RAHIM AGZI, YUMURTALIK VE RAHIiM KANSERLi OLGULARDA
p53 72. KODON VE MTHFR C677T POLIMORFIZMININ
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR) VE RESTRIKSIYON
PARCA UZUNLUK POLIMORFIZMI (RFLP) ANALIZI iLE
ARASTIRILMASI

Yeter Ceren CIMEN

YUKSEK LISANS TEZi
BiYOLOJI

GAZi UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MAYIS 2010
ANKARA



Yeter Ceren CIMEN tarafindan hazirlanan RAHIM AGZI, YUMURTALIK VE
RAHIM KANSERLI OLGULARDA p53 72. KODON VE MTHFR C677T
POLIMORFIZMININ POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR) VE
RESTRIKSIYON PARCA UZUNLUK POLIMORFIiZMI (RFLP) ANALIZi iLE
ARASTIRILMASI adli bu tezin Yiiksek Lisans tezi olarak uygun oldugunu

onaylarim.

Prof. Dr. Leyla ACIK
Tez Danismani, Biyoloji Anabilim Dali

Bu calisma, jiirimiz tarafindan oy birligi ile Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek

Lisans olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Sibel SUMER

Biyoloji Anabilim Dali, Hacettepe Universitesi

Prof. Dr. Leyla ACIK

Biyoloji Anabilim Dal1, Gazi Universitesi

Dog. Dr. Barbaros BALABANLI

Biyoloji Anabilim Dal1, Gazi Universitesi

Tarih: 20/05/2010

Bu tez ile G.U. Fen Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans derecesini

onamigtir.

Prof. Dr. Bilal TOKLU e,

Fen Bilimleri Enstitiisi Mudiiri



TEZ BiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranig ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif

yapildigini bildiririm.

Yeter Ceren CIMEN



RAHIM AGZI, YUMURTALIK VE RAHIM KANSERLI OLGULARDA
p53 72. KODON VE MTHFR C677T POLIMORFIZMININ POLIMERAZ
ZINCIR REAKSIYONU (PZR) VE RESTRIKSiYON PARCA UZUNLUK
POLIMORFIZMi (RFLP) ANALIZi iLE ARASTIRILMASI
(Yiiksek Lisans Tezi)

Yeter Ceren CIMEN

GAZIi UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
Mayis 2010

OZET

Baz1 p53 polimorfizmleri artan kanser gelistirme riskiyle iliskilidir. p53’iin
yaygin bir polimorfizmi, 72. kodonda gerceklesmektedir. Bu polimorfizmin ya
bir prolin ya da bir arjinin boélgesi iceren degismis bir proteinle
sonuclanmaktadir. MTHFR, 5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz proteinini
kodlar. S-metiltetrahidrofolat, plazma folatinin birincil formudur. MTHFR
folat metabolizmasi, DNA sentezi ve tamirinde onemli bir role sahiptir. MTHFR
C677T polimorfizminde alanin yerine valin aminoasiti kodlanmaktadir. Bu
calismada rahim agz1 (serviks), yumurtalik (over) ve rahim (endometriyum)
kanserlerinde p53 72. kodon ve MTHFR C677T 4. ekzon polimorfizmi
arastirildi. Calismaya endometriyum, serviks ve over kanserli 106 hasta ve 101
saghkl birey dahil edilmistir. Genomik DNA periferal kandan izole edildi. p53
ve MTHFR geninde mutasyona ugrayan 4. ekzon Polimeraz Zincir Reaksiyonu
ile ¢ogaltildi. BStUI enzimi p53 mutasyonlarmi, Hinfl enzimi ise MTHFR
mutasyonlar:1 belirlemek amaciyla kullanildi. Sonu¢ olarak, serviks kanseri ve
saghkl bireyler arasinda p53 geni 72. kodon polimorfizminde Arg/Pro
heterozigot genotipinin goriilme sikhiginda istatistiksel acidan anlamh bir fark

tespit edilmemistir. Ancak, Arg/Arg genotipinin goriilme oram hastalarda



kontrol grubuna gore daha diisiikken Pro/Pro genotipinin goriilme oram
hastalarda daha yiiksektir. Endometrium kanserinde ise, kanserli hastalar ve
saghkl bireyler arasinda Arg/Arg genotipinde istatistiksel acidan anlamh bir
fark tespit edilirken, Arg/Pro ve Pro/Pro genotipinde istatistiksel acidan anlamh
bir fark tespit edilememistirr MTHFR geni C677T (Ala/Val) polimorfizmi
serviks ve endometrium kanserli hastalar ve saghkh bireylerde, 677CC
homozigot normal ve 677CT heterozigot mutant genotipleri arasinda
istatistiksel acidan anlamh bir fark bulunamamistir. 677TT homozigot
genotipinde ise istatistiksel acidan anlamh bir fark tespit edilmistir. p53 geni
72. kodon ve MTHFR C677T polimorfizmi icin over kanserli hastalarla saghkh
bireyler karsilastirlldiginda tiim genotiplerde, istatistiksel acidan anlamli bir
fark gozlenmemistir. Bu ¢alismanin sonuc¢larina gore p53 72. kodon ve MTHFR
C677T polimorfizminin serviks, endometrium, over kanserleri riski icin 6nemli

bir belirleyici olabilir fakat karsinogenez icin yeterli degildir.
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72. kodon, MTHFR
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ABSTRACT

Some of p53 polymorphisms have been associated with increased risk of cancer
development. A common poymorphism of p53 at codon 72 results in either a
variant protein with a proline residue or an arginine residue. MTHFR encodes a
5,10-methylenetetrahydrofolate reductase protein. S-methyltetrahydrofolate is
the primary form of plasma folatee MTHFR folate metabolism has a very
important role in DNA synthesis and repair. C677T polymorphism is encoded
amino acid valine instead of alanine. In this study we invesitgated p53 codon 72
and MTHFR exon 4 polymorphisms in cervix, over and endometrial cancers.
The study composed of 106 cervix, over and endometiral cancer patients and
101 healthy control individual. Genomic DNA was isolated from peripheral
whole blood in patient group and control group. Exon 4 of p53 and MTHFR
genes which frequently mutated in cervix, over and endometrial cancers was
amplified from 207 samples. BStUI restriction enzyme was used to determine
p53 gene mutations and Hinfl enzyme was used to determine MTHFR
mutations for PZR products. As a result, p53 gene codon 72 polymorphism
between cervical cancer paitents and healthy individuals was observed

statistically significant difference in Arg/Pro heterozygous genotype.However,



Vi

the Arg/Arg genotype incidence was lower in patients than in the control group
Pro/Pro genotype incidence is higher in patients. MTHFR gene C677T (Ala/Val)
polymorphism in cervical and endometrial cancer patients and control group,
677CC homozygous normal and 677CT mutant heterozygous genotypes was
found statistically significant difference. 677TT homozygous genotype was
found statistically significant p53 gene codon 72 and MTHFR Cé677T
polymorphism in ovarian cancer patients compared to healthy individuals, all
genotypes, a statistically significant difference was observed. Based on the
results of this study, we suggest that p53 codon 72 polymorphism and MTHFR
C677T polimorphism may be important determinant for cervix, over and

endometrium cancer but it is not sufficient for carcinogenesis.
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Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte
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1. GIRIS

Kanser, hiicre proliferasyonunun bozulmasiyla ortaya ¢ikan bir olgudur [1]. Kanserin
genetik ile baglantili olabilecegi fikri 20. yiizy1l baslarinda ortaya atilmis ve bu fikir

kanser arastirmalarinin kaynagi olarak rol oynamustir [2].

Serviks kanseri, onceki yillarda jinekolojik kanserler arasinda ilk siray1 almasina
ragmen gilinlimiizde ikinci ve hatta liclincii siraya inmistir [74]. Tiim diinyada yilda
400.000’in tizerinde serviks kanseri olgusu goriilmekte ve her yil yaklasik 250.000

hasta serviks kanserinden 6lmektedir [28].

Over kanseri, kadin kanserleri arasinda en sik goriilen 5. kanserdir. Jinekolojik
kanserler arasinda 2. siklikta goriilmektedir. Toplamda kadin kanserlerinin %4’{inii,
jinekolojik kanserlerin %27’sini olustururlar. En oldiiriicii jinekolojik kanser over

kanseridir [81,82].

Endometrium kanseri gelismis iilkelerde kadin genital sistem kanserleri arasinda en
sik goriilen kanserdir. Saglik bakanlig1 verilerine gore lilkemizde kadin genital sistem
kanserleri, kanser oliimleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir ve serviks kanseri 8.

siradayken endometrium kanseri 10. sirada goriilmektedir [28].

Bu c¢alismada, serviks, endometrium ve over kanserli hastalarda ve kontrol
gruplarinda p53 geninin 4. ekzon bolgesinde 72. kodon polimorfizmi ve
Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) geninin 4. ekzon bolgesi C677T
polimorfizmi Polimeraz Zincir Reaksiyonu- Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (PZR-RFLP) yontemi ile taranmistir. Bu c¢alisma, Tiirk hastalardaki
serviks, endometrium, over kanserlerinde p53 ve MTHFR gen mutasyonlarinin
kanserli hastalarinin genlerinde ne gibi degisiklikler yaptigin1 belirlemek amaci ile
yapilmig bir 6n ¢aligmadir. Serviks, endometrium ve over kanserli hastalarda
kanserle iligkilendirilen p53 72. kodon ve MTHFR geninde mutasyon analizinin

yapilmasiyla, kanser tanili bireyin ailesinde ve akrabalarinda hastalik belirtisi



olusmadan veya hastalik ilerlemeden erken tan1 konmasi ve tedaviye baslamasiyla

hastaligin ilerlemesinin engellenmesi yolunda adim atilmis olacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Kanser

Kanser, hiicre proliferasyonunun bozulmasiyla ortaya ¢ikan bir olgudur [1]. Kanserin
genetik ile baglantili olabilecegi fikri 20. Yiizyil baslarinda ortaya atilmistir ve bu
fikir kanser aragtirmalarinin kaynagi olarak rol oynamistir [2]. Kanser hem diinyada
hem de ililkemizde %22’lik oran ile kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra Sliimlerde

ikinci sirada yer almaktadir [6].

Kanserler, esas olarak 3 ana grupta smiflandirilirlar. Kemik, kas ya da konnektif
doku gibi mezensimal dokulardan kdken alan sarkoma; barsak mukozasi, bronglar ve
meme duktuslar1 gibi epitelyal dokulardan koken alanlar karsinoma; kemik iligi ve

lenfatik sistemden koken alanlar lenfomalardir [3,4].

Kanserlerin olusum silirecinde genetik ve c¢evresel faktorlerin rol oynadigi
diisiiniilmektedir [5]. Cevresel faktorler; iyonize radyasyon, sigara ve alkol
kullanimi, kotii beslenme aligkanliklari, fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalma,
giines 1smlarina maruz kalma gibi kisisel aligkanliklar1 ve 6zellikleri kapsamaktadir

[2,3].

Hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimiinii kontrol eden ¢esitli genler bulunmaktadir. Son
yillarda yapilan arastirmalarda hiicre ¢ogalmasini ve hiicre dlimiinii kontrol eden
genlerin  mutasyonlarinin ~ kanserden sorumlu oldugu belirlenmistir  [3].
Mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi tiim kanser ¢esitlerinin ortak 6zelligi olarak
bilinmektedir [2]. Bir¢ok kanser tipinde, mutasyonlar bir somatik hiicrede olusmakta
ve bu hiicre daha sonra boliinerek kanserin gelismesine sebep olmaktadirlar. Daha az
goriilen tipi ise kalitsal kanser sendromunda goriilmektedir. Kanserin baglamasina
sebep olan mutasyonlar esey hiicrelerine aktarilmakta ve bdylece viicut hiicrelerinin

timiinde yer almaktadir [3]. Esey hiicrelerinin ¢esitli genlerinde meydana gelen



mutasyonlar sonraki nesillere aktarilmakta ve bu degisim, yeni neslin kansere

yatkinligini olusturmaktadir [2].

Kanserin aile i¢inde seyredebilecegi 200 yili askin bir siiredir bilinmektedir.
Kalittimin net ve ayirict 6zelligi birgok ailesel kanser tipleri i¢in belirgin degildir.
Hastalar kansere neden olan genin sadece bir mutant allelini kalitim yolu ile alirlar ve
bu gen onlar kansere yakalanmaya meyilli hale getirir. Sonug olarak da birey biiyiik
bir olasilikla basli basina mutant allele, diger genlerdeki mutasyonlara ve g¢evresel
faktorlere bagl olarak kansere yakalanmaktadir. Bu ¢esitlilik, hastaligin baslangic
yasma ve siddetine etkili olabilmektedir [2]. Ister kalitsal ister ¢evresel etkenlerle
olsun, esasta hiicrenin genetik materyalini ilgilendirdigi i¢in, kanser genetik bir

hastalik olarak kabul edilmektedir [7].

Bir kitle ya da tiimdr olusumuna neden oldugu bilinen hiicre ¢ogalmasina neoplazi
denir. Neoplazinin kanser olabilmesi i¢in kotli huylu o6zellik gostermesi yani
kontrolsiiz biiyltimesi, komsu dokulara veya yakin uzak mesafelere yayilabilme
(metastaz) Ozelliklerine sahip olmasi gerekmektedir. Tiimdrler metastaz

yapmuyorlarsa kanserdz degillerdir ve iyi huylu timdr olarak adlandirilmaktadirlar

18].

Tiimorler biyolojik davranmiglarina gore iyi huylu, kotii huylu ve ikisi arasinda yer
alan intermediyer olmak iizere {ice ayrilirlar. intermediyer tiimérlerin nasil bir klinik
gidis gosterecegini belirlemek zordur. Bazen iyi huylu tiimoérlerde, yerlesim

bolgelerine gore kotii bir klinik gidis gosterebilirler [9].
Iyi huylu ve kotii huylu tiimérler arasindaki farkliliklar: 4 grupta toplayabiliriz.
Farklilasma ve anaplazi: farklilagsma tiimoriin koken aldigi normal hiicrelere yapisal

ve islevsel olarak benzerlik gosterir. Genel olarak tiim iyi huylu tiimorler

kaynaklandig1 dokuyu iyi taklit ederler. K&tii huylu tiimorler ise kaynaklandigi



dokuyu 1yi taklit etme durumundan hig¢ taklit edememe durumuna (anaplazi) kadar

degisen genis bir spektrum igerisinde bulunurlar [10].

Tiimorlerde farklilasma kétiiye gittikgce mitoz sayist artmakta ve normalden farklhi
mitoz sekilleri ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle hizli biiyiime gdsteren kotii huylu
timorlerde, kanlanma gereksinimi biiylime hizina paralel olarak saglanamazsa doku

Oliimii alanlar1 (nekroz) goriliir [11].

Biiyiime hizi: Iyi huylu tiimérler genellikle yavas, kotii huylu tiimérler ise daha hizl

biiylir ve zamanla yayilarak hastay1 6liime gotiirebilir [12].

Invazyon: Kétii huylu tiimérlerin komsu dokulara yayilmasi olayma denir. Kétii
huylu tiimérler biiyiirlerken ¢evre dokularin igerisine ilerleyerek, o dokular1 yok eder
ve yerlerini almak istemeleri sebebiyle ¢evre doku ile smirlar1 net degildir. Iyi huylu

tiimorler ise kitlesini genigleterek biiyiirler ve genelde kapsiilleri bulunur [11].

Metastaz: Kanser hiicreleri, kendi biiyiime ve boliinme yeteneklerini kaybetmistir.
Komsu dokularin yerine gegebilen yetenekte kotii huylu tiimorler gelistirebilirler.
Bazen, kanser hiicreleri birincil timdrden ayrilarak viicudun herhangi bir yerine
yerleserek orada bliyiir ve boliinerek ikincil tiimorleri olusturur. Bu olay metastaz

olarak adlandirilmaktadir ve kanser hastalarinda 6liime neden olmaktadir (Sekil 2.1)

2].
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Sekil 2.1. Kanser olusumu ve metastaz 8]

Kanserler viicut bosluklar1 ve ylizeyleri, lenf damarlari, kan damarlar1 yoluyla

yayilmaktadirlar. Viicut bosluklar1 ve yiizeyleri ile yayilmada; koti huylu

neoplazmin viicut bosluklarini ¢evreleyen yiizeylere ulagsmasiyla, tiimorden kopan

hiicreler tohum rolii gorerek o viicut bosluguna komsu diger doku ve organlara

yayilabilmektedir. Yeni bir bolgeye gecis i¢in tiimor hiicreleri kilcal damarlarin

(veya lenf damarmin) i¢ duvarlarini saran epitelyum hiicre tabakasina geger ve

epitelyum hiicrelerinin etrafindaki hiicre dis1 matrikslerin igerisine yerlesir. Bu tip

yayllma en sik karin boslugu (peritonal bosluk) ve oOzellikle over kaynakl

kanserlerde goriilmektedir [2,10].



