyiik polar, prolin (CCC) ise kii¢iik polar amino asit rezidiisiidiir. Bu
gen motifindeki degisiklik sonucunda olusan p53 proteinin fonksiyonel ve kimyasal
ozellikleri degisir. p5S3 prolin giiclii bir transkripsiyonel aktivator olmasma karsin
apopitozisi indiiklenmesi agisindan p53 arjininden daha azdir. (Matlasheski ve ark.
1987) Bu durum prolince zengin bolgede bulunan SH3-baglant1 motiflerinden

kaynaklanmaktadir (Walker ve ark. 1996).

E7 [BD

1 50 61 94 97 300 324 352 363 3

Sekil 1.13. p53 proteinin domein organizasyonu. TA, transaktivasyon domeini (aal-
50). PP, prolince zengin domeyni (aa61-94). DBD sekansa spesifik DNA baglanma
domeini (aa97-300). TET, tetramerizasyon domeyni (aa324-352). BD, temel C
terminal domeyni (aa-363-393) 115 (Matlashewski, 1987)
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2. ONCEKI CALISMALAR

p53 tlimor silipressor yolaginda yer alan p53 geni kodon 72 ve MDM2 geni
SNP309 polimorfizimlerinin bazi hastaliklar meme kanseri ve diger kanserler ile

olan iligkilerini iceren ¢calismalar1 su sekilde 6zetlenebilir.

2.1. p53 kodon 72 genetik Polimorfizmi ile Ilgili Yapilan Calismalar

Fan ve ark., 2000 yilinda sigara kullanan akciger kanserli hastalar iizerinde
yapmis olduklar1 p53 kodon 72 polimorfizminin etkili oldugunu belirtmislerdir. Bu
calismada 482 akciger kanserli hasta 510 kisilik kontrol grubu kullanilmis ve
polimorfizimler PZR tabanli RFLP yontemi ile belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada
sigara kullananlar i¢in adenokarsinoma riskinin p53 genotipi bakimimndan riski
arttirdig1 net bir sekilde belirtilmistir (Fan ve ark., 2000).

Sotamaa ve ark., Lynch sendromlu (ailesel nonpoliposis kolerektal kanser
sendromu) ve sporadik kolerektal kanserli hastalar iizerine yapmis olduklar1
polmorfizim ¢aligmalarinda p53 kodon 72 polimorfizminin kansere yakalanma yasi
ile herhangi bir iliskisinin olmadigini belirtmiglerdir. Bu c¢alisma 193 Lynch
sendromlu ve 121 kolerektal kanserli hasta iizerinde yapilmistir (Sotamaa ve ark.,
2005).

Baharak ve ark. 2007 yilinda kuzey Iran popiilasyonuna tabii meme kanserli
hastalar iizerinde yapmis olduklar1 calismada p53 kodon 72 polimorfizminin
herhangi bir etkisinin bulunmadigini belirtmislerdir. Bu c¢aligmada 221 meme
kanserli hasta ve 205 kisilik kontrol grubu kullanilmistir (Baharak ve ark., 2007).

Nadji ve ark., 2007 yilinda HPV ile enfekte akciger kanserli hastalar {izerinde
yapmis olduklar1 ¢alismada p53 kodon 72 polimorfizminde arjinin allenin aktif
sigara icicileri i¢in risk faktorii oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alisma 141 kanserli
hasta ve 92 kontrol grubu arasinda yapilmistir (Nadji ve ark., 2007).

Andrea ve ark. 2006 yilinda meme kanserli hastalar {izerinde yapmis

olduklar1 arastirmada arjinin/arjinin polimorfiziminin malignasiyle iligkili oldugunu
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bulmuslardir. 118 meme kanserli hasta ve 202 kontrol grubu calisma konusu
olmustur. (Andreave ark., 2006)

Yi ve ark., 2006 yilinda mide kanserli hastalar iizerinde yapmis olduklar1
calismada p53 kodon 72 polimorfizmi prolin/prolin genotipi tasiyanlarda mide
kanseri riskini arttirdigini bildirmislerdir. 292 mide kanserli hasta 216 kisilik kontrol
grubu ¢alisma konusu olmustur (Y1 ve ark., 2006).

Papadakis ve ark., 2000 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada p53 homozigot
arjinin meme tlimorgenesisi i¢in bir risk faktorii oldugunu bildirmislerdir (Papadakis
ve arkd., 2000).

Khandang ve ark. 2007 yilinda yapmis olduklari iran populasyonundaki
calismada p53 kodon72 Arg/Pro polimorfizmininin meme kanseri ile iliskisiz
oldugunu bildirmislerdir (Khandang ve ark., 2006).

Damin ve ark. p53 homozigot arjininin meme karsinogenezine kuvvetlice
karigtigini, Arg/Arg genotipinin malignasiyi etkiledigini iligkili oldugunu
bildirmislerdir (Damin ve ark., 2006).

Huang ve ark., 2003 yilinda yaptigi calismada p53 kodon 72 Arg/Pro
polimorfizminin meme kanseri ile iligkili oldugunu bildirmislerdir (Huang ve ark.,
2003).

Mabrouk ve ark., 2003 yilinda yapmis olduklar1 arastirma sonucunda P53
kodon 72 polimorfizmi ile meme kanseri ve mesane kanseri arasinda tutarli bir
iligkiyi bulamadiklarini bildirmislerdir (Mabrouk ve ark., 2003).

Xu ve ark., 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada p53 kodon 72
polimorfizminin meme kanserli hastlarda anthracycline tabanli neoadjuvant

kemoterapi i¢in prediktif markir olabilecegini belirtmislerdir (Xu ve ark., 2005).

2.2. MDM2 SN309 Genetik Polimorfizmi ile flgili Yapilan Cahsmalar

Bond ve ark., 2004 yilinda yapmis olduklar1 caligmada kansere yakalanma
yas1 ile MDM2 SNP309 polimorfizminin yakin iligki i¢inde oldugu belirtilmistir.

Gelen tiim klinik sonucglar kansere yakalanma yasmin karsilastirilmasma veya
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kanserli grupta goriilen bagimsiz timor sayisma denk gelir ve kontrol grubu ile
karsilagtrma yapmak gerekmemistir. Bu calismada belirli allel frekansindaki bazi
bireylerde neden kanserin erken yaslarda gelistigi veya oteki allel frekansindaki
bireylerde kanserin goriilmesinin neden ge¢ yaslarda oldugunu agiklayan birgok veri
mevcuttur. SNP309’un G alleli hiicre i¢indeki MDM2 temel diizeyini artirir. MDM?2
temel dlizeyinin artmasi bu lokusta SP1 transkripsiyon faktoriiniin baglanmasinin
artrmasmnin meydana gelmesi yiiziindendir. Ciinkii SP1’in diizeyi ve aktivitesi
insanlardaki tiim hiicreler ve doku tipleri i¢cinde yiiksek diizeyde esit degildir.
Hiicreler i¢indeki yiiksek diizeydeki MDM2 p53’iin  apopitotik  yanitini
zayiflatmaktadir (Bond ve ark., 2004).

Boersma ve ark. 2006 yilinda yapmis olduklar1 calismada MDM?2 SNP309
ile meme kanserli hastalarin hayatta kalimlar1 arasinda giiglii bir iliskinin oldugunu
bildirmislerdir (Boersma ve ark., 2006) .

Schmidt ve ark. 2007 yilinda yapmis olduklar1 genis 6l¢ekteki calismalarinda
MDM2 SNP309 ve P53 kodon 72 polimorfizmleri ile meme kanserli hastalar
arasinda ayr1 ayr1 veya birlikte herhangi bir iliski bulunmadigmi bildirmislerdir.
(Schmidt ve ark., 2007)

Ma ve ark. 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda MDM?2 SNP309
polimorfizminin meme kanserinin etyolojisi icinde 6nemli bir role sahip olmadigini
bildirmislerdir (Ma ve ark., 2006).