Hiicre dis1 matriks, dokular1 birbirinden ayiran bir protein ve karbonhidrat agidir;
doku bilyiimesi ve hiicrelerin gociinii 6nlemek icin islev gdrmektedir. ikincil
tiimoriin olusabilmesi ic¢in, metastatik hiicreler membran kaidesindeki proteinleri
pargalayan bir enzim salgilar; bu sayede hareket edebilecek bir bosluk olustururlar ve

hiicreler bu bosluktan gecerek yeni dokuya girerek ikincil bir tiimor olustururlar [2].

Metastaz; matriks-kesici enzimleri kodlayan veya diizenleyen genlerle kontrol
edilebilir. Son calismalar, metalloproteinaziar olarak adlandirilan protein kesen

enzimlerin hiicre istilasi i¢in gerekli oldugunu gostermistir [2].

Kanser gelisimini aciklamak icin cesitli teoriler One siiriilmektedir. In vitro
transformasyon ya da in vivo karsinogenezis, bazi farkli evrelerden olusan karmasik
bir siirectir. Cok evreli karsinogenezis modelinde, normal bir hiicrenin tamamiyle
kotii huylu bir hiicreye doniismesi ve metastazi i¢in ¢ok evreli metabolik yollardan
gecmesi gerekmektedir. Bu modele gore ilk asama olan baslama evresi, hiicrenin
kimyasal karsinojenler, radyasyon, RNA ve DNA tiimor viriisleri gibi mutajenlerle
geri doniisiimii olmayan bir reaksiyonun uyarilmasidir. ikinci asamada hormonlar,
biiyiime faktorleri, forbol esterleri ve viriisler gibi tiimor gelistirici ajanlarin etkisiyle
normal hiicrenin bir tiimdr hiicresine donlisiimii hizlandirilir. Daha sonraki ilerleme
asamasi ve metastaz asamalarinda tiimor hiicreleri koti huylu hiicrelere
dontistiiriilmektedir. Kotii huylu tiimdrler, oncii tiimor hiicrelerinden daha fazla
sayida mutasyon veya epigenetik degisim tagiyan heterojen hiicrelerden olugsmaktadir

[22].

Kanserin genetik yapisina baktigimizda;
Kanser olusumunda rol oynayan genler; onkogenler ve tiimor baskilayict genler

olarak iki temel alt gruba ayrilirlar.



2.1.1. Proto-onkogenler ve onkogenler

Onkogenler normal hiicre biiylimesini ve gelismesini etkileyen genlerdir. Eger bir
onkogen, kendiliginden gen i¢indeki bir mutasyon ya da eksternal kontroliin
degismesi sonucu farklilasir ya da normalden daha fazla ifade edilmeye baslarsa, bu
degisiklikler hiicrede kontrolsiiz biiyiimeye ve dolayisiyla kanserlesmeye neden olur.
Onkogenlerin biiyiik bir kismi hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinin kontrolii ile
iligkili proto-onkogen denilen normal genlerin mutasyona ugramis yani aktive
edilmis sekilleridir [13]. Onkogenlerin, hiicrelerde kanser gelisiminde dogrudan veya
dolayl etkili olabilecegi fikri 1970 yilinda Huebner ve Todaro isimli arastiricilar

tarafindan ilk kez One stiriilmiistiir [16].

Normal hiicre dongiisiinde, onkogenler artan biiylime hareketini, tiimor baskilayict
genlerin biiylimeyi inhibe etmesi ile dengelemektedir. Proto-onkogenlerin genetik
anormallikleri,  tiim6r  hiicrelerinin ~ biiylimesini  artiran  onkogenlerde
sonug¢lanmaktadir [14]. Onkogenler, hiicre i¢i yolun bir kisminda oldugu gibi hiicre
biiylimesini engellerler [15]. Kanser gelisimini uyarmak ic¢in tiimor baskilayici
genlerde bir genin her iki allelinde de mutasyon olmasi gerekirken, kotii huylu
tiimorlerin uyarilmasi igin bir proto-onkogenin iki kopyasinin sadece bir tanesinde

mutasyon olmasi yeterlidir [2].

Onkogenler ilk kez fare, kedi ve maymunlarda kansere sebep olan onkogenik
retroviriislerin molekiiler analizleri sonucunda kesfedilmislerdir [13]. 1911 yilinda
Peyton Rous, timor ¢esidi bilinen bir civcivden saglikli bir civeive aktarilmasiyla
benzer tlimoriin olugsmasina neden olan bir etkenin var oldugunu bildirmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda bu etkenin retroviriis oldugu ve onun sahip oldugu v-src olarak
isimlendirilen 6zglin bir genin timor olusumunda sorumlu oldugu belirtilmistir.
Retroviriislerde bulunan ve normal hiicreleri kanser hiicrelerine doniistiiren bu
genlere viral onkogen adi verilmektedir ve kisaca v-onc ile gosterilen bu genler
normalde inaktif halde bulunmaktadirlar.[21]. Bu viral onkogenlerden Rous sarcoma

virisii (RSV) ve Simian viriis 40 (SV 40) kanserin gelistirilmesinde ya dolayh



ilerletici aksiyonlariyla veya enfekte ettikleri hiicrenin neoplastik transformasyonuna

sebep olmalariyla rol oynamaktadirlar [21].

Proto-onkogenlerin aktivasyon mekanizmasi

Proto-onkogenler normal hiicre biiylimeleri i¢in gerekli diziler olusturmaktadirlar.
Aktivasyonlarindan ve kontrolii kaybetmelerinden sorumlu pek ¢ok degisik

mekanizma bulunmaktadir [16].

Nokta mutasyonlari

Nokta mutasyonu sadece bir niikleotid degisikligine verilen genel bir tanimdir. En
stk goriilen sekli transisyondur. Transisyon, bir piirin niikleotidinin yerini bir diger
piirin niikleotidinin almasiyla olusan niikleotid degisiklikleridir. Daha az goriilen
transversiyon seklinde ise, bir piirin niikleotidi ile bir pirimidin niikleotidi ya da bir
pirimidin niikleotidi ile bir piirin niikleotidi yer degistirmektedir. Bir tek niikleotidi
degistiren nokta mutasyonu, sadece niikleotidin i¢inde yer aldigi bir kodonu
degistirmektedir. Bunun sonucu olarak, proteindeki sadece bir aminoasit
etkilenmektedir. Bu yer degistirme proteinin aktivitesini azaltabilir veya

degistirebilir. Fakat tiimiiyle ortadan kaldirmayabilir [22].

Gende kodon dizisinin degistigi nokta mutasyonlar1 olustugunda, genetik iirliniin
kalitesinde meydana gelen degisiklik genin islevini de degistirebilmektedir. p53
genindeki nokta mutasyonlar1 solid tiimdrlerde en sik tanimlanmis genetik
mutasyondur. Bu mutasyonlar 6zellikle genin en giiclii korunan bolgelerine rastgelen
“sicak noktalarda” olugmaktadir. p53 geninin normal igleyisinin kaybolmasi hiicre
cogalmasini engelleyen faktorleri ortada kaldirarak, hasara ugramis DNA’nin kardes
hiicrelere gecisini kolaylastirir. p53 genindeki mutasyonlar over kanserlerinin
ortalama %50’sinde, endometrium kanserlerinin %30-40’1nda goriiliirken, servikal

kanserde seyrek goriilmektedir. Buna karsin servikal kanserdeki p353 aktivitesi, insan
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papilloma viriisii (HPV) tarafindan kodlanan E6 proteini ve P53 proteini arasindaki

etkilesim nedeniyle genellikle anormal olarak seyretmektedir [23].

Sonug olarak, nokta mutasyonu ile olusan aminoasit yer degisiklikleri hiicresel bir

proto-onkogeni aktif bir onkogene doniistiirebilmektedir [22].

Gen ifadesinin artmasi

Gen ifadesinin atmasi, bir genin kopya sayisindaki artis olarak tanimlanmaktadir.
Gen ifadesinin artmasinda DNA miktar1 artar ve genetik ifade ¢ogalir. Sonugta

protein artisina neden olabilen bir mekanizmadir [22,23].

Gen ifadesinin artmasi ¢ogunlukla kanserli hiicrelerde olusurken az miktarda da
normal hiicrelerde goriilmektedir. Kanserli hiicrelerde secici olarak ifade edilen iki
gen smifi vardir. Bunlar; ilaca direng genleri ve proto-onkogenlerdir [22]. Proto-
onkogenin ifadesini artmasi kadin genital sistem malignitelerinde olagan bir durum
oldugu goriilmektedir [23]. Gen ifadesinin artmasinda tiimor baslatilmasindan ¢ok
timoér gelismesinde avantaj sagladigi diisiiniilmektedir [24]. Ornegin, meme
kanserinde c-myc ve erb B ya da neu onkogen ifadelerinin artmasi, ilerlemis evrede

her zaman goriilmiis fakat erken evrelerde goriilememistir [22].

Kromozomal translokasyonlar

Homolog olmayan kromozomlar arasinda parca degis-tokusu ya da bir kromozomun
pargasinin baska bir kromozoma aktarilmasi olayidir [2]. Translokasyonlar, insan
hematolojik tiimorlerinin ortak ozelligidir [16]. Bu mekanizma kromozom
translokasyonunun, kromozomun kirilma noktasinin yakininda yer alan hiicresel bir
onkogeni aktiflestirmesi yoluyla c¢alismaktadir [26]. Iki kromozom parcasinin
translokasyonlarla birlestirilmesi proto-onkogenlerin ifadesinin ya da biyokimyasal
fonksiyonunun etkilenmesine sebep olmaktadir. Gen ifadesinin degisimine Ornek

olarak Burkitt lenfomasinda translokasyonun c-myc genini ¢esitli immiinoglobulin
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genlerine eklemesi verilebilir [27]. Kronik myelositik 16semi hiicrelerini karakterize
eden Philadelphia kromozomu da kromozom translokasyonu ile proto-onkogen

fonksiyonu etkileyen degisime ornek verilebilir [16,27].

Sinval iletimi ve onkogenler

G proteinleri

G proteinleri, GTP (guanozin trifosfat) baglandiginda aktive olan zar proteinleridir.
Bu proteinler zarin i¢ ylizeyinde bulunan bir ifade arttirici enzimi aktive ederler.
Aktivasyonu yapilan enzim ise fosfat gruplarinca zengin olan Onciil molekiilleri
ikinci haberci molekiillere doniistiiriirler. G proteini ya uyarici (Gs) ya da baskilayici

(Gi) 6zelliktedir [22].

Cekirdek transkripsiyon faktorleri

Sinyal iletiminde hedef ¢ekirdekte DNA replikasyonu olduguna goére DNA
replikasyonu ve hiicre boliinmesi i¢in gorev yapan cekirdek yerlesimli molekiiller
son derece Onemlidir [28]. Cekirdek transkripsiyon faktorlerini etkileyen
mutasyonlar siklikla kétii huylu transformasyona eslik etmektedirler [29]. Ornegin,
Myc, myb ve fos onkogenlerinin viral ve hiicresel homologlarindan kodlanan protein
molekiillerinin hiicre ¢ekirdeginde toplandiklart ve DNA’ya baglanarak replikasyon

ve transkripsiyon diizenlenmesini etkiledikleri belirlenmistir [30].

Protein kinazlar

Hiicrede protein fosforilasyonu yolu ile metabolik kontrolii saglayan enzimlerin
genel adi “protein kinaz” olarak bilinmektedir. Bu enzimle zara bagh iyon
degisiklikleri olusturarak, Na/H aligverisini hizlandirip hiicre i¢i pH’y1 arttirirlar.
Hiicre i¢i alkalinizasyon hiicre boliinmesini uyaran etkenlerden birisidir. Protein

kinaz enzimlerinin proteinleri serin ve treonin aminoasitlerinden, OH grubu yerine
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PO, baglayarak fosforladiklar1 belirlenmistir. Kanser hiicrelerinde onkogen iiriinii
olan protein kinazlar, c¢esitli proteinleri, serin ve treonin yerine tirozinden
fosforlamaktadir. Protein kinaz aktivitesi gosteren onkogenler, fonksiyonlar1 ve
lokalizasyonlarina gore, transmembran ve sitoplazmik tirozin kinaz aktivitesi

gosterenler olarak ikiye ayrilmaktadir [30].

Biiyiime faktorleri ve biiyiime faktorleri reseptorleri

Biiyiime faktorleri ¢evre hiicrelerden veya bizzat tlimor hiicresinden salgilanmis
olabilecegi gibi endokrin hormonlar da biiylime faktdrii olarak gorev yapabilirler
[28]. Kanser hiicreleri ¢esitli hormonlar {iretirler ve bu hormonlarin hiicre
ylizeyindeki reseptorleriyle etkilesimi sonucunda kendi biiyiimelerini otokrin yollarla
uyarirlar [31]. Biiylime faktorleri otokrin, parakrin ve jukstakrin yollarla kanser
biiylimesinde rol oynarlar [32]. Eger bir tiimor hiicresi hem bir biiylime faktdrii hem
de reseptoriinii tasiyorsa kendisin uyaran biiyiime halkasina sahiptir ve buna otokrin
bliylime halkas1 denilmektedir. Otokrin hiicreler normal hiicrelerde bulunarak sadece
fizyolojik uyarilara yanit verirler. Dengeli biiylime icin karsilikli diizenleyici

sistemler birlikte bulunurken kanserli hiicrelerde bu dengeler bozulmustur [33].

Biiylime faktorii reseptorleri yapisal olarak genelde kendine has biliylime faktoriinii
baglayan hiicre dis1 parga; hiicre zar1 boyunca uzanan transmembrandz parca ve
sitoplazma pargalardan olusmaktadir ve genellikle sitoplazma parcasinda tirozin
kinaz aktivitesi mevcuttur. Bu aktivitenin uyarilmasiyla, sinyal, sinyal iletici
molekiiller vasitasiyla ¢ekirdege iletilir. Reseptorler onkogenik hale geldiginde,
bliylime faktorii baglanmasini gerektirmeyen persistan aktivasyon olusur, yani
mutant reseptorler siirekli mitojenik sinyaller verir [28]. Biiytime faktorii reseptorleri,
mutasyonlar, gen diizenlemeleri ya da asir1 ifade seklinde aktive olmaktadir. Biiyiime
faktorlerinin  normal tiplerinin asir1  ifadesi, mutasyonlarindan daha sik
goriilmektedir. Bu asir1 ifade bazen gende ifade artmasina eslik etmektedir. En sik
asir1 ifade EGF (epidermal growth factor) reseptor ailesi fertlerinde goriilmektedir.

Ornegin c-erbB2 geni meme, over, akciger ve mide kanserleri basta olmak iizere
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insan adenokarsinomlarinin ¢ogunda ifade artis1 gosterir ve meme, over,

endometrium, serviks ve vulva kanserlerinde kotii prognozun habercisidir [28].

2.1.2. Tiimor baskilayici genler

Timdr baskilayict genler, hiicre ¢ogalmasini baskilayarak diizenleyici bir rol
oynarlar [34, 35, 36]. Kayiplar1 ya da aktifligini kaybetmeleri tiimoriin gelisimi ile
alakalidir. Tiimor gelisiminden Once genin her iki allelinin de islevini yitirmis
olmalidir [37]. Normal allelin var olmasi tiimor gelisimini baskilamaktadir. Herhangi
bir etki olusabilmesi i¢in islev kaybi her iki alleli de etkilemelidir. Bunun olmasi igin

iki ya da daha fazla mutasyon olmasi gerekmektedir [1, 109].

Mitoz iki yolla diizenlenmektedir. Birincisi, hiicre boliinmesini baskilayan genlerin
normal islevi ile diizenlenir. Bu genler tiimor baskilayici genlerdir. Ikinci yol ise,
hiicre boliinmesini yiiriiten genlerin normal islevi ile diizenlenmesidir. Timor
baskilayict genler hiicre dongiisii béliimlerinin birbirine gecisini baskilayarak ya da

aktifligini yok ederek hiicre bdliinmesini durdurur [2].

Onemli timér baskilayici genlerden bazilari; Retinoblastoma (Rb), p53, BRCAI,
BRCA2, PTEN ve FHIT genleridir.