Petenkaya ve ark. 2006 yilinda yapmis oldugu calismada MDM2 SNP309
polimorfizmi ile meme kanseri arasinda bir iligkinin olmadigini bildirmislerdir
(Petenkaya ve ark., 2006).

Millikan ve ark. 2006 yilinda oldugu c¢alismada MDM2 SNP309
polimorfizmi ile meme kanserli afro amerikan hasta grubu arasinda herhangi bir

iligkinin olmadig1 bildirilmigir (Millikan ve ark., 2006).
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak C.U. Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Onkoloji
Bolimii ile Adana Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Onkoloji Poliklinigi
bolimiinde tedavi goren ve ilgili Hastanelerin Patoloji Boliimlerinde meme kanser
teshisi konulmus 75 kadin meme kanserli hastadan ve C.U. Tip Fakiiltesi i¢
Hastaliklar1 Gastroenteroloji Poliklinigine kontrol amagli bagvuran ve bu ¢alismaya
gonilli olarak katilan saglikli 75 kadindan alinan periferik vendz kan kullanilmastir.

Calisma grubunun, meme kanseri tani tarihleri, ilgili hastanelerin Patoloji
Boliimiinden alimmis ve hastalarin calisma sirasindaki yaslar1 ile kiyaslanarak
hastaliga yakalanma yaslar1 tespit edilmistir. Calisma grubundaki hastalarin yas
dagilimlar1 81-30 yas arasinda belirlenmis ve bu hastalarm biiyiik bir cogunlugunun
Sosyo-Ekonomik agidan alt gelir seviyesinde yer aldigi gozlenmistir. Ayrica bu
calisma grubunda yer alan meme Kanserli hastalarin biiyiik bir gogunlugunun niifusa
kayitl oldugu boélgeler sirayla: Dogu Akdeniz, Dogu Anadolu ve Giiney Dogu
Anadolu bélgeleridir.

Bu calisma i¢in ¢alisma grubunda yer alan her bir hastadan ve kontrol
grubunda yer alan her bir saglikli bireyden 3 ml periferik vendz kan EDTA’l1 tiiplere

alinarak -70 °C saklanmustir.

Sekil 3.1. Caligmaya katilan meme kanserli hastalarin cografik dagilimi.
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Ayrica bu calismada yiiksek devirli sogutmali santrifiij, thermalcycler,
konsantrator, transimliiminator, agaroz jel sistemleri, derin dorucu, vorteks, thermal

blok, ve pH metre gibi bir cok deney ekipmani kullanilmastir.

3.2. Periferik Venéz Kandan DNA izolasyonu

EDTA’l tiipte bulunan 3 ml periferik kan herhangi bir kontaminasyonu
onleyecek 6zenle 50 ml’lik falkon tiipline aktarilarak iizerine 1:3 oraninda eritrosit
lizis tamponu eklendi. +4°C’de 20 dakika bekletilip, 1500 rpm’de 10 dakika santrifij
edildi. Ornek santrifiijden alinarak iizerindeki siipernatant atilir. Pellet siispanse edilir
ve lizerine 20 ml eritrosit lizis tamponu eklendi. Tekrar 1500 rpm’de 10 dakika
santriflij edildi ve siipernatan atildi. Hazirlanan lizis soliisyonundan hiicre peletinin
iizerine 2 ml kadar eklendi ve 37 °C de bir gece bekletildi. Ertesi giin tizerine 1 ml
doygun NaCl konularak o6rnekler 55°C 10 dakika bekletildi. 30 dakika 500 g’de
santrifiij edildikten sonra alttaki protein boliimiine dokunmadan siipernatant yeni bir
tiipe aktarildi. Siipernatantin 2 kati hacimde soguk %96’lik etanol eklendi. Tiip
defalarca alt iist edilerek DNA’nin ¢okmesi saglandiktan sonra 10.000 g’de 10
dakika kadar santrifiij edilerek tistteki alkol fazi atildi. 1ml %70’lik alkol ile DNA bir
kez daha yikandi. Tiip tekrardan alt {ist edilerek 10.000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi ve tstteki alkol faz1 atildi. Bundan sonra konsantratérde 2 dakika stire ile
DNA’lar kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti distiile suda ¢oziilerek PCR isleminde

kullanilacak miktar1 belirlemek amaciyla spektrofotometrede 6lgtimlendi.

Lizis Soliisyonun hazirlamisi: 0.5 M Tris-HCI pH 8.0, 20 mM EDTA, 10
mM NaCl, 1% SDS ve 0.5 mg/mL proteinase K 2 ml’lik ependorf tiipiliniin i¢ine

konuldu. Karistirmak amaciyla 10—15 saniye kadar vortekslendi.
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3.3. Primerler, Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Restriksiyon Parca Uzunluk

Polimorfizmi i¢in Kullanilan Enzimler

3.3.1. MDM2 SNP309 T/G Polimorfizminin Yer Aldig1 Genomik Insan
DNA’sinin Amplifikasyonu icin Gerekli Primer Cifti (lontek)

Igerisinde MDM2 SNP309 T/G polirmofizminin bulundugu 158 bg’lik
genomik insan DNA’smin polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu ic¢in
kullanilmstir.

Cizelge 3.1 Kullanilan primerlerin uzunluklari, TM sicakliklari, G-C oranlar1

PRIMER Uzunuk (bg) [TM |[|GC% |DNA sekansi
LEFT PRIMER 20 64,12 [60.00 |5-CGCGGGAGTTCAGGGTAAAG-3'
RIGHT PRIMER |20 61,88 |60.00 |5-CTGAGTCAACCTGCCCACTG-3'

Tm: Melting temperature bg : baz ¢ifti
NCBI Niikleotid veri tabanindan alman AF527840 rapor numarali insan
genomik sekansi kullanilmis ve primerlerin uygunlugunun testi i¢in online Primer3

Output programindan yararlanilmistir.

Cizelg 3.2. Kullanilan primerlerin DNA amplifikasyonu sirasindaki konumlari

2461 cgccagggaggagggcgggattteggacggetcetegeggeggtgggggtgggggtggtte

2521 ggaggtctcegegggagttcagggtaaaggtcacgggggccgggggectgecggggecgett
SESSSSSSSSSSSSSSSS>>

2581 cggcgcgggaggtccggatgatcgcaggtgectgtcegggtcactagtgtgaacgectgege

2641 gtagtctgggcgggattgggccggttcagtgggcaggttgactcagecttttcctcttgag
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLKL

2701 ctggtcaagttcagacacgttccgaaactgcagtaaaaggagttaagtcctgacttgtct
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3.3.2. MDM2 SNP309 T/G polimorfizminin tespiti i¢cin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

100-300 ng genomik DNA, 10 pmol primerler (Iontek), 200uM her bir INTP
(Sigma, dNTP-100), 50 mM KCIl, 10 mM Tris-Hcl, 2 mM MgCl, ve 1 iinite Taq
Polimeraz enzimi (Takara taq) toplam 50 pl hacim i¢inde karistirilarak iizeri mineral
yagi1 (Sigma, M5904) ile kapland1 ve thermocyclerda (Applied Biosytems, GeneAmp
PCR System 9700 ) 94°C'de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonundan sonra 94°C'de 30
saniye, 60°C'de 1 dakika ve 72°C'de 1 dakika olmak iizere toplam 30 dongi
uygulanip son olarak 72°C'de 5 dakika inkiibe edilerek amplifikasyon yapildi.
Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda olusacak olan 158 baz ¢iftlik DNA fragmenti

%3’liik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi (Sotamaa ve Liyanarachchi., 2005).

3.3.3. p53 geni Kodon 72 Arg/Pro Polimorfizminin Yer Aldig1 Genomik insan
DNA’sinin Amplifikasyonu i¢in gerekli Primer Cifti (lonntek)

Icerisinde p53 geni Kodon 72 Arg/Pro Polimorfizminin bulunan 199 bg’lik
genomik insan DNA’smin polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu ic¢in

kullanilmstir.

Cizelge 3.3. Kullanilan primerlerin uzunluklari, TM sicakliklari, G-C orani

PRIMER Uzunluk (bg) [TM |GC% |DNA sekansi
LEFT PRIMER 23 72,52152,17 | 5-TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA-3'
RIGHT PRIMER |23 63,97 | 52,17 | 5-TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC-3'

NCBI Niikleotid veri tabanindan alinan AY838896 rapor numarali insan
genomik sekansi kullanilmis ve primerlerin uygunlugunun testi i¢in online Primer3

Output programindan yararlanilmistir.
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Cizelge 3.4. Kullanilan primerlerin DNA amplifikasyonu sirasindaki konumlar1

1 aaggacaagggttgggctggggacctggagggetggggacctggagggetggggggetygg

61 ggggctgaggacctggtcctctgactgctcttttcacccatctacagtcccccttgeegt

S>>>>>>

121 cccaagcaatggatgatttgatgctgtccccggacgatattgaacaatggttcactgaag
SESSSSSSSSSSS>>>

181 acccaggtccagatgaagctcccagaatgccagaggctgctecccecgegtggeccctgeac

241 cagcagctcctacaccggcggcccctgcaccageccccectectggeccctgtecatettetg
<LLLLLLLLLKL
301 tcecctteccagaaaacctaccagggcagctacggtttcececgtectgggettettgecattetg

<LLL L L L L LKL LKL

361 ggacagccaagtctgtgacttgcacggtcagttgccctgaggggctggecttccatgagac

3.3.4. p53 geni Kodon 72 Arg/Pro Polimorfizminin tespiti icin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

100-300 ng genomik DNA, 10 pmol primerler (Iontek), 200uM her bir INTP
(Sigma, dNTP-100), 50 mM KCIl, 10 mM Tris-Hcl, 2 mM MgCl, ve 1 iinite Taq
Polimeraz enzimi (Takara taq) toplam 50 pl hacim iginde karistirilarak tizeri mineral
yagi (Sigma, MS5904) ile kaplandi ve thermocycler'da (Applied Biosytems,
GeneAmp PCR System 9700 ) 94°C'de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonundan sonra
94°C'de 30 saniye, 55°C'de 1 dakika ve 72°C'de 1 dakika olmak {izere toplam 35
dongii uygulanip son olarak 72°C'de 5 dakika inkiibe edilerek amplifikasyon yapildi
(Ong Fan ve ark., 2000).
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3.3.5. PCR Tabanh RFLP yontemi ile MSPA1l (New England Biolabs, Beverly,
MA) Restriksiyon Enzimi Kullanilarak MDM?2 Geninin

Genotiplendirilmesi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonucunda olusan 158 b¢’lik DNA fragmentleri
agoroz jel elektroforezi ile belirlendikten sonra MMD2 SNP 309 T/G polimorfozmi
PCR tabanli RFLP yontemi ile belirlenmistir. Bu islem MSPAI1I’'nin (New England
Biolabs, MA) restriksiyon etkisi kullanilarak yapilmis ve tiim bu islemlerden dnce
MB Advanced DNA Analysis. Version 6,71 programindan yararlanilarak

restriksiyon islemi simiile edilmistir.

MSPA1I

0 47 158

Sekil 3.2. MB Advanced DNA Analysis. Version 6,71 programi siimiilasyon resmi

1 Fm——————— Fm——————— fo———— Fm——————— t-—————— 60
gcgggagttcagggtaaaggtcacgggggccgggggctgeggggecgetgeggegeggga
1
MspAlI
61 Fm——————— Fm——————— Fm——————— fo———— tm————— 120

ggtccggatgatcgcaggtgectgtcgggtcactagtgtgaacgctgecgegtagtctggg
121 - Fm——————— Fm——————— fo———— fo———— tm————— 180

cgggattgggccggttcagtgggcaggttgactcag

Sekil 3.3. MB Advanced DNA Analysis. Version 6.71 programi niikleotid kesim

noktalari
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10 ul PCR iiriinii, 7 pl dd-H,0, 2,5 pl buffer ve 0,5 ul MSPALI (5 {inite)
enzimi 0,5 ml'lik ependorf tiipiine konulduktan sonra vortekslenerek
homojenizasyon saglandi. Uzeri mineral yag ile kaplandiktan sonra 4 saat 37 °C’de
termal blokta inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra 2 pl stop soliisyonu
kullanilarak reaksiyon durduruldu. Olusan iiriinler %3’liik agaroz jel elektroforeziyle

goriintiilendi (Sotamaa ve ark., 2005).

3.3.6. MSPA1I (New England Biolabs, Beverly, MA) RestriksiyonEnzimi

New England Biolabs tarafindan tiretilen MSPAI1I endoniikleaz1 Morexella
specieslerinden elde edilmistir. Bu enzim restriksiyon etkisini kiit u¢ olusturarak

gosterir.

MSPAI1I Restriksivon Enzimi Tanimlama Bdlgesi

NEBufferlarin icinde aktiviteleri

NEBuffer 1: %50
NEBuffer 2: %100
NEBuffer 3: %50
NEBuffer 4: %100

Methilasyon Duvyarliligi

dam metilasyon: Duyarsiz

dem metilasyon: Duyarsiz

CpG metilasyon: Bloklar veya overlap yapar
Saklama sicaklig1: -20 °C
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Sicaklikla inaktivasyonu: 65 °C’de 20 dak.

Kullanilan Buffer :1X NEBuffer 4
Inkiibasyon sicaklig :37°C
1X NEBuffer 4:

20 mM Tris-asetat

50 mM Potasyum asetat
10 mM Magnezyum asetat
1 mM Dithiothreitol

Unite Tanimlilig:: I ng A DNA’sinim 1 saat icinde 37 oC’de 1 iinite enzim
tarafindan toplam hacmin 50pu1 oldugu bir reaksiyonda kestigi
tanimlanmaistir.

Konsantrasyon: 10,000 tinite/ml

1 pg substrat DNA’nin kesimi i¢in gerekli olan minumum enzim miktaril 6

saatte 0,25 tinitedir.

3.3.7. PCR Tabanh RFLP yontemi ile BstUI (New England Biolabs,

Beverly,) Restriksiyon Enzimi Kullamlarak p53 Genin Genotiplendirilmesi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonucunda olusan 199 b¢’lik DNA fragmentleri
agoroz jel elektroforezi ile belirlendikten sonra p53 geni Kodon 72 Arg/Pro
Polimorfizmi PCR tabanli RFLP yontemi ile belirlenmistir. Bu islem BstUI’'nin (New
England Biolabs, MA) restriksiyon etkisi kullanilarak yapilmig ve tiim bu
islemlerden 6nce MB Advanced DNA Analysis. Version 6,71 programindan

yararlanilarak restriksiyon islemi simiile edilmistir.
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1 Fm——————— Fm——————— fo———— Fm——————— to——————- 60
ttgccgtcccaagcaatggatgatttgatgctgtccccggacgatattgaacaatggttce
61 ——m————— Fm——————— Fm——————— Fm——————— fo———— tm—————- 120

actgaagacccaggtccagatgaagctcccagaatgccagaggctgctccececgegtggec

121 - Fm——————— Fm——————— fo———— fo———— tm—————- 180
cctgcaccagcagctcctacaccggcggcecccecctgcaccageccccecctectggeccecctgtea

181 ——m————— fo———— fo———— Fo— Fo— Fm—————— 240
Tcttctgtcccttecccaga

Sekil 3.4 MB Advanced DNA Analysis. Version 6.71 programu niikleotid kesim

noktalari

12 wl PCR firiini, 3 pl dd-Hy0, 1,5 pl buffer ve 0,5 pl BsfUI enzimi 0,5 ml
ependorf tiipiine konulduktan sonra vortekslenerek homojenizasyon saglandi. Uzeri
mineral yag ile kaplandiktan sonra 16 saat 60 °C’de termal blokta inkiibe edildi.
Inkiibasyon isleminden sonra 2 pl stop soliisyonu kullanilarak reaksiyon durduruldu.
Olusan irtinler %3’lik agaroz jel elektroforeziyle goriintiilendi (Ong Fan ve ark.,

2000).