Retinoblastoma (Rb) geni

Rb geni ilk kesfedilen, bu nedenle iizerinde en ¢ok calisma yapilan tiimor baskilayict
gendir. Rb bir ¢ekirdek fosfoproteinidir. Her hiicre tipinde mutlaka ifade olur [28].
Rb geni 13. kromozom iizerine yerlesmis olup, pRb proteinini kodlamaktadir [2]. Rb
geninin aktif hali az fosfor tasimaktadir ve E2F ailesi transkripsiyon faktorlerini
baglayarak hiicre boliinmesini  engellemektedir. Fosforu siklin ve cdk
komplekslerinden alarak hiperfosforile olmasiyla Rb aktifligini kaybetmekte ve E2F
faktorlerini baglayamamasina, E2F transkripsiyon faktoriiniin serbest kalmasina ve

hiicrenin G1 fazindan S fazina gegisine imkan vermektedir. Hiicre bir kere S fazina
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girerse, biiylime faktor uyarimi olmasa da boliinmeye devam eder. M fazinda ise Rb
molekiiliinden fosfor alinarak az fosforile hale getirilmektedir. Ailevi Rb gen
delesyonlarinda erken yasta, bilateral ve multipl retinoblastomalar, seyrek olarak da
osteosarkomlar olusmaktadir. Somatik RH mutasyonlar: ise meme, mesane kanserleri

ve akciger kiicilik hiicreli kanserlerinde gozlenmistir [28].

p53 geni

p53 geni insan kanserlerinde en sik degisiklige ugrayan tiimor baskilayic1 gendir
[28]. 17. kromozomun p kolunda yerlesen p53 geni 53 kDa agirligindadir ve 393
aminoasitlik bir ¢ekirdek fosfoproteini kodlamaktadir [38, 39, 40, 41]. Tiim kanser
vakalarinin yarisinin p53 genindeki mutasyonlarla alakali oldugu diisiintilmektedir.
p53 normalde tiimor baskilayici bir gen olarak, hiicrelerin hiicre dongiisiiniin G1’den
S fazina gegigini kontrol eder [2]. p53’ilin en 6nemli gorevlerinden biri genetik olarak
hasar gormiis hiicrelerin ¢cogalmasini engellemektir [42,43]. p53 mutasyonlar1 kolon,

meme, akciger, over gibi organlarin karsinomlarinda %50 ve daha fazla goriiliir [44].

BRCAI ve BRCA2 genleri

17q 12-21 bolgesinde BRCAI geni, 13q 12-13 bolgesinde de BRCA2 geni
bulunmaktadir. Meme ve over kanseri dahil pek ¢ok kanserin olusumunda 6nemlidir.
BRCAI ve BRCA2 genlerini islevleri heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bu genlerin
triinii  ¢ekirdekte yer almakta ve transkripsiyonda diizenleyici gorev aldiklar
diisiiniilmektedir. Bu genler hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasindan dogrudan sorumlu
olmasa da mutasyonlar1 DNA replikasyonunda hatalara sebep olacagi icin hiicre

bliylime ve cogalmasindan dogrudan sorumlu olan genlerde eksikliklere neden

olurlar [45].
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PTEN (Phosphatase and TENsin Homolog) geni

10. kromozomun uzun kolunda yer alan PTEN geni endometrium, meme, prostat

kanserinde aktivasyonunu kaybettigi bilinmektedir. Bir lipit fosfatazdir [28].

FHIT(Fragile Histidine Triad) geni

3. kromozomun p kolunda yer alan bu tiimor baskilayict gen frajil (kirilgan) bir
kromozom boélgesidir ve ekzojen karsinojenler tarafindan delesyon sonucu aktifligini
kaybettigi diisiiniilmektedir. FHIT geninin kodladig1 protein hidrolaz aktivitesi olan
bir oligofosfattir (ApnA) ve hiicre farklilasmasi ve apoptozunda fonksiyonu olan
hiicre dis1 ve hiicre ici sinyal ileticidir. FHIT gen ekspresyonu kaybimin meme,
mesane, serviks adenokanserlerinde tiimoriin ilerlemesi ile ilgili oldugu bildirilmistir

[46].

2.1.3. Hiicre dongiisii ve kanser

Normal dokularda ¢ogalan hiicre sayisi organizmanin ihtiyaglar1 nedeniyledir. Hiicre
cogalmasinin azalmasi veya hiicre Olim hizinin artmasi herhangi bir artisi
onlemektedir. Hiicrenin kendine benzeyen iki hiicreye c¢ogalmasi dis uyarilar
sonucunda biyokimyasal olarak baglatilan bir seri fazlardan gecerek i¢ ve dis biiyiime
faktorleri tarafindan diizenlenir. Baz1 onkogenler ve hiicre dongiisiine 6zgli olan
proteinler hiicre dongiisii boyunca diizenli bir sekilde aktiflestirlir ve ardindan da
aktifligini kaybederler [47]. Hiicre dongiisii G1, S, G2, M fazlarindan olugsmaktadir.
Ayrica birde GO faz1 bulunmaktadir (Sekil 2.2).

GO fazinda, baz1 hiicrelerin aktivitesi, hiicre dongiisii sirasinda gegici ya da siirekli
olarak durdurulur. Bu tip hiicreler bir anlamda dongiiden ¢ekilerek metabolizmalarini
degistirmekte ve biiylimelerini durdurmaktadir. GO fazinda hicbir zaman boliinme

olmaz. Hiicreler genellikle protein sentezi ve salgilanmasi isi ile ugragmaktadir [48].
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GO fazinda bulunan hiicreler biiylime faktorleri ve steroid hormonlar gibi 6zgiin
uyaranlarin etkisinde kaldiklar1 zaman hiicre dongiisiine girerler ve dongiiniin ilk fazi
olan G1 fazina girerler [23]. G1 fazinda, DNA sentezi i¢in gerekli olan diizenleyici
proteinler ve enzimlerin sentezi yapilmaktadir. Sentez (S) fazinda hiicre ¢ekirdeginin
DNA igerigi kopyalanarak 2 katina ¢ikarilir [23]. Hiicre dongiisiiniin G2 fazinda ise
RNA ve protein sentezi gergeklesmektedir. Biyosentetik aktivitenin harekete
gecmesiyle iki kardes hiicrenin metabolik gereksinimleri metabolik olusum ve
enzimlerle karsilanir. G2 fazinda S fazinda meydana gelmesi olasi olan DNA
kopyalanmasindaki hatalar tamir edilir. Bu genetik hatalarin tanimlanmasi ve
onarilmast yapilmadiginda genis Olgliide yan etkiler olusabilir. DNA onarim
mekanizmasindaki bozukluklar, kanserin goriilme oraninin artisina sebep olabilir

[49].

Mitoz (M) fazinda, genetik materyal olusan iki yeni hiicreye dagilir. Mitozu takiben
olusan yeni hiicreler ya GO ya da G1 fazina girerler (47).

DMNA
Sentezi

Hicre BiyOmesi

G, Evresi

iINTERFAZ
S Evresi

Buyume ve

Sekil 2.2. Hiicre dongiisii [50]



17

Hiicre dongiisiiniin genetik kontrolii

Hiicrenin  ¢ogalabilmesi, hiicre kaybmnin dengelenebilmesi ve dokunun
devamliliginin saglanabilmesi ve organ biitiinliiglinlin devami agisindan genetik
kontrol gereklidir [23]. Bu siirecte hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde bir¢cok genin
diizenli ifadesini gerektirmektedir [51]. Hiicre dongiisiiniin basarili bir sekilde
tamamlanmasi i¢in belli sayida hiicre boliinme dongiisii (cdc) geni aktive olmaktadir
[23]. Buna ek olarak hiicre iki tane onemli kontrol noktasindan ge¢gmektedir [52].
Hiicredeki kontrol noktalarindan biri G1/S kontrol noktasi digeri ise, G2/M kontrol
noktasidir [53].

G1/S kontrol noktasi, G1 fazindan S fazina girmeden hemen once gelir ve hiicrenin
G1 fazini terk etmeden 6nce DNA’nin hasarsiz bir durumda olup olmadiginit kontrol
eder. Herhangi bir hasar olmasi durumunda hiicreler ya hasar1 onarir ya da
apoptozise giderek oliirler. Bu kontrol noktasi P53 proteinin etki yelerinden birisidir

[47, 54].

G2/M kontrol noktasi, hiicreler M fazina girmeden 6nceki kontrol noktasidir. Hiicre
dongiisii inhibitdrleri, hiicreyi, yeni olusacak hiicrelerin dogru genetik kopyaya sahip
olacaklarindan emin oluncaya kadar durdurur. DNA replikasyonu tamamiyla ve
dogru sekilde yapilamamissa veya beraberindeki tiim proteinler, iplik¢ik materyalleri
ve mitozun tamamlanmasi ic¢in gerekli diger tim maddeler eksiksiz olarak
tamamlanmamigsa hiicre bu kontrol noktasinda her sey basariyla diizenleninceye

kadar durur ve ardindan M fazina girer [47, 55, 56].

Hiicre dongiisii genleri

Hiicre dongiisiiniin kontrol noktasinin diizenlenmesinde, cdc2 grubunda olan genler
tarafindan kodlanan proteinler ve siklin proteinleri énemli bir rol oynamaktadir.
Siklinlerin azalmasi ya da artmas1 G1/S kontrol noktasini diizenlemektedir ve DNA

hasar1 oldugunda hiicre dongiisiiniin devam etmesini engellerler. Mitoz cdc2 geninin
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G2/M kontrol noktasinda aktive edilmesiyle baslar. P34, Cdc2 proteini ve 6zgiin
siklinler mitoz baslatic1 faktér (MPF) ad1 verilen bir heterodimeri olustururlar. MPF
protein fosforilasyonunu katalizler ve hiicreyi mitoza ydnlendirir. G2/M kontol
noktasinin gecilmesiyle birlikte hiicre mitoza girer. Eger kromozomlar anormal bir
bicimde kopyalanirsa bu kontrol noktasindan gegis olmaz. Sitoplazma bdliinmesini
takiben kardes hiicreler hiicre dongiisiinden c¢ikip ya G1 fazina girerler ya da

programli hiicre 6liimii gergeklesir [57,23].

Programli hiicre 6limii (Apoptoz)

Normal doku kiitlesinin diizenlenmesi ve devam etmesi, hiicre c¢ogalmasi ve
programli hiicre 6liimii arasindaki dengeye baglidir. Apoptozis anormal DNA’h
hiicreleri yok eder. Anormal DNA’l1 hiicreler ya tamiri olanaksiz DNA hasari
olugsmus ya da yanlis, eksik veya gereksiz olarak fazla transkribe olmus DNA’dan
dolay1 olusur. Buradaki apoptozis, belli bir tiir i¢in gerekli kromozom sayisinin
uygun miktarda devam ettirilmesinde ve aneploidinin Onlenmesinde ana
mekanizmadir. Béylece, DNA’sin1 sadece dogru bir sekilde ve tam olarak replike
etmis hiicrelerin mitoza girmesi saglanir [47]. Ayrica apoptozis normal doku
kaybindan da sorumludur. Yaslanmis ve yararsiz hale gelen normal hiicrelerin
ortamdan yok edilmelerini saglar [59]. Kanser hiicreleri ve bazi bagisiklik sistemi
hiicreleri normal dokularda apoptozisi anormal olarak uyaran maddeleri iiretirler.
Apoptozis genetik olarak diizenlenir ve kotli huylu tiimor hiicrelerinde bozulabilir.
Ornegin, p53 tiimdr baskilayici geni apoptozisi uyarir. Bel-2 onkogeni ise apoptozisi
engeller. Boylece, normal hiicre 6liimiinii yavaglatarak asir1 hiicre birikmesine yol

agar [47].

Apoptozis tiimor hiicrelerinin hormonlar, sitotoksik kemoterapi ve radyasyon

terapisiyle azaltilmasinda ana mekanizma olabilir [60,61].
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Sekil 2.3. Apoptoz ve nekroz [127]

2.2. Serviks

2.2.1 Serviks anatomisi, embriyolojisi ve histolojisi

Uterusun vajinaya dogru ¢ikinti yaptig1 boliimiidiir ve internal os araciliiyla uterus
ile devam eder. Internal os serviks ile uterus arasindaki anatomik siirdir ve uterusun
yapsal 6zelikleri bu noktada baslar. Serviks vajina arasindaki sinir1 ise eksternal os
saglar. Tibiiler bir organ olan serviks yetiskin bir kadinda 3 cm uzunlugunda 2-2.5
cm capindadir. Gebelik ve dogumlar sonrasi bi¢imi biraz degiserek can benzeri bir

gbriintim alir [23, 28].

Serviks liimeni mukus salgillayan basit prizmatik epitelyum ile doselidir.
Endoservikal kanalin endometriyum ile birlestigi bolgede epitelyum hiicreleri
arasinda sili prizmatik hiicrelerde bulunmaktadir. Bu hiicreler silleri vasitasiyla

mukusu vajene dogru iterler [23, 28].
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Uterus {rahim)

Fundus
Rektum

Serviks

Sekil 2.4. Serviksin viicuttaki konumu [58]

2.2.2. Serviks kanseri

Serviks kolay ulagilabilir bir organ oldugundan, bu organin kanserlerinde
Papanikolau testi (Pap smear) sayesinde erken tani yapilabilmektedir ve bu sayede
serviks kanserinin goriilme sikligindaki azalmada sitolojik taramalarin 6nemli rolii
olmustur [71,72]. Serviks kanseri onceki yillarda jinekolojik kanserler arasinda ilk
siray1 almasina ragmen giiniimiizde ikinci ve hatta {igiincii siraya inmistir [74]. Tim
diinyada yilda 400.000’in iizerinde serviks kanseri olgusu goriiliir ve her y1l yaklagik
250.000 hasta serviks kanserinden oliir. Bu rakamlarin %80 gibi 6nemli bir bolimii
geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerden gelmektedir. Bu nedenle serviks kanseri
gelismemis tilkelerin 6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Saglik bakanlig:
verilerine gore iilkemizde 9/100.000 oraninda goriiliir [28]. Servikal kanserli

hastalarin ortalama tan1 alma yag1 51°dir [75].
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Serviks kanserinin epidemiyoloji ve etiyolojisi

Serviks kanserinin olugsmasinda pek c¢ok faktér rol oynamaktadir, fakat hastaligin
cinsel yasamin baglamasiyla birlikte ortaya ¢ikmasi cinsel gecis 6zelligini ortaya

¢ikarmaktadir [62,63].

Servikal kanser risk faktorleri olarak, ilk iligki yasimin kiiciik olmasi, ¢ogul cinsel
partner, diisilk sosyoekonmik diizey, sigara aliskanligi, 1k, diyetsel faktorler,
kontrasepsiyon kullanimi, bagisiklik baskilanmasi, ve cinsel partnere ait 6zellikler

degerlendirilir [64].

1960 ve 1970’lerdeki ¢aligmalarda Herpes Simpleks Virilis (HSV) Tip 2’nin servikal
kanser ve prekanser6z lezyonlarin gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmiistiir, fakat
sonradan yapilan calismalarda HSV ile servikal displaziler arasinda herhangi bir

anlaml iligki saptanamamistir [65,66].

1970’1i yillarda Zur Hausen Human Papilloma Viriis (HPV) ile serviks kanseri
arasindaki iliski oldugunu bildirmistir [67,68]. Giiniimiiz mevcut verilerine gore
servikal intraepitelyal neoplazilerin (CIN) olusumunda HPV enfeksiyonlar1 6nemli

bir rol oynamaktadir (Sekil 2.5).

Skuamoz hiicreli kanserlerin %95’inde, adenokarsinomlarin da %90’inda HPV
enfeksiyonu belirlenmistir [69]. Glinlimiizde tanimlanmig 70’den fazla HPV tipi
mevcuttur. Bu viriisler mukokutendz grup, epidermodisplazi grup ve anogenital grup
olarak 3 baglikta incelenebilir. Anogential hastaliklarin etkeni olan 35’ten fazla HPV
tipi mevcuttur ve bunlarin yaklasik 20-30 kadar1 kanser olusumunda rol
oynamaktadir [70]. Glinlimiizde en sik goriilen HPV tipleri 16 ve 18’dir. HPV 16 ve

18 servikal kanserlerin %62’sinde tespit edilmistir [71].
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HPY serviks kanseri enfeksiyonundan
serviks kanserine gecis

Sekil 2.5. HPV enfeksiyonu ve serviks kanserine gecis [79]

Serviks kanserlerinin patolojik 6zellikleri

Diinya saglik orgiitii habis serviks kanserlerini 3 ana histolojik tip altinda toplamistir
Skuamoz hiicre kanserleri, adenokanserler ve digerleri olarak siniflandirilabilir

[28,74].