3.3.8. BstUI (New England Biolabs, Beverly, MA) Restriksiyon Enzimi

New England Biolabs tarafindan {iretilen BstUI endoniikleazi Bacillus
stearothermophilus’tan elde edilmistir. Bu enzim restriksiyon etkisini kiit ug

olusturarak gostertir.

BstUI Restriksiyvon Enzimi Tanimlama Bdlgesi
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NEBufferlarin icinde aktiviteleri

NEBuffer 1: %100
NEBuffer 2: %100
NEBuffer 3: %50

NEBuffer 4: %100

Metilasyon Duvarliligi

dam metilasyon: Duyarsiz

dcm metilasyon: Duyarsiz

CpG metilasyon: Bloklar

37 °C aktivite: %20

Saklama sicaklhig1: -20 °C
[zosizomeri: FnDII
Sicaklikla inaktivasyonu: Yok
Kullanilan Buffer :1X NEBuffer2
Inkiibasyon sicaklig : 60 °C

1X NEBuffer 2:

10 mM Tris-HC1

50 mM NacCl

10 mM MgCl12

1 mM Dithiothreitol

Unite Tanimlilig:: 1 ng A DNA’sinm enzim tarafindan sindirilebilmesi i¢in

60 °C’de 50ul tampon i¢inde 1 {inite enzim gereklidir.

Konsantrasyon: 10,000 units/ml
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1 pg substrat DNA’nin kesimi i¢in gerekli olan minimum enzim miktar1 16

saatte 0,13 tinitedir.

3.4. Agaroz Jel Elekroforezleri

3.4.1 %?2’lik Agaroz Jel Elekroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda, PCR firiinlerinin dogrulugunun

tespiti amaciyla uygulandi.

%2’lik 50 mL Agaroz Jel'in Hazirlanmasi: 1 gr agaroz hassas terazide

tartildiktan sonra erlene konuldu. Uzerine 50 ml 0,5X TBE (AppliChem, TBE Buffer

10X) eklenerek hafifce galkalandi. Icinde agaroz ve TBE bulunan erlen yiiksek
sicakliga ayarl mikro dalga firna konuldu. Kaynadiktan sonra ¢ikartilan agaroz TBE
karistmi mikro dalga firindan c¢ikarildi. Hafifce birkag kez c¢alkalanarak
homojenizasyon saglandiktan sonra tekrar bu kez daha diisiik sicakliga ayarlanmis
mikro dalga firma konuldu. Bdylece agarozun iyice erimesi saglandi. lyice eriyen
agaroz TBE ¢06zeltisi Mikro dalga firindan ¢ikarilarak biraz sogumasi i¢in bekletildi.
Biraz soguduktan sonra iizerine 2 pl EtBr eklendi. EtBr’nin homojen bir sekilde
eriyigin icinde karismasi saglandi. Tiim bu islemler bittikten sonra Agaroz eriyigi
yiikleme kabina dikkatli bir sekilde dokiildii. Agaroz molekiillerinin polimerizasyon

isleminin gergeklestirilmesi i¢in 15 dakika kadar bekletildi.

Yiikleme Tamponunun Hazirlamisi: 1 ml TBE (AppliChem, TBE Buffer
10X), 2,5 mg Brofenol Mavisi, 0,33 ml 150 mM Tris pH 7,6, 0,6 ml Gliserol ve

0,07ml dH,O 2 ml ependorf tiipiiniin i¢ine konuldu. Vorteks islemi yapilarak
karistirildiktan sonra 10 saniye kadar diisiik devirde santrifiij edildi.
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Orneklerin Agaroz Jel’e Yiiklenmesi: Agaroz jel tanka yerlestirildi. Ustiinii
kaplayacak kadar 1X TBE konuldu. Yiiklemenin yapilacag: slotlar1 olusturan tarak
dikkatlice jelden ¢ikarildi. Bir parga parafilm alinarak iizerlerine her bir 6rnek icin
ayr1 yerlere 1 pl yiikle tamponu konuldu. Her bir PCR iirlinlinden ayr1 ayr1 5 pl
alinarak parafilm tizerindeki yiikleme tamponu iizerine eklendi. Birkag¢ kez pipetleme
yapildiktan sonra jel lizerindeki slotlara yiikleme islemi sirasiyla gergeklestirildi. En

son Slot ise markirm yiiklenmesi i¢in bos birakild.

3.4.2. %3’liik Agaroz Jel Elekroforezi

PCR Tabanli RFLP islemi sonucunda olusan kesim iiriinlerinin incelenmesi

amaciyla uygulandi.

%3’liik 50 ml Agaroz Jel’in Hazirlanmasi: 1,5 gr agaroz hassas terazide

tartildiktan sonra erlene konuldu. Uzerine 50 ml 0,5X TBE (AppliChem, TBE Buffer

10X) eklenerek hafifce galkalandi. I¢inde agaroz ve TBE bulunan erlen yiiksek
sicakliga ayarli mikro dalga firina konuldu. Kaynadiktan sonra ¢ikartilan agaroz TBE
karistmi mikro dalga firindan c¢ikarildi. Hafifce birkag kez c¢alkalanarak
homojenizasyon saglandiktan sonra tekrar bu kez daha diisiik sicakliga ayarlanmig
mikro dalga firma konuldu. Bdylece agarozun iyice erimesi saglandi. lyice eriyen
agaroz TBE ¢06zeltisi Mikro dalga firindan ¢ikarilarak biraz sogumasi i¢in bekletildi.
Biraz soguduktan sonra iizerine 2 pl EtBr eklendi. EtBr’nin homojen bir sekilde
eriyigin icinde karismasi saglandi. Tiim bu islemler bittikten sonra Agaroz eriyigi
yiikleme kabina dikkatli bir sekilde dokiildii. Agaroz molekiillerinin polimerizasyon

isleminin gergeklestirilmesi i¢in 15 dakika kadar bekletildi.

Yiikleme Tamponunun Hazirlamisi: 1 ml TBE (AppliChem, TBE Buffer
10X), 2,5 mg Brofenol Mavisi, 0,33 ml 150 mM Tris pH 7,6, 0,6 ml Gliserol ve

0,07ml dH,O 2 ml ependorf tiipiiniin i¢ine konuldu. Vorteks islemi yapilarak
karistirildiktan sonra 10 saniye kadar diisiik devirde santrifiij edildi.
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Orneklerin Agaroz Jel’e Yiiklenmesi: Agaroz jel tanka yerlestirildi. Ustiinii

kaplayacak kadar 1X TBE konuldu. Yiiklemenin yapilacagi slotlar1 olusturan tarak
dikkatlice jelden ¢ikarildi. Bir parca parafilm alinarak iizerlerine her bir 6rnek igin
ayr1 yerlere 1 pl yiikleme tamponu konuldu. Her bir PCR {iriiniinden ayr1 ayr1 5 ul
alinarak parafilm tizerindeki yiikleme tamponu iizerine eklendi. Birkag¢ kez pipetleme
yapildiktan sonra jel lizerindeki slotlara yiikleme islemi sirasiyla gergeklestirildi. En

son Slot ise markirin yiiklenmesi i¢in bos birakildi.

MDM2 SNP 309 T/G POLIMORFiZMi

Marker PUR rfingy Tr TG GG

..................................................

500 by -+
400 bp €t

 eE——
300 ip '
- CE—

TRy ——

DN DN e L o7y,

Emm—— eemmm——— 10 bp

100 bp i .

[ e VA )]

DE2 CNNTY ADC/DDN DNAT IMNADET 7T
r MR 1 ey Arp

168 bp « ————

Sekil 3.5. p53 ve MDM2 agaroz jel simiilasyonu
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3.5. Jelin Goriintiilenmesi

Biometra BioDoc II marka transliminatérde 302 nm dalga boylu UV
kullanilarak jel goriintiilendi. Entegre bilgisayar sistemi ile jelde yiiriitiilmiis

DNA’larin fotograflari alindi.

3.9. Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Meme kanserli ve kontrol grubu arasindaki p53 ARG/PRO ve MDM2 SNP
309 T/G genotip dagilimmdaki farkliliklar Ki-Kare (X?) testi ile yapildi. Biitiin
istatistiksel yontemler, SPSS (Statistical Packages of Social Sciences, SPSS for
Windows, Version 11.5, Chicago, IC, USA) istatistiksel paket programi kullanilarak
yapild1.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplan Arasindaki PS3 Kodon72 RFLP Sonuclarinin

Genotip ve Allel insidanslar

Bu caligmada p53 codon 72’deki polimorfik yapi incelendi. Bunun igin
polimorfik bolgeyi i¢ine alan bolge polimeraz zincir yontemiyle ¢ogaltildi ve sonra
gortintiiler transliiminator araciligiyla elde edilmistir (sekil 4.1.). Olusan 199 bp’lik
PCR firiinleri p53 codon 72 deki CCC prolin ve CGC arjinin polimorfizminin
tanimlanmasi i¢in BstUI enzimiyle muamele edilerek RFLP islemi gergeklestirildi
(Sekil 4.2).

500 bp
400 bp

300 bp

199 bp

200bp

100 bp

Sekil 4.1. p53 geni Kodon 72 Arg/Pro Polimorfizminin tespiti i¢in Polimeraz Zincir

Reaksiyonu sonucunun %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.

47



4.BULGULAR Bahaddin ARI

Prolin/ Prolin/
Prolin  Prolin  Arjinin Arjinin  Arjinin Arjinin  Arjinin

500 bp

400 bp

300 bp

200bp 199 bp
113 bp

100 bp 86 bp

Sekil 4.2. PCR Tabanli RFLP yontemi ile BstUl (New England Biolabs, Beverly,
MA) Restriksiyon Enzimi Kullanilarak pS3 Genin analizi.

199 bp’lik PCR iiriinii uygun sartlar altinda BstUI restriksiyon enzimi ile
muamele edilir ve gogaltilan DNA fragmentinde BstUI restriksiyon enziminin tanima
bolgesi olan “CGCG” bolgesi yer alirsa DNA fragmenti restriksiyon enzimi
tarafindan kesilir. Sekil 4.2 de goriildiigii ilizere restriksiyon enzimi tarafindan
kesilmis 199 bp’lik DNA fragmenti 113 bp’lik ve 86 bp’lik iki alt {initeye
donlismiistiir.

p53 kodon 72 sirasiyla 199 bp, 113 bp ve 86 bp’lik fragmentlere gore analiz

edilmistir. Buna gore 199 bp’lik tek bir fragmentin lizerinde BstUI enzimsel bir
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tanima bolgesi ve restriksiyona tabii olmadigindan Prolin olarak degerlendirilmistir.
113 bp ve 86 bp iki ayr1 fragment ise BstUI enzimsel bir tanima bolgesine sahip olan
ve restriksiyona tabii olan Arjinin olarak degerlendirilmistir. Ayrica allelerden
birinin Prolin digerinin Arjinin olmasiyla ortaya 3 farkli uzunlukta 199 bp, 113 bp ve
86 bp’lik iic farkli uzunlukta fragment olusmustur. Bunlarda heterezigot olarak
degerlendirilmistir. Sekil 4.2

P53 kodon 72 polimorfizmi c¢alisilan meme kanserli hasta ve kontrol gruplar1
arasinda toplam 63 (%42) Arg/Arg homozigot, 68 (%45,3) Arg/Pro heterezigot ve 19
(%12,7) Pro/Pro olarak belirlendi. Meme kanserli 75 hasta grubunda 29 (%38,7)
Arg/Arg homozigot, 36 (%48) Arg/Pro heterezigot ve 10 (%13,3) Pro/Pro olarak
belirlendi. Ayrica 75 kisinin yer aldig1 kontrol grubunda ise 34 (%45,3) Arg/Arg
homozigot, 32 (%42,7) Arg/Pro heterezigot ve 9 (%12) Pro/Pro olarak belirlendi.

Buna gore meme kanserli hastalar ve kontrol grubu genotipleri arasindaki

fark istatistiksel olarak onemsiz bulundu (p=0.710).
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Cizelge 4.1. p53 kodon 72 bolgesi genotiplerinin kanser ve kontrol gruplarma gore

karsilagtirilmasi ve % dagilimlari.

P53 kodon 72
Toplam
ARG/ARG ARG/PRO PRO/PRO

Grup Kontrol N 34,0 32,0 9,0 75
Beklenen Deger 31,5 34,0 9,5 75

% Grup iginde 45,3 42,7 12,0 100

% P53 iginde 54,0 47,1 47,4 50

% Toplam 22,7 21,3 6,0 50

Meme kanseri N 29,0 36,0 10,0 75

Beklenen Deger 31,5 34,0 9,5 75

% Grup iginde 38,7 48,0 13,3 100

% P53 iginde 46,0 52,9 52,6 50

% Toplam 19,3 24,0 6,7 50

Toplam N 63,0 68,0 19,0 150
Beklenen Deger 63,0 68,0 19,0 150

% Grup iginde 42,0 45,3 12,7 100

% P53 iginde 100,0 100,0 100,0 100

% Toplam 42,0 45,3 12,7 100

Cizelge 4.2. p53 Kodon 72 Meme kanserli hastalar ile kontrol grubu arasindaki Ki

kare testi anlamlilik sonuglar1

Ki-kare test

Value df P
Pearson Chi-Square 0,685 2 0,710
Likelihood Ratio 0,685 2 0,710
Linear-by-Linear Association 0,518 1 0,472
N of Valid Cases 150,000

Bos hiicrelerin beklenen sayisi 5’ten az

Minimum beklenen say1 9,50
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40

P53

Bl ARGIARG

Say1 [ ararPro

Il FroPrO

Kontrol Grubu Meme Kanserli Hastalar

Grup

Sekil 4.3. p53 kodon 72 bolgesinde Arg/Arg, Arg/Pro ve Pro/Pro genotipli olgularin
Kontrol Grubu ve Meme kanserli hastalar arasindaki dagiliminin grafiksel

karsilastirmasi.

Genotipler acisindan meme kanser riski lojistik regresyon yontemi ile
hesaplandi. Arg/Arg genotipine gore Arg/Pro genotipi meme kanseri riskini 1.319
kat arttirmis olmasima ragmen istatistiksel olarak Onemsizdir p=0.430. Arg/Arg
genotipine gore Pro/Pro genotipi meme kanseri riskini 1.303 kat artirmig ama bu artis

istatistiksel olarak dnemsizdir (p=0.614).
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Cizelge 4.3. Genotipler agisindan kanser riskininin lojistik regresyon analizi

95,0% C.l.for

B S.E. | Wald | df | P<0,05 | Exp(B) EXP()
Alt Ust
P53 0,684 | 2 | 0,710
P53(1) | 0,277 | 0,351 | 0,624 | 1 | 0,430 | 1,319 0,663 2,622
P53(2) | 0,264 | 0,524 | 0,254 | 1 | 0,614 | 1,303 0,466 3,641
sabit | -0,159 | 0,253 [ 0,396 | 1 | 0,529 | 0,853

Alleller agisindan meme kanser riski lojistik regresyon yontemi ile

hesaplandi. Arg/Pro, Pro/Pro yani Prolin allelli tasiyanlarda meme kanseri riski

Arg/Arg yani Arjinin alleli tasiyanlara gore 1.315 kat artmustir ama istatistiksel

olarak 6nemli degildir (p=0.409).

Cizelge 4.4. Genotipler agisindan kanser riskininin lojistik regresyon analizi.