Skuamoz serviks kanserleri

Biiytik hiicreli nonkeratinize olanlar, biliyiik hiicreli keratinize olanlar, kiiciik hiicreli
olanlar ve verriikdz kanserler olmak iizere 4 alt grupta incelenmektedir. Skuamoz
hiicreli serviks kanseri hemen daima degisim bdlgesinde metaplazik olaylarin
anormal degisim gostermesi ile baslayip CIN I, CIN II, CIN III ve mikroinvaziv
kanser gibi lezyonlar ile devam eden bir siirecin sonucunda meydana gelir. Bunun
yani sira ¢ok nadiren degisim bolgesinin disinda yassi epitelde bazal hiicre
hiperaktivitesi ile baslaylp invaziv kansere donen lezyonlarin olabilecegi de
bildirilmistir [28,74]. Serviks kanserlerinin yaklasik %70-80’1 skuamoz hiicrelidir
[77].
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Skuamoz kanserler farklilasma derecelerine gére 3 asamada degerlendirilirler. Iyi
farklilagmis hiicrelerden olusmus keratin incileri yapan tiimorler 1. asama, yogun
mitotik aktivite gOsteren ileri derecede atipik hiicrelerden olusmus tiimorler ise 3.

asama olarak kabul edilirler [28,74].

Servikal adenokanser

Histolojik olarak endoservikal tip, endometroid tip, berrak hiicreli kanser, adenoid
kistik kanser, adenoskuamoz kanser ve adenoma malignum olmak iizere alt gruplara
ayrilmaktadir. En sik goriilen tip endoservikal tiptir ve olgularin yaklasik %50’sini
olusturmaktadir [76]. Serviks kanserinin yaklasik %20’si adenokarsinomalardir [78].
Adenokarsinoma, endoservikal mukus iireten bez hiicrelerinden gelismektedir ve
endoservikal gelismesinden dolayi1 da klinik olarak uzun bir siire ortaya ¢ikmayabilir

[75].

Kiiciik hiicreli serviks kanseri

Serviksin néroendokrin karsinomu olarak da adlandirilmaktadirlar. Tiim serviks
malignitelerinin %5’inden daha azini1 olusturmaktadirlar. Bu tiimoérler genel olarak
kotii prognostik 6zellikler gostermektedir [80].

Diger serviks kanserleri

Yukarida sayilan histolojik tiplerden baska sarkom, lenfoma ve melanom gibi kétii

huylu tiimérler serviksten ¢ikabilirler [28, 74].
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Serviks kanserinde klinik evrelendirme

Evre tiimoriin yayilim 6zelliklerini ifade eden bir siniflama sistemidir. Jinekolojik
kanserlere ait evreleme sistemi Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federayonu

(FIGO)’nun evreleme sistemidir (Cizelge 2.1) [28,74].

Cizelge 2.1. FIGO’nun serviks kanseri i¢in klinik evreleme sistemi [28]

Evre 0: Intraepitelya karsinom.
Evre 1: Tiimor yalnizca serviks i¢inde.
Evre la: Preklinik karsinom, tan1 yanlica mikroskopik incelemeyle konur.
Evre 1al: 3 mm altinda stromal invazyon mevcut.
Evre 1a2: Stromal invazyon derinligi 5 mm’den ve horizontal yayilim
biiyilikliigii 7 mm’den az tiimor.
Evre 1b: Servikse sinirli 1a2’den biiyiik timor.
Evre 1bl: 4 cm altinda tiimor.
Evre 1b2: 4 cm iizerinde timor.
Evre 2: Timor parametriyum veya vajinaya yayilmis.
Evre 2a: Timor 2/3 iist vajinaya yayilmis, parametriyum tiimor yok.
Evre 2b: Tiimor parametruyuma yayilmis fakat kemik pelvise kadar
ilerlememis.
Evre 3: Tiimor 1/3 alt vajinaya veya kemik pelvise kadar ilerlemis.
Evre 3a: Timor 1/3 alt vajinaya ilerlemis.
Evre 3b: Tiimor kemik pelvise kadar ilerlemis veya bobrekte hidronefroz
mevcut.
Evre 4: Timor pelvis disina yayilmas.
Evre 4a: Rektum ve mesane mukozasina yayilim var.

Evre 4b: Tiimor uzak metastaz yapmas.
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Serviks kanseri gelisiminde molekiiler calismalar

Timor DNA o6zellikleri, mikrodamar sayisi, matriks ve bazal membran parcalama
enzimleri, ErbB proteinleri ve CR-1 proteini molekiiler tani faktdrleri olarak
kullanilmakta ve diger kanserlerde oldugu gibi serviks kanserinde de molekiiler tani
faktorleri 6onem kazanmaktadir [88, 89]. Ancak giiniimiiz verilerine bakildiginda

heniiz molekiiler tan1 yontemleri klinik uygulamalara girmemistir.

Serviks kanserinde Human Papilloma Virus (HPV) asisi

Etiyoloji'de HPV'nin anahtar rolii oynamasi, bu virlise karsi as1 ¢alismalarini tesvik
etmis ve oldukc¢a etkin koruyucu asilar gelistirilmistir. Yakin gelecekte bu asilarin
kullaniminin yayginlagmasiyla 20-30 yillik bir siiregte serviks kanseri goriilme sikligi

ve 0lim oranlarinda azalmalar beklenmektedir [169].

Giliniimiizde 2006'da onaylanan quadrivalan (4'lii) ve 2007'de onaylanan bivalan (2'i)
olmak tlizere 2 ¢esit HPV asis1i mevcuttur. Her iki asinin da adolesan donemde
uygulanmasi en yiiksek bagisiklik yanitini olusturmaktadir [170]. Halen Amerikan
[lag Gida Dairesi (FDA) ve Avrupa Komisyonu tip 6, tip 11, tip 16 ve tip 18 igeren
HPV asis1; servikal kanserlerin, yiiksek dereceli servikal displazinin, prekanserdz
servikal lezyonun, prekanserdz vulvar displastik lezyonlarin ve yaygin genital
sigillerin (kondiloma akuminata) oOnlenmesi i¢in onaylamistir. Bu as1 11-12
yaslarinda 3 doz olarak uygulanmaktadir. Bununla beraber 9-26 yaslarinda bu asi
uygulanabilir. Profilaktik HPV asilarinin diizenli servikal tarama ile birlikte HPV ile
iligkili hastalifa yakalananlarin sayisi ve Oliimii iizerinde ¢arpici etkileri olacagi

ongoriilmektedir [171].

Toplumda HPV'nin onkojenik tiirlerinin yaygmhigina bagli olarak asinin HPV
enfeksiyonlarini %65-76 oraninda 6nledigi kanitlanmistir. HPV 16 ve 18 suslarina

bagl olusan hastaliklar1 6nlemede hem bivalan (2'li) hem quadravalan (4'lii) aginin
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koruyuculugu %90'n iizerindedir. Bununla beraber quadrivalan (4'lii) asinin %100

etkin oldugu ¢esitli calismalarda gosterilmistir [172].

2.3. Over

2.3.1. Over anatomisi, embriyolojisi ve histolojisi

Kiiciik 1.5-3 cm genisliginde ve 1.5 cm kalinliginda yasst ve oval bigimli bir ¢ift
organ olarak pelvis boslugunda bulunurlar. Yaklasik olarak 4-6 gr agirligindadir.
Ovaryumlarin iki 6nemli islevi vardir. Birincisi, olgunlasma siirecindeki oositlerle
ovulasyonda atilan sekonder oositin kaynagidirlar. Ikinci islevi ise, endokrin organ
olarak gorev yaparlar. Ovaryumlar korteks ve medulladan olusurlar ve
mezoovaryumla devam eden yassilagmis tek katli epitelyum ile ortiiliidiir. Kortekste
Ozellesmis bir stroma ve degisik fazlarda folikiiller bulunmaktadir. Medulla ise hiler
bolgede yer almaktadir ve kan damarlari ile fibromuskuler tabakay1 icermektedir [23,

28].

2.3.2. Over kanseri

Kadin kanserleri arasinda en sik goriilen 5. kanserdir. Jinekolojik kanserler arasinda
2. siklikta goriilmektedir. Total kadin kanserlerinin %4’{inii, jinekolojik kanserlerin
%?27’sini olustururlar. Tanida olgularin %70°1 ileri evrede bulunmaktadir. En

oldiiriicti jinekolojik kanser over kanseridir [81,82].

Over kanserinin epidemivolojisi ve etiyolojisi

Over kanserinin ortalama tani1 yasi1 63’tiir. Yasla birlikte over kanserlerinin goriilme
siklig1 artmaktadir. En yiiksek goriilme sikligi 75-79 yas grubundadir. Goriilme
siklig1 40-44 yas grubunda yaklasik olarak 16/100.000 iken, 50 yasin iizerinde
35/100.000’e, 75-79 yas grubunda ise 54/100.000’e ¢ikar [83, 84]. 30 yas altinda bu

risk ¢ok azdir [83]. Genel olarak soylenirse bir kadinin hayati boyunca over
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kanserine yakalanma riski%]1.4’tiir. Goriilme sikligi agisindan {ilkeler arasinda
homojen bir dagilim bulunmamaktadir. Over kanseri endiistriyel kuzey Avrupa ve

Amerika gibi gelismis iilkelerde daha sik goriilmektedir [28].

Over kanserinin en Onemli risk faktorlerinden birisi ailede over kanseri olma
durumudur. Eger ailede birden fazla over kanserli akraba bulunursa bu risk daha da
artmaktadir [86,87]. Toplam over kanserlerinin %10’u kalitsaldir ve otozomal

dominant olarak kalitim gostermektedir.

Over kanseri gelisiminde molekiiler calismalar

Over kanserlerinde komozom bozukluklar1 ilk kez 6 numarali kromozomun uzun
kolunda delesyonla ortaya c¢ikarilmistir. Sonra kromozom 14’te delesyon ve
kromozom 1, 2, 3, 4, 5,9, 10, 11, 15, 19°da yapisal anomaliler belirlenmistir. Over
kanserinde belirlenen proto-onkogenler c-mos, c-fins, c-erbBl, her-2/neu ve ras
genleridir. Timor baskilayict bir gen olan p53 geninin baskilanmasi over
hiicrelerinde neoplastik degisikliklere yol acabilmektedir [28]. p53 geninin ileri evre
tiimorlerinde siklikla mutasyonlarina rastlanmaktadir ve asir1 ifade edilmesi de ¢ok

sik goriilmektedir [90]. Her-2/neu geni lizerinde as1 ¢calismalar1 yapilmaktadir [91].
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Over kanserlerinin klinik olarak evrelenmesi

Evre tiimoriin yayilim 6zelliklerini ifade eden bir siniflama sistemidir ve FIGO’nun

evreleme sistemi kullanilmaktadir (Cizelge 2.2)

Cizelge 2.2. FIGO’nun over kanseri klinik evrelemesi [28]

Evre 1: Overlerde sinirli tiimor.
Evre la: Tek overde sinirli tiimor; dis yilizeyde timor veya malign hiicre
iceren asit veya yikama sivist yok; kapsiil intakt.
Evre 1b: Her iki overle sinirlt tiimor; dis yiizeyde timor veya malign hiicre
igeren asit veya yikama sivisi yok; kapsiil intakt.
Evre 1c: Tek veya her iki overle sinirli tiimor; ancak malign hiicre igeren asit
veya yikama s1visi, dis ylizeyde tiimor mevceut; kapsiil yirtilmas.
Evre 2: Pelvik yayilim gdsteren tek veya her iki overle sinirli tiimér.
Evre 2a: Uterus ve/veya tiiplere yayilim gosteren timor.
Evre 2b: Diger pelvik dokulara yayilim gdsteren tiimor.
Evre 2c: Timor evre 2a veya 2b; ancak malign hiicre i¢eren asit veya yikama
s1visi veya dis yiizeyde timor mevcut; veya kapsiil yirtilmais.
Evre 3: Pelvis disinda peritonal implantlar ve/veya retroperitonal ve/veya inguinal
lenf nodu tutulumu mevcut.
Evre 3a: Abdominal peritonal yiizeylerde histolojik olarak kanitlanmig
mikroskopik yayilim; lenf nodu tutulumu yok.
Evre 3b: Abdominal peritonal yiizeylerde 2 cm’yi agmayan makroskopik
implantlar mevcut; lenf nodu tutulumu yok.
Evre 3c: Abdominal peritonal yiizeylerde 2 cm’nin iizerinde implantlar
mevcut ve/veya retroperitonal veya inguinal lenf nodlari mevcut.

Evre 4: Uzak metastaz.
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2.4. Endometrium

2.4.1. Endometriumun anatomisi, embriyolojisi ve histolojisi

Uterus’un mukozasi tuba uterina’nin fibrillerinin bulundugu uca kadar uzanmaktadar.
Alt kisimda da vajinanin mukozasi ile devam eder. Corpus uteri’nin mukozasi
ovarial dongii nedeniyle siirekli degismektedir. Dongii boyunca ¢ogalma, salgilama,
epitelyum tabakasinin soyulmasi ve yenilenme devrelerinden ge¢mektedir.
Embriyonun beslenmesini saglamaktadir ve endometrium’da bol miktarda kan

damarlar1 ve bezler bulunmaktadir [28].

Endometrium uterusun tunika mukozasidir. Gelisen embriyonun implante olmasina
ve plasentanin maternal boliimiiniin olusmasina elverisli bir yapidadir. Uterus
mukozas1 basit prizmatik epitelle lamina propiyadan meydana gelmistir. Ylizey
epiteli ise silsiz prizmatik salgi hiicreleri ile sili hiicrelerden meydana gelmistir.
Endometriumda ¢ok sayida bez bulunmaktadir. Bu bezler oldukc¢a uzun tiibiiler
bezlerdir. Uterus bezleri sili hiicre i¢ermezler. Endometrium iki tabakadan
olugmaktadir. Endometrium fonksiyonalis, endometriumun ylizey tabakasidir ve
kalin olan bu tabaka menstruasyon esnasinda dokiilmektedir. Endometrium bazalis
ise oldukg¢a ince olup, menstrual dongiide dokiilen endometrium fonksiyonalisin

yenilenmesini saglamaktadirlar [28].

Oosit  Over (yumu Fallop tiipd

serviks

Sekil 2.6. Over, endometrium ve serviksin konumlari [85]
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2.4.2. Endometrium kanseri

Endometrium kanseri gelismis iilkelerde kadin genital sistem kanserleri arasinda en
stk goriilen kanserdir. Endometrium kanseri meme, kolon, akciger kanserlerinden
sonra kadinlarda en sik goriilen dordiincii kanser tiiriidiir [92, 93]. Endometrium
kanseri genel olarak postmenopozal donemdeki kadinlarda goriilmektedir, 55-59
yaslarinda goriilme siklig1 en {ist noktaya ulasir ve sonrasinda azalmaktadir [94-96].

Saglik Bakanlig1 verilerine gore iilkemizde kadin genital sistem kanserleri, kanser
Oliimleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir ve serviks kanseri 8. siradayken

endometrium kanseri 10. sirada goriilmektedir [28].

Endometrium kanserinin epidemivyoloji ve etiyolojisi

Yapilan arastirmalarin sonucuna gore her 100 kadindan 2-3’t hayati boyunca

endometrium kanseri gegirme riskine sahiptir [97].

Endometrium knaserinin iki patogenetik tipi oldugu bilinmektedir. Daha sik
rastlanan tipi endojen ya da eksojen karsilanmamis Ostrojene maruz kalmis, geng
perimenopozal kadinlarda goriliir, Ostrojen bagimhidir ve daha iyi differansiye
olurken diger endometrium kanserinde endometriumu uyaracak Ostrojen kaynagi
bulunamayan kadinlarda goriilmektedir. Daha az differansiye olmaktadir ve dstrojen
bagimli olmayan bu tiimdrler daha yagl, postmenopozal kadinlarda goriilmektedir

[98].