B SE. | Wald | df | Sig. | Exp(B) | 95,0% C.lfor EXP(B)

Alt Ust

P53 ALEL(1) | 0,274 | 0,332 | 0,683 | 1 | 0,409 | 1,315 | 0,687 2,520
Sabit -0,159 | 0,253 | 0,396 | 1 | 0,529 | 0,853

4.2. Hasta ve Kontrol Gruplan Arasindaki MDM2 SNP 309 T/G RFLP

Sonuclarinin Genotip ve Allel insidanslar

Bu calismada MDM2 geni i¢inde yer alan SNP309 T/G polimorfik yapisi

PCR tabanli RFLP yOntemi ile yapildi. Bunun i¢in polimeraz zincir yontemiyle

istenilen bolge cogaltildi ve goriintiiler transliiminator araciligiyla alinmiitir (sekil

4.2.).
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500 bp
400 bp

300 bp
200bp
157 bp

100 bp

Sekil 4.4. MDM2 SNP309 T/G Polimorfizminin Tespiti i¢in Yapilan Polimeraz

Zincir Reaksiyonu sonucunun %2’lik agaroz jeldeki goriintiisti
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500 bp
400 bp

300 bp

200bp

100 bp

Sekil 4.5. PCR Tabanlt RFLP yontemi ile MSPA1I (New England Biolabs, Beverly,
MA) Restriksiyon Enzimi Kullanilarak pS3 Genin analizi

157 bg’lik PCR {iriinii uygun sartlar altinda MSPAII restriksiyon enzimi ile
muamele edildi. MSPAII restriksiyon enzimi MDM2 geni SNP309 noktasinda
Guanin niikleotidi bulunan PCR {iriinii DNA fragmentlerini kesilerek 110 bg’lik ve
47 be’lik iki ayr1 DNA fragmenti olusturdu. Buna gore bant dizileri arasinda, 157
b¢’lik tek bir DNA fragmenti TT homozigot, 110 ve 47 bg¢’lik iki DNA fragmenti
GG homozigot ve 157, 110 ve 47 bg’lik tic DNA fragmenti T/G heterizigot olarak
kabul edildi.
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Cizelge 4.5. p53 kodon 72 bdlgesi genotiplerinin kanser ve kontrol gruplarmna gore

karsilastirilmasi ve % dagilimlari

MDM2
Toplam
GG TG TT

Grup Kontrol n 15,0 40,0 20,0 75
Beklenen Deger 18,0 39,5 17,5 75

% Grup iginde 20,0 53,3 26,7 100

% MDM2 iginde 41,7 50,6 57,1 50

% Toplam 10,0 26,7 13,3 50

Meme kanseri n 21,0 39,0 15,0 75

Beklenen Deger 18,0 39,5 17,5 75

% Grup iginde 28,0 52,0 20,0 100

% MDM2 iginde 58,3 49,4 42,9 50

% Toplam 14,0 26,0 10,0 50

Toplam n 36,0 79,0 35,0 150
Beklenen Deger 36,0 79,0 35,0 150

% Grup iginde 24,0 52,7 23,3 100

% MDM2 iginde 100,0 100,0 100,0 100

% Toplam 24,0 52,7 23,3 100

MDM?2 SNP309 T/G polimorfizmi ¢alisilan meme kanserli hasta ve kontrol

gruplar1 arasinda toplam 36 (%24) GG homozigot, 79 (%52,7) TG heterezigot ve 35
(%23,3) TT olarak belirlendi. Meme kanserli 75 hasta grubunda 21 (%28) GG
homozigot, 39 (%52) TG heterezigot ve 15 (%20) TT olarak belirlendi. Ayrica 75
kisinin yer aldig1 kontrol grubunda ise 15 (%20) GG homozigot, 40 (%53,3) TG

heterezigot ve 20 (%26,7) TT olarak belirlendi (¢izelge 4.5.).

Buna gore meme kanserli hastalar ve kontrol grubu genotipleri arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0.422).
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Cizelge 4.6. MDM2 SNP309 Meme kanserli hastalar ile kontrol grubu arasindaki Ki

kare testi anlamlilik sonuglari

Ki-kare test
Value df P
Pearson Chi-Square 1,727 2 0,422
Likelihood Ratio 1,734 2 0,420
Linear-by-Linear Association 1,693 1 0,193
N of Valid Cases 150,000

Bos hiicrelerin beklenen sayist 5’ten az, Minimum beklenen say1 17,50

50

401

Say1

Kontrol Grubu

Grup

Meme Kanserli Hastalar

MDM2

Sekil 4.6. MDM?2 SNP309 bdlgesinde GG, TG ve TT genotipli olgularin Kontrol

Grubu ve Meme kanserli hastalar arasindaki dagilimmin grafiksel karsilastirmasi.

Genotipler acisindan meme kanser riski lojistik regresyon yontemi ile

hesaplandi. TT genotipine gore GG genotipi meme kanseri riskini 1.867 kat arttirmis

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamsizdir (p=0.194). TT genotipine gore GT
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genotipi meme kanseri riskini 1.300 kat artirmis ama bu artig istatistiksel olarak

onemsizdir p=0.614.

Cizelge 4.7. Genotipler agisindan kanser riskininin lojistik regresyon analizi

95,0% C.l.for
B S.E. | Wald | df | P<0,05 | Exp(B) EXP(B)
Alt Ust
Step 1(a) MDM2 1,713 | 2| 0,425
MDM2(1) | 0,624 | 0,481 | 1,687 | 1| 0,194 | 1,867 | 0,728 4,788
MDM2(2) | 0,262 | 0,409 | 0,411 | 1| 0,521 | 1,300 | 0,583 2,898
Sabit -0,288 | 0,342 | 0,709 | 1| 0,400 | 0,750

Alleller agisindan meme kanser riski lojistik regresyon yontemi ile

hesaplandi. GG, GT yani G alelli tasiyanlarda meme kanseri riski TT yani T alleli

tastyanlara gore 1.455 kat artmistir ama istatistiksel olarak 6nemli degildir (p=0.336).

Cizelge 4.8. Alleller acisindan kanser riskininin lojistik regresyon analizi

95,0% C.l.for
B S.E. | Wald | df Sig. | Exp(B) EXP(B)
Alt Ust
MDM_ALEL(1) | 0,375 | 0,389 | 0,927 110336 | 1,455| 0,678 | 3,119
Sabit 0,288 | 0,342 | 0,709 110,400 | 0,750
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, P53 kodon 72 Arg/Pro ve MDM2 SNP309 T/G
polimirfizimlerinin meme kanseriyle iliskilerinin olup olamadig1 ve meme kanserine
yakalanma riskini arttirip arttirmadigi arastirilmistir. Bunun i¢in kontrol grubundan
ve meme kanserli hastalardan alman kan 6rneklerinden DNA ektraksiyonu yapilmis
ve PZR tabanli RFLP yontemiyle hem p53 kodon 72 Arg/Pro hem de MDM?2
SNP309 T/G polimorfizimleri saptanmistir. Ayrica calisma neticesinde elde edilen
bulgular diger arastirmacilarin sonuglariyla karsilastirilmistir.