Endometrium kanserinin gelisimi i¢in bir¢ok risk faktoérii bulunmaktadir.
Karsilanmamis Ostrojene maruz kalmayi arttiran faktorler endometrium kanseri
riskini arttirirken, azaltan faktorler veya progesteron diizeyini artiran faktorler

endometrium kanseri riskini azaltmaktadir (Cizelge 2.3) [99].
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Cizelge 2.3. Endometriyum kanserinin risk faktorleri [28]

‘ Artiran faktorler Azaltan faktorler
Erken yasta menars Kombine oral kontraseptifler
Ge¢ menopoz yast Sigara kullanimi
Nulliparite Yagdan fakir diyet
Polikistik over sendromu Egzersiz
Tamoksifen Artmis parite
Hormon replasman tedavisi (HRT) Diyette yiiksek protein, sebze ve lifli
Obezite yiyecekler
Hipertansiyon Vitamin C, folat ve keratin alimi
Diyabet
Yiiksek sosyoekonomik diizey
Infertilite

Endometrium kanserinin goriilme riski 45 yasindan sonra artar ve 55-60 yas
dolaylarinda en {ist noktaya ulasir. Tiim vakalarin %75°1 55-60, %5-8’1 30-40, %2’si
20-30 geriye kalanlar ise 40-50 yaslar1 arasindadir [93, 96]. Ideal viicut agirligmin 22
kg ve daha fazla gecen kadinlarda endometrium kanser riski 2-3 kat kadar artis
gosterdigi bilinmektedir [100]. Term gebelik, kombine oral kontraseptif kullanimi
(1 yil veya daha fazla siireyle) ve diisiik sayisinin artmasi geng yasta goriilen
vakalarda kanser riskini azaltabilmektedir. Diyete bakildiginda doymamis yag
kullanimi, kalsiyum alimi, yiiksek protein ve enerji alimi, liflerden zengin besinlerin
alimi, sebze tiiketimi, folat-karoten-vitaminden zengin besinlerin alimi endometrium
kanser riskini diisiirebilmektedir [101]. Diyabetus mellitus endometrium kanser
riskini 1,3-2,8 kat arttirdig1 bilinmektedir, fakat endometrium kanseri i¢in direk bir
risk faktorii degildir ayni sekilde hipertansiyon dogrudan bir risk faktorii olmasa bile
endometrium kanseri ile birlikte goriilebilmektedir [49, 102]. Sigara kullanma

aligkanlig1 diger kanserlerde hastaligin goriilme sikligini arttirmasina ragmen
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endometrium kanserinde azalttig1 bildirilmistir. Sigaranin bu etkisini over dis1

hormon mekanizmasini etkileyerek yaptigi diistiniilmektedir [28, 103].

Tamoksifen kullanimina bakildiginda ise, tamoksifen meme kanseri tedavisinde
kullanilmakta olup endometrium kanserinin gelisim riskini 7-8 kat arttirdig1
bilinmektedir [100]. Kadinlar1 etkileylen endokrin bozukluklardan biri de polikistik
over sendromudur (PCOS). PCOS’lu hastalarda karsilanmamis Ostrojen etkisi

nedeniyle endometrium kanser riski artmaktadir [104].

Endometrium kanserinde evreleme

Endometirum kanserinde 1988 yilina kadar klinik evreleme kullanilmistir fakat
hastalarin toplamina bakildiginda %13-22 kadarinda eksik evreleme olmasi sebebiye
FIGO 1988 yilinda cerrahi evreleme sistemini dnermistir. Hastalarin %781 evre 1,

%9’u evre 2, %11°1 evre 3, %2’si evre 4’te tan1 almaktadir (Cizelge 2.4.) [105].

Endometrium kanserinde molekiiler calismalar

Endometrium kanserinde onkogenler ve timoér baskilayici genler 6nem tagimaktadir.
Onkogenler normal hiicrelerin  biliyiime yolaklarindaki uyarict  proteinleri
kodlarlarken tiimér baskilayict genler tam tersi bir etki gostermektedirler.
Endometrium kanserinin yaklasik %20’sinde artmigs DNA igerigi (andploidi)
goriilmektedir. Andploidi ileri evre tiimorlerinde, kotii histolojik 6zelliklere sahip
tiimorlerde ve artan 6liim miktar ile birlikte goriilmektedir. Endometrium kanserinde
en sik etkilenen onkogenler K-ras ve HER-2/neu, timor baskilayici genler ise p33,
PTEN, HMLH]I genleridir [28]. Endometrium kanserinde tiimor baskilayict genlerin
bulundugu gen bolgeleri 1, 3p, 6, 8p, 9p, 10q, 11, 13, 14q, 15, 16q, 17p, 18p, 20, 21
ve 22q kromozomlarinin lokuslarinda heterozigotluk kaybi oldugu belirlenmistir

[106, 107].
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Evre 0: Primer tiimor bulunmuyorsa. In situ karsinom varlig

Evre 1: Timor korpus uteriye sinirhdir.

Evre la: Timor endometriuma sinirhidir.

Evre 1b: Tiimo6r miyometriumun %2’sinden azina invazyon gostermektedir.

Evre 1c: Timor miyometriumun '%’sinden fazlasina invazyon gostermektedir

Evre 2: Servikste tutulum vardir ancak timor hala uterusta sinirhidir.

Evre 2a: Sadece endoservikal glandiiler tutulum.
Evre 2b: Servikal stromal invazyon.

Evre 3: Lokal ve/veya bolgesel yayilim.

Evre 3a: Seroz veya adneksial tutulum

Evre 3b: Vajinal tutulum

Evre 3c: Pelvik veya para-aortik metastaz.

Evre 4:

Evre 4a: Mesane veya barsak mukozasi tutulumu.

Evre 4b: Uzak metastaz varligi

2.5. p53 geni

Kanserin molekiiler yapisinin incelenmesinde iizerinde en yogun ¢aligmalarin

yapildig1 timdr baskilayici gen p53 genidir.

p53 geni 17. kromozomun kisa kolunda (p) yerlesmistir (17p13.1) ve 53 kDa
agirliginda 393 aminoasitlik bir ¢ekirdek fosfoproteini kodlamaktadir [38, 39, 41].

11 ekzon ve 10 intron igermektedir ve 5. ve 8. ekzona karsi gelen protein bolgesi ile
DNA’ya baglanmaktadir [110].
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17q25.2
17q24.1
17qz2
17q21.2
17pl2

17q21.32

Sekil 2.7. 17. kromozomda p53 geninin yeri [108]

p53 geninin iiriinii olan protein P53 proteini yaklasik 20 dakikalik kisa yar1 émre
sahip oldugu i¢in normal hiicrelerde tespit edilemez. Insan kanserlerinin ¢ogunda
P53 proteini liretilmez ya da p53 genindeki mutasyon sebebiyle hatali olarak tiretilir
[37]. P53 proteini 393 aminoaist i¢cermektedir, 50-60 aminoasitten olusan asidik
amino terminal boélgeyi olusturur ve bu bdlge p353°ln transaktivasyonel
ozelliklerinden sorumludur. 91-301 aminoasitleri arasindaki kisim yiiksek
korunmusluga sahiptir ve bu bolge prolin bakimindan zengin olup DNA baglanma
bolgesidir. Transkripsiyonel aktivasyona ugrayacak genlerdeki hedef diziler ile
etkilesir. Insan tiimérlerindeki mutasyonlarin cogu bu bdlgede goriilmektedir. 300-
350 aminoasitler arasindaki bdlge niikleer lokalizasyon sinyal (NLS) bodlgesidir. Bu
bolgedeki mutasyonlar, primer olarak sitoplazmada bulunan bir proteinle sonuglanir.
Bu bolge ayni zamanda P53 proteininin oligomer olusturma yeteneginden de
sorumludur. Yabanil tip P53 proteini normalde G1 fazi boyunca kisa siireyle
sitoplazmada bulunur ve S fazinda cekirdege girer. Yabanil tip P53’{in tiimor
baskilayic1 etki gosterebilmesi i¢in ¢ekirdek igerisinde bulunmasi gerekir. P53

proteininin ¢ekirdek yerlesimi NLS ile belirlenir [37, 113-115].

P53 molekiilii normal durumda aktif halde degildir, DNA hasar1 olmas1 durumunda
aktif hale geger. P53 molekiiliiniin aktif hale gegmesi i¢in diizenleme bolgesinde

bulunan 371, 376, 378. kodonlardaki serin aminoasitlerinden fosforillenmesi
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gerekmektedir. Bu bolgedeki fosforilasyondan kazein kinazIl ve protein kinaz-C
enzimleri sorumludur [115]. DNA transkripsiyonu iizerinde etkili olan pek¢ok genin
ifade edilmesi p53 geni tarafindan diizenlenmektedir. Yabanil tip P53 proteini P53
baglanma bolgesi iceren genlere baglanarak biiylimeyi durduran genlerin ifadesini
uyarir. P53’iin aktif hale gelmesiyle biiylimenin durdurulmasi ya da hiicre 6limii
(apoptoz) olaylar1 ger¢eklesmektedir. Hiicre c¢ogalmasi hiicre dongiisii boyunca
kontrol edilir [42, 43]. Hiicre donglsiiniin kontrolii genelde protein kinazlar ve
siklinler ile saglanmaktadir. Hiicre dongiisiinde gorev alan protein kinazlar siklin
baglh kinazlar (cdk) olarak adlandirilmaktadir [42, 115]. Hiicre dongiisiiniin G1
fazinda p53, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durduran bir kontrol noktasini uyarir. Bu
kontrol noktasi bir cdk inhibitdrii olan p2/’i uyarir ve bdylece hiicre S fazina
girmeden Once hasar goren DNA’ nin da onarilmasini saglar. Eger hiicre boliinme

asamasindaysa p353 hiicre 6liimiinii tetikler [116].

2.5.1. p53 geninde goriilen polimorfizmler

Insan p53 geninde en az 10 farkli polimorfizm tanimlanmustir. Bu polimorfizmlerden
en yaygin goriilenlerinden ¢ogu genin kodlayici olmayan bolgelerinde (intron)
goriiliirken, kodlayici olan bolgelerdeki (ekzon) polimorfizmlerden sadece ikisinde
aminoasit dizisi degismektedir. Bu polimorfizmler 47. kodonda prolin serine, 72.

kodonda ise arjinin proline doniismektedir [117].

p53 72. kodon polimorfizmi ve kanser vatkinligi

Insan populasyonlarinda yabanil tip P53 proteininin iki tipi bulunmaktadir. Bu
tiplerde 72. kodonda argininin (Arg) bir prolin (Pro) ile degismesidir ve bu degisim
sonucu yapisal olarak degigsmis bir protein olugmaktadir. 3 farkli genotip
olusmaktadir. Bunlar homozigot arjinin (Arg/Arg), homozigot prolin (Pro/Pro) ve
heterozigot (Arg/Pro)’ tur. p53 tiimor baskilayici genindeki bu polimorfizm kansere
yatkinlik ile yakindan iliskilidir. Akciger, meme ve kalin bagirsak kanserlerinde p53

polimorfizminin prolin varyanti bir risk faktorii olarak bilinmektedir [117-119].
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Serviks kanserli hastalarda yapilmis bir ¢aligmanin sonucuinda 72. kodon arjinin

homozigotlugu kanser i¢in bir risk faktorii olarak belirtilmistir [120].

2.6. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR)

2.6.1. MTHFR enzimi

5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi, bir flavoproteindir ve MTHFR enzim
ailesinin bir iiyesidir [128, 129]. Yaklagik 70 kDa iki benzer alt birimi icermektedir
[129].

Yapilan ¢alismalar sonucunda enzimin katalitik bolgesi olan N-terminal ucu substrat
ve koenzimlerin baglanma kisimlaria sahip olup, bu uca NADPH, FADH ve 5,10-
metilentetrahidrofolat baglanir. Enzimin regiilatér bdlgesi olan C-terminal ug

bolgesine ise S-adenozil metiyonin (SAM) inhibitérii baglanir [128, 130].

MTHFR, 5,10-metilentetrahidrofolatin 5-metiltetrahidrofolata (THF) doniisiimiinii

gergeklestirir [131].

MTHFR, folat metabolizmasin1 diizenleyen anahtar enzim olarak, 5,10-
metilentetrahidrofolatin  5-metiltetrahidrofolata (THF) degisimini katalizleyerek
homosistein metabolizmasinda rol alir. Folat serumda ve diger viicut sivilarinda
farklt sekillerde bulunmasina ragmen, plazmada bulundugu asil tip 5-
metiltetrahidrofolattir ve bu form homosisteinden metiyonin sentezlenmesi igin
gerekli olan metil grubunu tasimaktadir [132-134]. B;, vitamini 5-
metiltetrahidrofolat metil grubu alicisi1 olarak gbrev yapar. Bu vitaminin eksikligi ile,
tetrahidrofolatin folat havuzu igine tekrar girmesini saglayamaz. Metiyonin sentetaz
reaksiyonundaki bu basarisizlik metiyonin eksikligine sebep olur ve organizmada

homosistein metabolizmasini 6nemli Olgiide etkiler [132, 133, 135].
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Homosistein —— = Metiyonin ———
{(S-adenizl
Vitamin B12 (Metil) metiyonin)

Tetrahidrofolat

Sekil 2.8. B-12 metabolik reaksiyonu [158]
2.6.2. MTHFR geni

Insan MTHFR geni kromozom 1p36.3 de yer almaktadir ve 656 aminoasitten olusan
MTHFR enzimini kodlar [136]. MTHFR geni, 77 kDa olusan biribirine es iki
altbirimi kodlar. Bu alt birimlerden her biri N-terminal ucu (40 kDa) ve C-terminal
ucu 37 (kDA) igerir. Insan genomik klonu 2,2 kb uzunlugundaki MTHFR, cDNA
sekansmin tamamini igermektedir. Her biri 102-432 baz ¢ifti uzunlugunda olan 11
ekzon ile 250 baz cifti-1,5 kilobaz uzunlugunda farkli biiyiikliiklerde intronlar
icermektedir. Sadece bir intronun uzunlugu 4,2 kilobazdir [133]. MTHFR geninin
promotor bolgesinin transkripsiyon faktorlerine baglanmasi i¢in belirli korunmus

dizilere sahip oldugu fakat TATA kutusu i¢ermedigi belirlenmistir [ 136-139].

Insan ve fare MTHFR geninde yapilan calismalarin sonucunda, MTHFR geninde 15
farkli mutasyon ve polimorfizm gorildiglii saptanmistir. Bu gende goriilen
mutasyonlar, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar, vendz tromboz, diabet,
noral tlip defekti, bobrek yetmezligi ve ozellikle kolon kanseri ve endometrium

kanseri gibi hastaliklarda 6nemli bir risk faktoriidiir [128, 136, 139].
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1pS6.23

1p36.12
1p35.1

1pS3

1pS1.3

1pzz.2
1p21.1

1plz

1g=1.2
1g23.2
1g24.3
1g931.1

1g32.2

1g42.12

1g43

Sekil 2.9. 1. Kromozomda MTHFR geninin lokalizasyonu [159].

2.6.3. MTHFR geni C677T polimorfizmi

MTHFR C677T polimorfizminde, 4. ekzonda 677. niikleotid olan Sitozinin —
Timin’ e degisimi sonucu bir nokta mutasyonu olusmaktadir ve bu mutasyonda genin
iriinii olan proteinin 226. pozisyonunda alanin aminoasiti yerine valin ge¢mektedir.
Alanin/Valin degisimiyle MTHFR aktivitesinde azalma goriilmekte, bu azalma 5-
metiltetrahidrofolat diizeyinde azalmaya, sonug¢ olarak da homosisteinin metiyonine
donlisememesine neden olmaktadir. Boylece plazmadaki homosistein diizeyinde artis

olurken, plazma folat seviyesinde de azalig goriilmektedir [128,140-144].

MTHFR geninde 677. niikleotidin her iki allelde mutasyona ugramadan CC
(Alanin/Alanin) homozigot normal genotipi, iki allelden birinde mutasyon
olusmasiyla CT (Alanin/Valin) heterozigot ve her iki allelde de mutasyon olusmasi
durumu TT (Valin/Valin) homozigot mutant genotipi olugsmasi sebebi ile genin

kodladig1 enzimin aktivitesinin azaldig1 diisiiniilmektedir [144].
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MTHFR C677T polimorfizminin, kardiyovaskiiler hastaliklar, inme, noéral tiip
defekti, Down sendromu, meme ve endometrium kanseri i¢in genetik bir risk faktori
oldugu bildirilmistir.  Yapilan arastirmalar sonucunda, MTHFR C677T
polimorfizminin TT genotipinin akut I6semi, kolon ve akciger kanseri riskini

azaltirken, endometrium kanseri riskini arttirdig ileri stirtilmiistiir [128,146,147].

MTHEFR aktivitesi, homozigot normal 677CC ve heterozigot 677CT genotipine sahip
bireylere oranla homozigot mutant 677TT genotipine sahip bireylerde azalirken bu
bireylerde homosistein seviyesinde artis oldugu gozlenmistir. MTHFR’ nin eksik
olmasi durumunda homosisteinden metiyonin olusumunda meydana gelen bozukluk
organizmada hem metiyonin azalmasina hem de homosistein birikimi nedeniyle

toksik etkilere sebep olur [128].

MTHFR polimorfizmi nedeniyle azalan enzim aktivitesinin tiimor baskilayici

genlerin hipometilasyonunu ve kararliligini etkiledigi bildirilmistir [148].

MTHFR C677T mutasyonunun toplumda goriilme oran1 %12 oldugu bilinmektedir.
Yapilan caligmalarla Tiirk toplumunda saglikli bireylerde homozigot mutatnt orani

%S5 iken, heterozigot mutant oraninin ise %33 oldugu belirlenmistir [144,145].