Tek niikleotid polimorfizimleri, kanser sikliginin belirlenmesinde ve kanser
tedavisine olas1 yanitin nasil sekillenebilecegi konusunda 6nemli ipuglar1 verebilirler.
Ancak bir¢cok farkli tek niikleotid polimorfizminin icerisinden hangisinin ilgili
hastalik ile iliski igersinde olabilece§inin belirlenmesi su ana kadar yapilan tiim bu
calismalardaki en biiylik giicliiklerdir (Gareth ve ark., 2005). Kisiye 0zgli tedavi
olanaklarmin gerceklestirilebilmesi bilim insanlarinin yeteri kadar giivenilir ve
polimorfik bolgeleri hastaliklarla iliskilendirebilen bir veri tabani olusturmasina
baghdwr. Son yillarda genetik polimorfizimlerin herhangi bir hastaliga yatkinlik
derecesinin tespiti ve tedavi seklinin belirlenmesi agisindan 6nemli oldugunun

anlasilmasi, bu alandaki bilimsel ¢aligmalar1 ivmelendirmistir (Shen ve ark., 2002)

5.1. p53 kodon 72 Arg/Pro polimorfizminin Meme Kanseriyle iliskisi

Kromozom 17p13 {lizerinde yer alan p53 geni biitiin kanser tiirleri arasinda
cogunlukla mutasyona ugrayan gendir (Fan ve ark., 2000; Hollstein ve ark., 1991)
Gilinlimiizde bir ¢ok polimorfizim wild tip p53 gen lokusunda belirlenmistir. p53 geni
dordiincii  ekzonunda yer alan kodon 72 polimorfizminin iirlinii protein
varyantlarindan olan arjininin (CGC) veya prolinin (CCC) akciger kanseriyle ve
mesane kanseriyle iliskisi rapor edilmistir (Oka ve ark., 1991; Weston ve ark., 1992).

Arjinin (CGC) biiyiik polar, prolin (CCC) ise kii¢iik polar amino asit rezidiisiidiir. Bu
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gen motifindeki degisiklik sonucunda olusan p53 proteinin fonksiyonel ve kimyasal
ozellikleri degisir. p53 prolin giiclii bir transkripsiyonel aktivator olmasina karsin
apoptozisi indiiklemesi agisindan p53 arjininden daha azdir. (Matlasheski ve ark.,
1987) Bu durum prolince zengin bolgede bulunan SH3-baglant1 motiflerinden
kaynaklanmaktadir (Walker ve ark., 1996).

Papadakis ve ark., 2000 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada p53 homozigot
arjinin meme tliimorgenesisi i¢in bir risk faktorii oldugunu bildirmislerdir.

Khandang ve ark., 2007 yilinda yapmis olduklar1 iran populasyonundaki
calismada p53 kodon 72 Arg/Pro polimorfizmininin meme kanseri ile iliskisiz
oldugunu bildirmislerdir.

Damin ve ark., p53 homozigot arjininin meme karsinogenezine kuvvetlice
karigtigini, Arg/Arg genotipinin malignasi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.

Huang ve ark., 2003 yilinda yaptigi calismada p53 kodon 72 Arg/Pro
polimorfizminin meme kanseri ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.

Mabrouk ve ark., 2003 yilinda yapmis olduklar1 arastirma sonucunda P53
kodon 72 polimorfizmi ile meme kanseri ve mesane kanseri arasinda tutarli bir
iliskiyi bulamadiklarmi bildirmislerdir.

Xu ve ark., 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada p53 kodon 72
polimorfizminin meme kanserli hastlarda anthracycline tabanli neoadjuvant
kemoterapi i¢in prediktif markir olabilecegini belirtmislerdir.

Bir ¢ok grup p53 Kodon 72 Arjinin polimorfiziminin bazi epitelyal
kanserlerde riski arttirdigini rapor etmislerdir. Bunlar: Gastrik kanserde (Shen ve ark.
20004), Meme kanserinde (Langerod ve ark., 2002., Bonafe ve ark., 2003., Buyru ve
ark., 2003), Yumurtalik kanserinde (Pegoraro ve ark., 2002), Ozefagus kanserinde
(Kawaguchi ve ark., 2000), Deri kanserinde (Dokianakis ve ark. 2000., Bastiaens ve
ark. 2001., Shen ve ark., 2003), Akciger kanserinde (Wu ve ark., 2002), Mesane
kanserinde (Soulitzis ve ark., 2002), Prostat kanserinde (Henner ve ark., 2001) ve
Grrtlak kanserinde (Sourvinos ve ark., 2001) yapilan caligmalardir.

Bununlar beraber yapilan bazi ¢caligmalarda diger kanser tipleri icin p53
Kodon 72 Prolinin kanser riskini arttirdigi bildirilmistir. Bunlar: Tiroit kanserinde

(Granja ve ark., 2004), Nazofarenks kanserinde (Tsai ve ark., 2002., Tiwawech ve
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ark., 2003), Prostat kanserinde (Suzuki ve ark., 2003), Deri kanserinde (Chen ve ark.,
2003), Uregenital bdlge (Kuroda ve ark., 2003) ve Akciger kanserinde (Wang ve
ark., 1999) yapilan ¢aligmalardir.

Yine bazi gruplar da, p53 kodon 72 polimorfizimi ile kanser riski arasinda
iligki bulamamiglardir. Tiim bu farkliliklarin nedeninde  belki tiimorde p53
mutasyonel durum belirleniminin yapilmayisi bir etken olabilir. Bu farkhiliklarin
nedeni olarak, kontrol gruplarinin dogru segilememesine veya analiz yontemlerinin
hatal1 oluslar1 gibi durumlarda s6z konusu olabilir.

Sonug olarak su an i¢in p53 kodon 72 polimorfik varyantlar1 ve kanser riski
arasindaki korelasyon net degildir. Kanser progresyonu, hayatta kalim, kansere
yakalanma yas1 gibi konular i¢in daha tutarli sonuclar gerekmektedir (Pietsch ve ark.,
2006).

Bu c¢alismada p53 kodon 72 polimorfizminin meme kanseri iizerine etkisi
PZR tabanli RFLP yontemi ile yapildi. Arastirma sonucunda p53 kodon 72
polimorfizmi ile meme kanseri arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi.

Ayrica p53 kodon 72 i¢in Pro/Pro genotipi Arg/Arg genotipine gére meme
kanseri riskini belirli derecede arttirmis oldugu bulundu. Fakat bu artisin 6nemli
olmadig: istatiksel olarak saptanmadi. Arg/Pro genotipi Arg/Arg genotipine oranla
belirli derecede meme kanseri riskini arttirmis oldugu gozlensede istatiki olarak
onemli bir fark olugsmadigindan meme kanserine etkisi saptanmadi. Prolin alleli
tastyanlar ile prolin alleli tagimayanlar arasinda alleller agisindan meme kanseri riski
kismen artmig olarak bulunsada anlamli bir artis olmadigindan alleller agisindan
meme kanseri ile iliski saptanmadi.

Bu calismada p53 kodon 72 gen polimorfizminin meme kanseri iizerine
etkisinin bulunmadig1 goriisiindeyiz. Bizden dnce yapilan bazi ¢aligmalarda bizim

buldugumuz bu sonucu desteklemektedir.
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5.2. MDM2 SNP 309 polimorfizminin Meme Kanseriyle iliskisi

MDM?2 proteininin hiicre i¢erisindeki veya organizmadaki diizeyi p53 yanit1
ve kanser formasyonu lizerinde genis bir etkiye sahiptir. MDM2 geninin iki tane
promoter-enhanser bolgesine sahip oldugu gosterilmis bunlardan birincisi 5° ucundan
birinci ekzona kadardir ve stres durumunda olmayan hiicrelerde uygun taban (hiicre
icinde bulunmasi gereken minimum miktar) MDM2 diizeyini diizenler. ikinci
promoter bdlge ise birinci intronun iginde olup (MDM2 geninde {igiincii ekson
birinci kodlanan eksondur). 309. pozisyonundaki tek niikleotid polimorfizminin
bulundugu bodlgeyir kapsar. Transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi olarak
kimliklendirmis olan bu bdlgenin 309. pozisyonundaki T (timin)’in G (guanin)’e
degisimi SP1’in (transkripsiyon faktorii) baglanma bolgesinin uzunlugunu artirarak
MDM2 genin trankripsiyonu fazlalastirrr. Boylece hiicre i¢ginde MDM?2
konsantrasyon artisina istinaden p53 protein konsantrasyonu dramatik bir sekilde
diiser.

Boersma ve ark., 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada MDM2 SNP309
ile meme kanserli hastalarin hayatta kalimlar1 arasinda giiglii bir iliskinin oldugunu
bildirmislerdir.