2.6.4. MTHFR C677T ve kanser

MTHFR aktivitesinin DNA sentez, tamir ve metilasyonundaki etkisi MTHFR’ nin

karsinogenezle iliskili bir gen oldugunun gostermektedir [149].

Folat tiirevleri, DNA’nin sentezlenmesinde ve metilasyonunda gorevli Onemli
yapitaglarindandir.  Bu  sebeple  folat  eksikligi  kanser olusumu ile
iliskilendirilmektedir. Homozigot mutant genotipte (677TT) diisiik serum folat ve

yiiksek plazma homosistein ¢esitli kanserler ile bagdastirilmistir [150].
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Kolon kanseri ile yapilan ¢aligmalarda MTHFR 677TT polimorfizminin kolon
kanseri riskini azaltirken 677CC ve 677CT genotiplerinde kanser riskini arttirdigi
belirlenmistir [151,152]. 677TT polimorfizminde folat alinimi arttikga, bireylerde
plirin ve timinin sentezlenmesi i¢in artan 5,10-metilentetrahidrofolat seviyesinin de

artt1g1 buna bagh olarak da kanser riskinin azaldig1 belirtilmigtir [153].

MTHFR polimorfizmi endometrium kanseri, servikal intraepitelyal neoplazi, meme
ve ovaryum kanseri ile iligkilidir [154]. 677TT polimorfizminin artan endometirum

kanseri riskiyle iligkili oldugu bildirilmistir [155].

2.7. Molekiiler Teknikler

2.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Karry Mullis tarafindan 1980 yilinda gelistirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR), bir organizma veya bir mutant gene iliskin, saglam veya par¢alanmig DNA

veya RNA pargasinin in vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir [17].

PZR reaksiyonun ilk adiminda, ¢cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale
getirilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelene kadar sitilir (90-95 °C de,
yaklasik 5 dakika siireyle). Sicaklik 50-70 °C arasinda bir degere diisiiriilerek,
primerlerin tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu primerler
yapay oligoniikleotitlerdir ve 15-30 niikleotit uzunlugundadirlar. DNA sentezi, Taq
DNA polimeraz’in ilave edilmesi ile 70-75 °C sicakliklarinda gergeklesmektedir.
Enzim niikleotitleri 5° den 3’ ne dogru ekleyerek hedef DNA’ nin iki zincirli

kopyasini olugturmaktadir [2].

PZR reaksiyonunda 3 temel basamagi; DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi,
primerlerin baglanmasi ve polimeraz enzimi ile zincirin uzamasidir [2]. Bu dongiiler
tekrarlanarak istenen sayida hedef DNA bolgesi elde edilmektedir. Bir dongii 3-5

dakika siirer ve bu olay 20-40 kez tekrarlanir. Her dongiide olusan iiriin bir 6ncekinin
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2 katidir. Boylece yaklasik 25-30 dongiiliik bir reaksiyon sonucu yaklagik 1 milyon
DNA kopyast elde edilebilir [17].

2.7.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Ilk defa Arne Tiselius tarafindan gelistirilen elektroforezin calisma ilkesi, molekiil
agirhigi ve molekiilde bulunan elektrik enerjisinin jel iginden bir yiikten digerine
giderken kat ettigi mesafe farkliliklarin1 ele almaktadir [18]. Bu teknikle, farkl
uzunluklardaki DNA ve RNA zincirlerine ait pargalar birbirlerinden ayrilabilir [2].

Agaroz jel elektroforezi 200-50.000 baz ciftleri (bg) boyutlar1 arasindaki DNA
molekiillerini tanimlamakta kullanilir [ 18]. DNA’nin elektroforezle analizinin temeli,
molekiiliin elektriksel bir alanda, jel iizerinde (-) yiikli DNA molekiiliiniin (+) ytiklii
alana dogru hareket etmesidir. G6¢ hiz1 molekiil biiyiikliigline ve yapisina, jelde
kullanilan maddenin yogunluguna, iyonik kuvvete ve uygulanan alana bagli olarak
degismektedir. Jel elektroforezinde kullanilan destekleyici madde olarak kullanilan
agaroz, Agar agar adli algden elde edilmektedir. Elektroforez tamamlandiktan sonra,
cesitli biiyiikliikklerdeki molekiileri temsil eden bantlar, molekiiliin bilesenlerinden
biri radyoaktif igaretli ise otoradyografi ile ya da niikleik asitlere baglanan floresan

bir boya ile goriintiilenir [2].

2.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragmentleri Uzunluk

Polimorfizmi (PZR-RFLP)

Niikleik asit seviyesinde yapilacak incelemeler icin Restriksiyon Fragmentleri
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) teknigi DNA dizisinde olan degisiklikleri dolayl
olarak belirleyen bir metottur [111]. Restriksiyon enzimleri (RE) ¢ok 6zgiil olarak
DNA’y1 belli bolgelerden keserek genellikle 1.000-20.000 baz ¢iftlik parcalar
olusturan enzimlerdir. Siklikla kullanilan RE arasinda EcoRI, Clal, Hindlll, Hinfl
sayilabilir. DNA’nin istenilen bolgesi uygun primerlerle ¢ogaltildiktan sonra DNA

bu enzimlerden bir veya birkag ile kesilir. Daha sonra agaroz jel elektroforezinde
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yiriitiiliir. Etidyum bromiir ile boyanan jelde olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisi
kiyaslanarak olusan cesitlilige RFLP adi verilir. DNA’lar restriksiyon enzimi adi
verilen enzimlerle kiigiik pargalara ayrilabilmektedir [112]. Bu enzimler 4-8 baz cifti
uzunlugunda 6zgiin bir dizisini tekrarlanabilir bir sekilde keser. DNA’nin RE ile

muamelesi sonucunda ¢esitli uzunlukta DNA pargalar1 olugsmaktadir [111].

2.7.4. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizleri DNA’nin niikleotid diziliminin belirlenmesinde kullanilan
yontemdir. Analiz bir niikleik asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu
hibridizasyon sirasinda radyoaktif ya da radyoaktif olmayan florasan maddelerle
isaretleme yapilir. Siklikla gen mutasyonlar: (delesyon, insersiyon vb.) tespiti ya da
DNA dizilerinin tayininde kullanilir. Ayrica gen ifadesinin diizenlenmesinde yer alan
genetik  kontrol bolgeleri, korunmus diziler, epistatik genler ve etkileri

belirlenebilmektedir [111].

[Ik dizi analiz calismalar1 1960’11 yillarin basinda 75-80 niikleotitlik tRNA’larla
baslanmistir. ilk olarak maya alanin tRNA dizi analiz teknikleride gelismektedir.
Niikleotit dizilein belirlenmesinde iki temel teknik kullanilmaktadir. Bunlar, Sanger
dideoksi yontemi ve Maxam-Gillbert kimyasal parcalanma yontemidir. Her iki

teknik de {i¢ temel basamaktan olusmaktadir.

* DNA’nin hazirlanmasi
* Reaksiyonlar

* Yiiksek voltajli jel elektroforezi



43

Her iki analiz sirasinda da tek iplik¢ikli DNA parcalart hazirlanir. DNA dizi analiz
yontemi arasindaki temel fark DNA fragmentlerinin {retilme bi¢iminden
kaynaklanir. Sanger dizi analiz yontemi dideoksi ya da zincir sonlanmasi
reaksiyonlar1 olarak da bilinir. Tehlikeli kimyasallardan uzak ve daha hizli bir

yontem oldugundan Maxam-Gilbert yontemine tercih edilir [2,111]

Sanger-Coulson zincir sonlandirma yontemi

Fred SANGER ve arkadaslariin gelistirdigi yontem olan zincir sonlanma yontemidir
ve enzimatik DNA sentezine dayanmaktadir. Bu yontemde dizisi saptanacak olan
DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik icin kalip olarak kullanilir. Yontemin temeli
DNA polimerazin dNTP’ lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat) yanisira deoksiribozun
3> pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri de (dideoksiriboniikleozit

trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir.

Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP’ nin katilmasi 3’ pozisyonunda OH grubu olmadig:
icin sentezi durdurur. Dizi analizi yapilirken dort ayr1 reaksiyon karigimi hazirlanir.
Her bir karisim kalip DNA zinciri, bir primer, dort dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) ve az miktarda ddNTP’ lerden birini (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) igerir.
Ozgiil zincir sonlanmasi i¢in her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur.
Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az miktarda modifiye niikleotit kullanildig1 i¢in yeni

zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir.

Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA pargalarina elektroforez uygulanarak jel
lizerinde yanyana yiritilir. Uygulanan elektiriksel alanin etkisi ile DNA
pargaciklar1 en kisasi en onde olmak flizere jel iizerinde bir merdiven gorilintiisii
olusturur. Isaretleme yontemine gore jel iizerinde, tespit edilen pargaciklar reaksiyon

karisimina konulan ddNTP’ nin tipine gore okunur [2,111,160]
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Maxam—Gilbert Kimyasal Degredasyon Y Ontemi

Bu yontemde DNA 06zgiin niikleotid dizilerinden bazi1 kimyasallar araciligiyla
kesilerek degisik uzunlukta fragmentler elde edilmektedir. DNA’daki niikleotidlerin
tahrip edilip hasar gormiis bolgelerinden piperidin ile fosfodiester baglarinin

kirilmasi esasina dayanir. Cok fazla tercih edilmemektedir [160].

Otomatik DNA Dizi Analizi

Otomatik analizde, Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma
yontemi kullanilmistir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak, sabit
bilgisayarda yiiklii programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini
icermektedir. Elektroforetik iinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik
bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’ nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik
151k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ya baglanan floresan boya 1sik ile
taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga
boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 15tk demeti bir detektor tarafindan
kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek sonuglar
bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 niikleotidden 1000
niikleotide kadar giivenli okuma yapilabilmektedir [160].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. incelenen kan 6rneklerinin toplanmasi

Serviks, endometrium ve over kanserlerinde MTHFR geni 4. ekzon ve p53 geni 4.
ekzondaki 72. kodon mutasyonlarin taranmasi amaciyla incelenen tiim kanser
hastalarma ve kontrol grubuna ait kan 6rnekleri Ankara Zekai Tahir Burak Kadin
Saglig1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Onkoloji Klinigi’ne yatarak ve ayakta tedavi

olan toplam 106 kanserli ve 101 saglikli bireyden alinmistir.

Calismanin amac1 ve icerigi goniilliilere acik bir dille anlatilarak Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis genetik materyal {izerinde
yapilacak arastirmalar bilgilendirilmis goniillii olur formu aracilifiyla izinleri

alinmistir (EK-1, 2).

DNA elde etmek icin kullanilmak {izere tiim bireylerden 9 ml periferik kan, etik
kurulun onayladig1 protokole uygun olarak alinmis olup, bu tez kapsaminda yapilan
tim calismalar, Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii,

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda yapilmistir.
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3.1.2. Tampon ve cozeltiler

Kandan DNA izolasyonu icin kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Eritrosit par¢alama tamponu (Red Blood Cell lysis buffer; RBC): 0,5 M EDTA, 100
mM NaHCO; ve 1,5 M NH4CI (pH: 8,0) ile karistirilarak hazirlanmustir.

Lokosit par¢alama tamponu (Sodyum klorid-Tris-EDTA; STE): 10 mM Tris HCl
(pH: 7,4), 400 mM NaCl ve 0,2 mM EDTA (PH: 8,0) ile karnstirilarak

hazirlanmistir.

Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1
ml izoamilalkol karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 1 gece +4 °C’ de

bekletildikten sonra kullanilmistir.

Proteinaz K (20 mg/ml): 0,02 gr proteinaz K, 1 ml steril saf su ile karistirilarak

hazirlanmis ve milipor filtre ile steril edilmistir.

TE ¢ozeltisi: 0,5 M EDTA (pH: 8,0), 10 mM Tris (pH: 8,0) ile karigtirilarak

hazirlanmustir.

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

¢oziilerek hazirlanmigtir.

2M Sodyum Asetat (CH;COONa): 1,64 gr sodyum asetat 100 ml distile su igerisinde

¢Oziilmiistiir.

%70 lik etil alkol: 70 ml %100’liik etil alkol, 30 ml distile su ile hazirlanmstir.

%95 lik etil alkol: 95 ml %100’liik etil alkol, 5 ml distile su ile hazirlanmistir.
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Polimeraz Zincir Reaksivonu icin kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Taq polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH: 8,3), 500 mM KCI, 1 mg/ml

jelatin.

MgCl,: 25 mM MgCl, kullanilmustir.

Niikleotit karisimi: 10 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP).

Taq polimeaz: 5 u/ pl kullanilmistir.

Primerler: p53 ve MTHFR genine ait 4. ekzon boélgelerinin ¢ogaltilmasi ig¢in

kullanilan primerler ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. p53 geninin 4. ekzon bolgesinin belirlenmesi i¢in kullanilan primerler

p53 geni 4. ekzon primeri

4F: 5'-GGATGATTTGATGCTGTCCC-3'

4R: 5'-GTCCCAGAATGCAAGAAGCC-3'

Cizelge 3.2. MTHFR geni 4. ekzon bolgesinin belirlenmesi i¢in kullanilan primerler

MTHFR geni 4. ekzon primeri

4F: 5'-GGATGATTTGATGCTGTCCC-3'

4R: 5'-GTCCCAGAATGCAAGAAGCC-3'
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Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan ¢ozeltiler

Tris- Asetik Asit- EDTA (TAE) tamponu (x50) (pH: 8,0): 242 gr Tris, 57,1 ml glasial
asetik asit, 0,5 M 100 ml EDTA (pH: 8,0) distile su igerisinde ¢oziilerek hacim 1000

ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir.

Agaroz jel: %0,8 ve %2’°lik (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢6ziilerek hazirlanmistir.

Yiikleme tamponu: 40 gr siikroz, 0,025 gr bromofenol mavisi, 0,25 gr ksilen siyanol

100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Etidyum bromiir: 10 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir ve koyu renkli siselerde

muhafaza edilerek kullanilmistir.

Sterilizasyon

Steril kullanilmas1 gereken tiim tampon ve ¢ozeltiler, 121 °C’de 20 dakika otoklavda

sterilizasyon yapilarak kullanilmistir.



49

3.2. Metot

3.2.1. Periferik kandan DNA izolasyonu

Deney grubunda bulunan hastalardan ve saglikli bireylerden alinan 9 ml’lik periferik
kan oOrnekleri igerisinde 1 ml 0,5 M EDTA bulunan tiiplere alinmis ve hafifce
kanistirilmistir. Alinan kan 6rnegi 50 ml’lik steril falkon tiip igerisine aktarilarak
tizerine 25 ml RBC lizis ¢ozeltisi eklenmistir. Calkalandiktan sonra 20 dakika buz
icerisinde bekletilmistir. Sogutmali santrifiijde +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi1 dokiilerek tizerine tekrar 25 ml RBC lizis
coOzeltisi eklenmis ve tekrar sogutmali santrifiijjde +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Bu islem tiim eritrositler giderilene kadar tekrarlanmigstir. Dipte
kalan 16kositlerin {izerine 1000 pl RBC lizis ¢ozeltisi eklenmis ve vorteksle homojen
hale getirilmistir. Bu karistmin 200 pl’si bir ependorf tiipiine alinmis geriye kalan
ornek stok olarak saklanmustir. 200 ul alinan 6rnegin iizerine 500 pl STE ¢ozeltisi,
30 ul SDS ¢ozeltisi ve 20 pl proteinaz K eklenerek bir gece 56 °C’de sicak su
banyosunda bekletilmistir. Ikinci giin 1:1 oraninda fenol: kloroform: izoamilalkol
eklenerek 10 dakika elde alt iist ederek calkalanmistir. Calkalama isleminden sonra
20 dakika buzda bekletilmis ve +4 °C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonras1 karisim iki faza ayrilmaktadir. Bu karisimin iist fazi bagka bir
ependorf tiipe alinarak {izerine toplam hacmin 1/10’u kadar 2M sodyum asetat ve
toplam hacmin 2 kat1 kadar %95°lik etanol eklenmistir. Tiip yavase¢a ¢evrilerek DNA
goriiniir hale geldikten sonra -20 °C’de bir gece bekletilmistir. Uciincii giin +4 °C’de
4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiriilmiistiir. Ependorf tiipiin
icindeki karisim dikkatlice dokiilerek tiipe %70’lik etanol eklenmistir ve +4 °C’de
4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda ependorf tiipiin
icerisindeki alkol dokiilerek, tiip igerisindeki alkol tamamen ugana kadar kurumaya
birakilmistir. Kuruduktan sonra tiip igerisine TE ¢ozeltisi eklenip 37 °C’de bir gece
bekletilerek DNA’ nimn ¢dziinmesi saglanmistir. izole edilen DNA -20 °C’de

saklanmistir.
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3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Periferik kandan izole edilmis DNA’larda p53 ve MTHFR geninin 4. ekzon
bolgelerine ait analizleri, genel primerleri kullanilarak (bkz. ¢izelge 3.1 ve 3.2) PZR
yontemi ile belirlenmistir. PZR islemi MTHFR ve p53 genleri i¢in; Taq tamponu
(10x), MgCl,, dNTP, primer, total DNA ve Taq enzimi ilave edilmis ve reaksiyon
hacmi sterli su ile 50 pl’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu karisim PZR cihazina

yerlestirilmis ve asagida verilen programlar kullanilmastir.

Cizelge 3.3. MTHFR geninin 4. ekzon bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PZR
programui [20].

[k denatiirasyon 94 °C 2 dakika 1 dongti
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Primerlein

baglanmasi 62 °C 30 saniye 40 dongii
Uzama 72 °C 45 saniye

Son uzama 72 °C 7 dakika 1 dongii

Cizelge 3.4. p53 geni 4. ekzon bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PZR programi
programi [19].

[k denatiirasyon 94 °C 2 dakika 1 déngii
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Primerlein

baglanmasi 60 °C 30 saniye 40 dongii
Uzama 72 °C 45 saniye

Son uzama 72 °C 7 dakika 1 dongii
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3.2.3 Agaroz jel elektroforezi

p33 72. kodon ve MTHFR geni i¢in kurulan tiim PZR reaksiyon {iriinleri %2’lik
agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. 1,2 gr agaroz, TAE tamponu ile 60 ml’ye tamamlanmus,
kaynatilarak homojen hale gelmesi saglanmis ve oda sicakliginda biraz bekletildikten
sonra etidyum bromiir eklenmistir. DNA yiikleme kuyucuklari olusturmak igin tarak
jel tabagina yerlestirilmistir. Erimis agarozu jel tabagina dokmeden once yaklasik
65°C’ye kadar sogutulmus ve sonrasinda jel tabagina dokiilmiistiir. Polimerizasyon
icin yaklagik 30-45 dakika beklenmistir. Jelin polimerize olmasinda sonra jel tabagi
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Elektroforez tanki jelin tiizerini kapatacak
sekilde TAE 1X tamponu ile doldurulmustur. Jelde olusturulan ilk kuyucuga DNA
marker, diger kuyucuklara ise PZR f{iriinii yilikleme tamponu ile karistirilarak
yiklenmistir. Yiiklenen 6rnekler 70 V’ta 30 dakika yiriitiilmiistiir. Yiriitme
isleminin sonunda PZR iirlinlerinin goriintiilenmesi DNA goriintiilenme cihazinda
UV 151k altinda degerlendirilerek, fotograflar1 dijital olarak bilgisayar ortaminda
¢ekilmistir.

3.2.4. Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi

PZR sonrasi ¢ogaltilmigs DNA pargasi restriksiyon enzimi ile kesilmistir.

p33 4. ekzon bolgesindeki 72. kodon mutasyonunu belirlemek i¢in BsfUI restriksiyon
endoniikleaz enzimi kullanilmigtir [19]. MTHFR geni C677T polimorfizminin
belirlenmesi i¢in Hinfl restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilmistir [20].

BstUI restriksiyon enzimi i¢in kesim kosullart:

8ul PZR iirtinii, 1 pl enzim tamponu (1 ml/10x) ve 0.1 ul BstUI (10 unit/pl)
restriksiyon enzimi ilave edilerek karisim steril distile su ile 10 pl” ye

tamamlanmistir. 37 °C’ de etiivde 1 gece inkiibe edilmistir. Kesim isleminden sonra

DNA fragmentleri %2,5’1ik agaraoz jel elektroforezinde yiirtitiilmiistiir.
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Hinfl restriksiyon enzimi i¢in kesim kosullari:

8ul PZR {iriinii, enzim tamponu (10X) ve Hinfl (10 unit/pl) restriksiyon enzimi ilave
edilerek karigim steril distile su ile 10 pl” ye tamamlanmustir. 37 °C’ de etiivde 1 gece
inkiibe edilmistir. Kesim isleminden sonra DNA fragmentleri %2,5’lik agaraoz jel

elektroforezinde yiiriitiilmiistiir.

3.2.5. DNA dizi analizi

Elde edilen PZR iiriinlerinin dizi analizi bir ticari firma tarafindan yapilmustir.
Dizi analizi yapilan 6rneklerin sonuglarinin degerlendirilmesinde ClustalX2 ve

Chromas2 programlar1 ve http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ adresinde BLAST

uygulamasi kullanilarak yapilmistir.

3.2.6. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz hastalar ve kontroller arasindaki genotipik dagilimlarin
farkliliklar1 ve iligkileri belirlemek amaci ile p53 72. kodon polimorfizmi ve MTHFR
C677T polimorfizmi géz Oniine alinarak Ki-kare testi ile degerlendirildi. P degerinin
<0.05 olmasi istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Biitiin istatistiksel testler

“SPSS for Windows computing program, Version 16.0” ile gergeklestirildi.
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4. DENEYSEL BULGULAR

Bu calismada 39 serviks kanseri, 23 endometriyum kanseri, 44 over kanserli olmak
tizere 106 jinekolojik kanser hastas1 ve 101 saglikli bireyden kan 6rnekleri alinmistir.
Alinan kan orneklerinden DNA izole edilmistir. Daha sonra ¢izelge 3.1. ve 3.2°de
verilen primerlerle p53 ve MTHFR geni 4. ekzon bolgeleri PZR ile ¢ogaltilmistir.
Calisma kapsaminda p53 72. kodon polimorfizmi ve MTHFR C677T kodon

polimorfizmi belirlemek amaci ile PZR iiriinleri restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.

PZR-RFLP analizi sonucunda p53 72. kodon mutasyonu i¢in 3 farkli genotip
belirlenmistir. Bu genotipler; Arg/Arg homozigot: 113 ve 86 bg¢ uzunlugunda,
Pro/Pro homozigot: 199 b¢ uzunlugunda, Arg/Pro heterozigot: 199, 113 ve 86 bg
uzunluklarindaki bantlarin birlikte olmasi durumunda goriilmektedir (Sekil 4.1)

(Cizelge 4.1).

. 4. Ekzon
Intron l
5, / \ 3, p53
O O S 0 a g & = . :
- geni
l PZR
L_] RFLP
l BstUI
e e €—— 199hb¢
< 113 bg
86 bg
PRO/PRO ARG/PRO ARG/ARG

HOMOZIGOT HETEROZIGOT HOMOZIGOT

Sekil 4.1. p53 geni PZR-RFLP analizi sonucu olusan genotipler
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PZR-RFLP analizi sonucunda MTHFR geninde C677T mutasyonu i¢in 3 farkh
genotip belirlenmektedir. Bu genotipler; 677CC homozigot normal: 198 bg
uzunlugunda, 677CT heterozigot: 198,175 ve 23 bg¢ uzunlugunda, 677TT homozigot
mutant: 175 ve 23 b¢ uzunlugundadir (Sekil 4.2) (Cizelge 4.1).

. 4. Ekzon
Intron

5, /\[ 3, | MTHFR
D.CCU:IE:D geni

e e <€<—— 198 bg
<« 175 bg
<« 23 bg

677CC 677CT 677TT
HOMOZIGOT HETEROZIGOT HOMOZIGOT
YABANIL ALANIN/VALIN MUTANT
ALANIN/ALANIN VALIN /VALIN

Sekil 4.2. MTHFR geni PZR-RFLP analizi sonucu olusan genotipler



Cizelge 4.1. Caligmamiz kapsaminda incelemis oldugumuz kanserli ve saglikli
bireylerin listesi ve mutasyon tipleri
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Olgu no | Kanser tipi p53 MTHFR

1 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
2 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

3 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

4 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

5 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

6 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
7 Serviks Kanseri Pro/Pro homozigot | Homozigot normal
8 Serviks Kanseri Pro/Pro homozigot | Heterozigot

9 Serviks Kanseri Arg/Arg homozigot |Heterozigot

10 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

11 Serviks Kanseri Pro/Pro homozigot | Homozigot normal
12 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

13 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

14 Serviks Kanseri Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
15 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
16 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
17 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot |Homozigot normal
18 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

19 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

20 Serviks Kanseri Pro/Pro homozigot | Homozigot normal
21 Endometrium Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
22 Endometrium Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

23 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
24 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

25 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
26 Endometrium Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

27 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

28 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

29 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
30 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
31 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

32 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
33 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
34 Over Kanseri Arg/Arg homozigot |Homozigot mutant
35 Serviks Kanseri Pro/Pro homozigot | Homozigot normal
36 Serviks Kanseri Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
37 Endometrium Kanseri

Pro/Pro homozigot

Homozigot normal
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Olgu no | Kanser tipi p53 MTHFR

38 Endometrium Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
39 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

40 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

41 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
42 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

43 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
44 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
45 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
46 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

47 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

48 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
49 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

50 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

51 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

52 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

53 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
54 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
55 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
56 Over Kanseri Pro/Pro homozigot | Homozigot mutant
57 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

58 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

59 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
60 Serviks Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

61 Serviks Kanseri Pro/Pro homozigot | Homozigot normal
62 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

63 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

64 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

65 Endometrium Kanseri | Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
66 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

67 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
68 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
69 Endometrium Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
70 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
71 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
72 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
73 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
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Olgu no | Kanser tipi p53 MTHFR

74 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

75 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
76 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

77 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

78 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

79 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

80 Serviks Kanseri Pro/Pro homozigot | Homozigot mutant
81 Endometrium Kanseri | Arg/Arg homozigot | Heterozigot

82 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Homozigot mutant
83 Endometrium Kanseri | Pro/Pro homozigot | Heterozigot

84 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

85 Endometrium Kanseri Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
86 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
87 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

88 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

89 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

90 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

91 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

92 Serviks Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

93 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

94 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
95 Over Kanseri Pro/Pro homozigot | Heterozigot

96 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
97 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

98 Endometrium Kanseri | Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

99 Serviks kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
100 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

101 Over kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot mutant
102 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
103 Over Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

104 Serviks Kanseri Arg/Arg homozigot | Heterozigot

105 Over Kanseri Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

106 Adneksial Kitle Arg/Arg homozigot | Heterozigot

107 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot
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Olgu no | Kanser tipi p53 MTHFR

108 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

109 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
110 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot mutant
111 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

112 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

113 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

114 Kontrol Pro/Pro homozigot | Heterozigot

115 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
116 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
117 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
118 Kontrol Pro/Pro homozigot | Homozigot normal
119 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
120 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

121 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
122 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

123 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
124 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
125 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

126 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
127 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

128 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
129 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
130 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

131 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

132 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
133 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
134 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

135 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot mutant
136 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
137 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

138 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

139 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
140 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
141 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
142 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
143 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot
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Olgu no | Kanser tipi p53 MTHFR

144 Kontrol Pro/Pro homozigot | Heterozigot

145 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

146 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

147 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
148 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

149 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

150 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
151 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

152 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

153 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
154 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
155 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
156 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

157 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

158 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
159 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

160 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
161 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
162 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
163 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot mutant
164 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
165 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

166 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

167 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

173 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
174 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
175 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot mutant
176 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

177 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
178 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

179 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
180 Kontrol Pro/Pro homozigot | Homozigot normal
181 Kontrol Pro/Pro homozigot | Heterozigot

182 Kontrol

Arg/Pro heterozigot

Homozigot normal
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Olgu no | Kanser tipi p53 MTHFR

183 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot mutant
184 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot mutant
185 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

186 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
187 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
188 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
190 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

191 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

192 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

193 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot mutant
194 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

195 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
196 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Homozigot normal
197 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
198 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

199 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

200 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

201 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

202 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

203 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot

204 Kontrol Pro/Pro homozigot | Heterozigot

205 Kontrol Arg/Arg homozigot | Homozigot normal
206 Kontrol Arg/Arg homozigot | Heterozigot

207 Kontrol Arg/Pro heterozigot | Heterozigot
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4.1. p53 Genine Ait PZR-RFLP ve Dizi Analizi Sonu¢lari
p33 geninin 4. ekzon bolgesi cizelge 3.1°de verilen primerler kullanilarak PZR ile

cogaltilmistir. PZR iirlinli agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ile PZR {iriiniiniin

199 bg biiyiiliigiinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3).

M

|

Sekil 4.3. p53 PZR {iriinii agaroz jel goriintiisii. M: DNA boyut marker, Hat 1-3:
Serviks kanserli hastlarin PZR iirtinii, Hat 4-6: Over kanserli hastlarin PZR
uriini, Hat 7-9: Endometrium kanserli hastalarin PZR tiriinii

p33 geninin 4. ekzon bolgesinde 72. kodondaki polimorfizm varligini belirlemek igin
PZR iriinleri, BstUl enzimi ile kesilerek %2.5” lik agaroz jel elektroforezinde
yiriitilmistir. Kesim sonucu Arg/Arg homozigot genotipi 113 ve 86 bg, Pro/Pro
homozigot genotipi 199 b¢ ve Arg/Pro heterozigot genotipi 199, 113 ve 86 bg¢ olmak
tizere ii¢ farkli tipte DNA pargasi elde edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. p53 72. kodon polimorfizminin BstUI enzimi ile kesildikten sonra agaroz
jelde goriintlisii. M: DNA boyut markir1 100 bg. Hat 1: Kesim yapilmamas.
Hat: 2-3-4-5-6-8-9-10-11: Arg/Pro Heterozigot (199, 113, 86 bg), 7:
Pro/Pro homozigot (199 bg)

p33 72. kodonda tek baz degisikligi ile meydan gelen bu polimorfizm Arg (CGC)
aminoasiti yerine Pro (CCC) aminoasidinin kodlanmasiyla meydan gelen degisimle
sonuglanmaktadir. Bu degisimle birlikte kodlanan protein farkli elektroforetik

hareketlilige sahip yapisal olarak degismis bir proteindir.

Yapilan RFLP analizleri sonucunda kanserli hasta grubundan Arg/Arg homozigot
bireylerin sayist 21 (%19,8), Pro/Pro homozigot bireylerin sayisi 11 (%10,4) ve
Arg/Pro heterozigot bireylerin sayisi ise 74 (%69,8) olarak belirlenmistir. Kontrol
grubunda yapilan RFLP analizleri sonucu ise Arg/Arg homozigot bireylerin sayisi 41
(%40,6), Pro/Pro homozigot bireylerin sayist 6 (%5,9) ve Arg/Pro heterozigot

bireylerin sayisi ise 54 (%53,5) olarak belirlenmistir.

Bu sonucglara gore hasta ve kontroller arasinda Arg/Arg, Arg/Pro ve Pro/Pro
genotiplerinin dagilimi arasinda istatsistiki olarak anlamli bir fark gozlenmistir
(p<0,05). Hastalarda Arg/Pro (74/106) genotipinin kontrol grubundan (54/101) daha
yikksek oldugu belirlenmistir. Hastalarda Arg/Arg (21/106) genotipi kontrol
grubundan (41/101) daha diistik olarak belirlenmistir. Pro/Pro genotipi ise hastalarda
(11/106) kontrol grubundan (6/101) daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
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Genotiplerin kanser tipleri ve saglikli bireyler arasindaki dagilimi (Cizelge 4.2,

Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. p53 geninin PZR-RFLP yontemiyle BstUI enzimi kesimi sonuglarinin
kanser tiplerinde ve saglikli bireylerde dagilimlari

Genotip
Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro

Kanser Tipi

homozigot heterozigot | homozigot

Serviks Kanseri 5(%12,8) 27 (%69,2) 7 (%]18) 39

Over Kanseri 13 (9%29,6) 29 (%65,9) 2 (%4,5) 44

Endometrium 3 (%13) 18 (%78,3) 2 (%8,7) 23

Kanseri

Saglikli Bireyler 41 (%40,6) 54 (%53,5) 6 (%5,9) 106
101

Cizelge 4.3. p53 geni kanserli hasta ve saglikli bireyler arasindaki istatistiksel analiz

sonuglari
GENOTIP SERVIKS OVER KANSERIi ENDOMETRIUM

KANSERI KANSERI
Arg/Arg + - +
homozigot
Arg/Pro - - -
heterozigot
Pro/Pro aF - -
homozigot

P<0,05: + istatistiksel ag¢idan anlamli bir fark var. p>0,05: - istatistiksel agidan

anlamli bir fark yok.