Schmidt ve ark., 2007 yilinda yapmis olduklar1 genis 6l¢ekteki calismalarinda
MDM2 SNP309 ve P53 kodon 72 polimorfizmleri ile meme kanserli hastalar
arasinda ayr1 ayr1 veya birlikte herhangi bir iligki bulunmadigini bildirmislerdir.

Ma ve ark., 2006 yilinda yapmis olduklari ¢alisma sonucunda MDM?2
SNP309 polimorfizminin meme kanserinin etyolojisi i¢cinde onemli bir role sahip
olmadigin1 bildirmislerdir.

Petenkaya ve ark., 2006 yilinda yapmis oldugu c¢alismada MDM2 SNP309
polimorfizmi ile meme kanseri arasinda bir iligkinin olmadigini bildirmislerdir.

Millikan ve ark., 2006 yilinda oldugu ¢alismada MDM2 SNP309
polimorfizmi ile meme kanserli afro amerikan hasta grubu arasinda herhangi bir
iliskinin olmadig: bildirilmistir.

Schmidt ve arkadaslarnin 2007 yilimda BCAC (Breast Cancer Association

Consortium) catist altinda yaptiklar1 ve genis 6lgekte smiflandirilan ¢alismalarina
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Finlandiya: HeBCS, Almanya: HaBCS, Hollanda: ABCS, Birlesik Krallik,
Cambridge: SEARCH ve Birlesik Krallikk, London :BBC. Konsorsiyumlari
katilmistir. Bu ¢alisma, 5.194 hasta ve 3.834 kontrol gruplari iizerinde yapilmstir.
Calismalarm iici (HaBCS, ABCS ve BBC) 6zellikle bilateral tabanlhidir. Ailesel dykii
bilgisi hastalarin %11 haricinde mevcuttur. Tiimor grade iligkileri, HaBCS, ABCS ve
SEARCH gruplarinda verilmistir. Ostrojen reseptdr iliskisi (pozitif veya negatif)
HeBCS, HaBCS, ABCS ve SEARCH c¢alismalarinda sunulmustur. Tim bu
calismalar Etik Arastirma komitesi tarafindan uygun bulunmustur.

Schmidt ve arkadaslarmin yapmis oldugu bu c¢alisma sonucunda MDM?2
SNP309’un kansere yakalanma riskini arttrmadigini bildirmislerdir. Ayrica MDM2
SNP309’un kansere daha erken yakalanma ile iligkisinin bulunmadigini da
bildirmislerdir. Yine kombinasyon olarak MDM2 SNP309 ve TP53 R72P’nin kanser
riskini arttrmadigin1 aynt zamanda daha erken yasta kansere yakalanmayi da

saglamadigi bildirilmistir.

North Carolina’da Afrikali Amerikalilarda ve Beyazlarda 2.037 (Millikan ve
ark., 2006), Cin’de 366 (Ma ve ark., 2006), Almanya’da non-BRCA1-2 549
(Wilkening ve ark., 2006), Ingiltere’de 351 (Campbell ve ark., 2006), Baltimore’da
293 (Boersma ve ark., 2006) meme kanserli hastalarda yapilan ¢alismalarda, iliski
ortaya konamamistir. Bununla beraber SNP309’un hormonlarin etkisini
degistirebilecegi (0rnegin Ostrojen hormonu gibi) boylece meme tiimorgenesisinin
davranis1 iizerinde etkili olabilecegi bildirilmistir. Ayrica spesifik olarak Gstrojen
reseptorii pozitif tiimorlerde kansere yakalanma yasi ile iligkili olabilecegi de
belirtilmistir.

Bu ¢alismada MDM2 SNP309 polimorfizminin meme kanseri iizerine etkisi
PZR tabanli RFLP yontemi ile yapildi. Arastirma sonucunda MDM2 SNP309
polimorfizmi ile meme kanseri arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi.

Ayrica  MDM2 SNP 309 i¢cin GG genotipi TT genotipine meme kanseri
riskini belirli derecede arttirmis oldugu bulundu. Fakat bu artisin 6nemli olmadig:
istatiksel olarak saptandi. GT genotipi TT genotipine oranla belirli derecede meme

kanseri riskini arttrmis oldugu gozlensede istatiki olarak O©Onemli bir fark
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olusmadigindan meme kanserine etkisi saptanmadi. G alleli tasiyanlar ile G alleli
tasimayanlar arasinda aller agisindan meme kanseri riski kismen artmis olarak
bulunsada anlamli bir artis olmadigindan aller agisindan meme kanseri ile iliski
saptanmadi.

Bu ¢aligmada MDM2 SNP 309 gen polimorfizminin meme kanseri {izerine
etkisinin bulunmadig1 goriisiindeyiz. Bizden dnce yapilan bazi ¢aligmalarda bizim

buldugumuz bu sonucu desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Onkoloji alaninda yapilan genetik polimorfizim ¢alismalar1 kanserli hastalarin
nasil bir tedaviye tabii tutulmasini, kisinin kansere yakalanma riskinin tespiti gibi
temel konulara cevap aramak i¢in yapilmaktadir. Kanser genetiginin en Onemli
konularindan biri olan p53 tiimor silipressor yolagi hiicre dongiisii i¢inde oldukca
kritik bir role sahiptir.

Bu ¢alismada p53 tiimor stlipressor yolaginda yer alan iki onemli gendeki baz1
polimorfizimlerin Tiirk populasyonu dahilinde meme kanserli hastalar iizerinde
inceledik. Yaptigimiz calisma sonucunda p53 tiimor siipressor geni i¢cinde yer alan
kodon 72 polimorfizimlerinin meme kanseri ile iliskisinin olmadig1 sonucuna vardik.
Yine p53 tiimor silipressor yolaginda yer alan MDM?2 geninin -309 bdlgesinde yer
alan T-G polimorfizmi de Tiirk populasyonu dahilinde meme kanserli hastalar
iizerinde calisildi. Bu c¢alisma sonucunda MDM2 SNP309’un meme kanseri ile
iliskisinin olmadig1 sonucuna vardik.

Bu ¢alismadan elde edile sonuglar g6z 6niinde bulundurulacak olursa MDM2
SNP 309 ve p53 kodon 72 polimorfizimlerinin tiirk populasyonunda meme kanseri
ile iliskisi olmadigini sdyleyebiliriz. Fakat bu konuda kesin yargiya varabilmemiz
icin daha genis tabanli daha biiylik hasta ve kontrol gruplarini igeren calismalara
ihtiya¢ vardir.

Ayrica onceki konu bagliklarinda deginildigi gibi bir¢cok farkli tek niikleotid
polimorfizminin icerisinden hangisinin 1ilgili hastalik 1ile 1iligki icersinde
olabileceginin belirlenmesi su ana kadar yapilan tiim bu c¢aligmalardaki en biiyiik
glicliigi meydana getirmektedir. Bu alanda biriken biitiin sonuclarin ilintili veri
tabanlarina aktarilmasi ve yiizlerce parametre igersinden istenilen varyasyonlari
yorumlayabilecek algoritmalara ihtiyacimiz  olacaktr. Bu algoritmalarin
kurgulanmas1 son yillarda gerek molekiiler biyoloji gerek programlama alanindaki
gelismeler neticesinde hizli bir ivme kazanan biyoenformatik c¢ergevesinde
beklenmelidir. Ozellikle klinik alanda microarray analizleri gibi bir ¢ok analizin

yayginlastirilmas: multi disiplinsel bir bilim dali olan biyoenformatigin 6nemini daha
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da arttirmaktadir. Siiphesiz gelecek yillarda 6nemini daha da arttirmasi beklenen
biyoenformatik alaninin Tirkiye’de de belirli bir gelisim igersinde olusu sevindirici

bir gelisme olarak goriilmelidir.
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kapsaminda kalite yonetimi ve materyal yonetimi lizerine danigmanlik yapiyorum.
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