64

39 serviks kanseri hastasinda, Arg/Arg homozigot bireylerin sayist 5 (%12,8),
Pro/Pro homozigot bireylerin sayist 7 (%18) ve Arg/Pro heterozigot bireylerin sayisi
ise 27 (%69,2) olarak belirlenmistir. Serviks kanserli hastalar ile kontrol grubu
Arg/Arg ve Pro/Pro genotipinin dagilimi arasinda istatsistiksel olarak anlaml bir fark
gdzlenmistir (p<0,05). Kontrol grubunda Arg/Arg (%40,6) genotipinin dagilimi1 hasta
grubundan (%12,8) daha yiiksek oldugu ve Pro/Pro genotipinin ise kontrol grubunda
(%5.,9) kanserli hastalardan (%18) daha diisiikk oldugu gozlenmistir. Arg/Pro
heterozigot genotipinin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlenmemistir (p>0,05).

44 over kanserli hastadan, Arg/Arg homozigot bireylerin sayist 13 (%29,6), Pro/Pro
homozigot bireylerin sayis1 2 (%4,5) ve Arg/Pro heterozigot bireylerin sayisi ise 29
(%65,9) olarak belirlenmistir. Over kanserli hastalar ile kontrol grubu Arg/Arg,
Pro/Pro ve Arg/Pro genotiplerinin dagilimlar arasinda istatisitksl olarak anlamli bir

fark gozlenmemistir (p>0,05).

23 endometrium kanserli hastada genotip dagilimi ise, Arg/Arg homozigot bireylerin
say1s1 3 (%13), Pro/Pro homozigot bireylerin sayist 2 (%8,7) ve Arg/Pro heterozigot
bireylerin sayis1 ise 18 (%78,3) olarak belirlenmistir. Endometrium kanserli hastalar
ile kontrol grubu Arg/Arg genotipinin dagilimi arasinda istatsistiki olarak anlamli bir
fark gozlenmistir (p<0,05). Kontrol grubunda Arg/Arg genotipinin dagilimi (%40,6)
kanserli hasta grubundan (%13) daha yiliksek oldugu gozlenmistir. Pro/Pro ve
Arg/Pro genotiplerinin dagilimlar1 arasinda ise istatisitksl olarak anlamli bir fark

gozlenmemistir (p>0,05).

Hasta ve kontrol grubunda yasa ait p53 72. kodon polimorfizmi Arg/Arg, Arg/Pro ve
Pro/Pro genotip dagiliminda 52 yas ve istl ile 52 yas altinda istatistiksel agidan
onemli bir farklilik olmadig1 goézlenmistir (p>0,05). Ancak Arg/Pro heterozigot
genotipi diger genotiplere gore her iki yas gurbunda da 6nemli Slgiide yiiksektir
(p<0,05).
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PZR irlinleri ticari firma aracilifiyla saflastirilmis ve DNA dizi analizleri
yapilmustir. Incelenen kanser hastalarinin her birinin DNA dizisi gen bankasi ile

uyumlu bulunmustur (Sekil 4.5).
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Score

353 bits (191), Expect
Identities = 198/201 (98%), Gaps

2e-95
2/201 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct

Query
Sbjct

Query
Sbjct

Query
Sbjct

1

317

61

377

121

437

180

497

GGATGATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCC

RNy
GGATGATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCC

AGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCGCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCC

FETREERRRERE R e e e ey L et
AGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCC

TACACCGGCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCT-CCCA

EEEELRRE R e e e e e e e e e 1l
TACACCGGCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCA

GAAAACCTACCAGG-CAGCTA 199

IEEEEEERREnnl 1t
GAAAACCTACCAGGGCAGCTA 517

376

120

436

179

496

Sekil 4.5. 3 numarali olguya ait BLAST analizi goriintiisii. Referans: NM 001126114.1
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4.2. MTHFR C677T Polimorfizmine Ait RFLP Sonuclari

MTHFR genindeki polimorfizmin belirlenmesi amaciyla PZR-RFLP analizleri
yapilmistir. MTHFR geninin 4. ekzon bdlgesi cizelge 3.2°de verilen primerler
kullanilarak g¢ogaltilmistir. Elde edilen PZR firiinleri agaroz jel elektroforezinde

yiritiilmistir ve PZR iirtinii 198 bg olarak tespit edilmistir (Sekil 4.6).

_-— gy e e e e ey e e (U

Sekil 4.6. MTHFR PZR iiriinii agaroz jel goriintiisii. M: DNA boyut marker (100bg)
Hat 1-9: PZR iiriinii (198 bg)

Daha sonra PZR iirlinii olan DNA Hinfl enzimi ile kesilmis ve %2.5 agaroz jelde
kesim tirlinleri yiiriitiilmistiir (Sekil 4.7). Kesim sonucu 198 b¢ homozigot normal,
198,175 ve 23 bg heterozigot, 175 ve 23 b¢ homozigot mutant PZR {iriinleri
gozlenmistir. Kesim {iriinleri arasinda bulunan 23 bg¢’lik DNA bandinin molekiiler

agirlig cok kiiciik oldugundan agaroz jelde goriintiilenememistir.
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Sekil 4.7. MTHFR geni Hinfl enzimi ile kesildikten sonra agaroz jelde goriintiisti. M:
....DNA boyut markiri: 100 bg, Hat 1: Kesim yapilmamis 6rnek, Hat 2-3:
....Homozigot normal (198 bg), Hat 4-5-8: Heterozigot (198 ve 175,23 bg),

...Hat 7: Homozigot mutant (175, 23 bg).

Yapilan RFLP analizleri sonucunda kanserli hasta grubundan C677T
polimorfizminin CC homozigot normal bireylerin sayis1 45 (%42,5), TT homozigot
mutant bireylerin sayisi 5 (%4,7) ve CT heterozigot bireylerin sayisi ise 56 (%52,8)
olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda yapilan RFLP analizleri sonucu ise CC
homozigot normal bireylerin sayis1 44 (%43,6), TT homozigot mutant bireylerin
sayist 7 (%6,9) ve CT heterozigot bireylerin sayist ise 50 (%49,5) olarak
belirlenmistir. Kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda CC, CT ve TT genotipleri

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Genotiplerin kanser tipleri ve saglikli bireyler arasindaki dagilimi (Cizelge 4.4,

Cizelge 4.5).

39 serviks kanseri hastasinda, CC homozigot normal bireylerin sayis1 19 (%48,7), TT
homozigot mutant bireylerin sayis1 1 (%2,6) ve CT heterozigot bireylerin sayis1 ise
19 (%48,7) olarak belirlenmistir. Serviks kanserli hastalar ile kontrol grubu CC
homozigot normal ve CT heterozigot genotipinin dagilimi arasinda istatsistiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05). TT homozigot mutant genotipinin
goriilme sikligr kanserli hastalar (%2,6) ile kontrol grubu (%6,9) karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.4. MTHFR geninin PZR-RFLP yontemiyle Hinfl enzim kesim sonuglarinin

kanser tiplerinde ve saglikli bireylerdeki dagilimlar

Genotip | 677CC 677CT 677TT

Homozigot Heterozigot Homozigot

normal mutant
Kanser Tipi
Serviks Kanseri 19 (%48,7) 19 (%48,7) 1 (%2,6) 39
Over Kanseri 14 (%31,8) 26 (%59,1) 4 (%09,1) 44
Endometrium 13 (%56,5) 10 (%43.,5) - 23
Kanseri
Saglikli Bireyler 44 (%43,6) 50 (%49,5) 7 (%6,9) 106

101

Cizelge 4.5. MTHFR geni kanserli hasta ve saglikli bireyler arasindaki istatistiksel
analiz sonuglar1

GENOTIP SERVIKS OVER KANSERIi ENDOMETRIUM

KANSERI KANSERI

677CC Homozigot = = -
normal
(Alanin/Alanin)

677CT heterozigot = = -
(Alanin/Valin

677TT homozigot + - +
mutant
(Valin/Alanin)

P<0,05: + istatistiksel acidan anlamli bir fark var. p>0,05: - istatistiksel acidan
anlamli bir fark yok.
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44 over kanserli hastadan, CC homozigot normal bireylerin sayis1 14 (%31,8), TT
homozigot mutant bireylerin sayisi 4 (%9,1) ve CT heterozigot bireylerin sayis1 ise
26 (%59,1) olarak belirlenmistir. Serviks kanserli hastalar ile kontrol grubu CC, CT
ve TT genotiplerinin dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlenmemistir (p>0,05).

23 endometrium kanserli hastada genotip dagilimi ise, CC homozigot normal
bireylerin sayis1 13 (%56,5), CT heterozigot bireylerin sayist 10 (%43,5) olarak
belirlenmistir. TT homozigot mutant genotipe ise bu kanser tipinde rastlanmamustir.
Endometrium kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda CC homozigot normal ve
CT heterozigot genotipinin dagiliminda istatsistiksel olarak anlamli bir fark
gbézlenmemistir (p>0,05). kanserli hastalarda TT homozigot mutant genotipi
goriilemezken kontrol grubu (%6,9) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmustur (p<0,05).

Kanserli hastalar ve kontrol grubunda yas bakimindan istatistiksel olarak
karsilagtirdigimizda MTHFR C677T polimorfizminde genotip dagiliminda 52 yas ve
tistli ile 52 yas altinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik olmadig1 gézlenmistir

(p>0,05).
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5.S0NUC VE ONERILER

Timor baskilayict bir gen olan p53 geni, hiicre dongiisliniin kontroliinde gorev alan
bir proteini kodlar. Insanlarda kanserin yaklasik olarak %50’sinden p53 mutasyonlari
sorumludur ve kotii huylu insan kanserlerinin 6nemli bir bdliimiinde p53 tiimdr

baskilayici geni molekiiler degisimlere ugramaktadir.

p33°ln yaygin bir polimorfizmi, 72. kodonda gergeklesmektedir ve bu polimorfizm
ya bir prolin ya da bir arjinin bodlgesi iceren degismis bir proteinle sonlanmaktadir.
pS53 cesitlerinin, transkripsiyonu aktiflestirmek, apoptozu indiiklemek ve primer
hiicrelerin  transkripsiyonunu  baskilamak i¢in  transkripsiyonel  sistemin
komponentlerine baglanma yeteneklerinde farkliliklar oldugu bilinmektedir. p53
geninde 72. kodonunda tek bir niikleotit degiserek Arg (CGC) aminoasiti yerine Pro
(CCC) aminoasidini kodlamaktadir. Bu degisimle birlikte kodlanan protein farkli
elektroforetik hareketlilige sahip yapisal olarak degismis bir proteindir [121].

p33 arjinin varyanti, hiicre 6liimiinii indiikleme ve transformasyonu baskilamada p353
prolin varyantindan daha etkilidir. p53 72. kodon polimorfizminin Arg ve Pro
allelleri farkli mekanizmalar yoluyla farkli kanserlerde yiikselmis risklere neden

olabilir [122].

Bu wveriler ayrica serviks kanserli hasta grubunda genotip analizi yoluyla
desteklenmistir. Thomas ve arkadaslari, hastalarin saglikli  kontrollerle
kiyaslandiginda Arg allelinin Pro allelinden 7 kat zenginlestirilmis oldugunu
calismalarinda belirtmistir. Bu gozlemlerle, denekleri kanserin gelismesinden
korumak, yabanil tip p53 dizilerini ve tiimdriin terapiye yanitin1 agikliyor olabilirler

[123].

Bu ¢alismada p53 72. kodon polimorfizminin Tiirk populasyonunda serviks, over ve
endometrium kanserlerindeki polimorfizmlerin belirlenmesi ve bunlarin kanserle

olan iligkisinin istatistiksel olarak belirlenmesi amag¢lanmustir.



72

Caligmamizda, serviks kanserli hastalar ile saglikli bireyler arasinda Arg/Arg
homozigotlugu ve Pro/Pro homozigotlugu arasinda istatistiksel agidan anlamli bir

fark bulunmustur (p<0,05).

Zehbe ve arkadaglarinin servikal kanserli hastalarda yapmis oldugu bir ¢alismada 72.
kodon Arg homozigotlugunun servikal kanser gelisimi i¢in bir risk faktorii

olabilecegi tespit edilmistir [120].

Toda ve arkadaglari, resesif p53 mutantli kanserlerde Arg 72 allelinin tercihli bir
seciciligi oldugunu bulmuslardir [124]. Buna gore resesif p53 mutantlarinin, p53’iin
Arg-72 bagimh inaktivasyonu ile segici bir biiyiime avantaji kazandiginm ileri

surmektedirler.

Tenti ve arkadaslar1 kuzey Italya’ da serviks kanserli hastalarda yaptiklar1 bir ¢alisma
sonucunda serviks kanseri ile p53 Arg/Arg homozigotlugu arasinda bir iliski

olmadigini bildirmislerdir (123).

Bazi gruplar p53 72. kodon varyant1 ile gastrik kanser, meme kanseri, iirogenital
bolge kanserlerini iceren c¢esitli kanser tipleri arasinda artmis bir risk bulmalarina
ragmen bazi gruplar p53 72. kodon varyantlar1 ile kanser riski arasinda bir iligki

tespit edememislerdir [117].

Govan ve arkadaglar1 Giliney Afrika populasyonunda p53 polimorfizmi ve servikal
kansere yatkinlik dagilimi arasinda iliski gézlenmedigini belirtmislerdir. Ancak
Giliney Afrika populasyonu p53 72. kodon Pro/Pro genotipinin goriilme sikligi
Kafkasyalilarla, Hindistanlilar ve Portekizliler ile karsilagtirildiginda bir artis
gozlenmistir. Ozellikle, p53 geni 72. kodonda Pro/Pro genotipinin dagilimimin
onemli Ol¢tide farkli oldugunu belirtmislerdir [161].
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Her asamadaki ovaryum tlimorlerinde mutasyona rastlanmasi endometriyum timor
gelismesine oranla daha erken evrede ortaya c¢iktigini isaret etmektedir. Kohler ve
ark. endometrial kanserlerde sadece %20 oraninda p53 asir1 ifade edilmesi ve
mutasyonu bulmuslar ve bu oranin evre ilerledikge arttigin1 saptamislardir.
Mutasyonal analizler uterin ser6z kanserlerin dnciisii olan endometriyal intraepitelyal
kanserlerin %78’inde p53’iin 5-8. ekzonlarinda mutasyon varli§i gostermistir.
Dolayisiyla p53 mutasyonlarinin bu tiimor tipinin patogenezinde erken evrede
gerceklestigi ve agresif bir yapiya sahip uterin ser6z kanserlerin yaklasik %5-10"unu

olusturmaktadir [125].

Bir¢ok calismada over kanserlerinin endometriyum ve serviks kanserinden daha sik
goriilmesinin nedeni over kanserinin daha agresif olmasi ile iliskilendirilmektedir
[126]. Over kanseri jinekolojik kanserler arasinda en 6liimciil olan kanser grubudur
[156]. Sebebi kesin olarak belli degildir fakat ¢evresel faktorler, dogurganlik ve viral
ajanlarla 1iligkili oldugu bildirilmistir. Gebelik doneminde ovulasyon sikliginin
azalmasi, emzirme ve oral kontraseptif kullanimi gibi faktorler over kanserinin
olusmasina karst koruyucu oldugu bildirilmistir. Ovulasyonu artiran fertilite

girisimleri ise kanser olusumunu arttirdig1 gézlenmistir [157].

Calismamizda, over kanserli hastalar ile saglikli bireyler arasinda Arg/Arg
homozigotlugu, Pro/Pro homozigotlugu ve Arg/Pro heterozigotlugu arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamastir.

Malisic ve arkadaslarinin over kanserli hastalarla yapmis oldugu c¢alismada, over
kanserinin seyrinde p53 72. kodon polimorfik varyant mutasyonlarinin rolii hala net
olmadigin1 ifade etmislerdir. Over kanserinde p53 mutasyonlart ve cesitli
klinikopatolojik ozellikler arasinda da iliskiler bulunamamigtir. Ancak, Pro/Pro
genotipinin siklig1 yiiksek histolojik evre ile artmaktadir fakat bu durumda da
istatistiksel bir anlamhilik olmadigi gozlenmistir. p53 72. kodon mutasyonlarinin
Pro/Pro, Arg/Arg ve Arg/Pro genotiplerinin dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Calismada 72. kodon polimorfizminin Pro/Pro
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genotipi i¢in over kanserlerinde bagimsiz bir belirteg olabilecegini diisiindiirmektedir

[162].

Calismamizda, endometrium kanserli hastalar ile saglikli bireyler arasinda Arg/Arg
homozigotlugu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Pro/Pro
homozigotlugu ve Arg/Pro heterozigotlugu arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir

fark bulunamamustir (p>0,05).

Zubor ve arkadaglarimin yapmis oldugu bir calismanin sonucunda, hastalarda
kontrollere gore daha yiiksek oldugu gozlenen prolin allel ve genotip siklig1
istatistiksel agidan anlamli degildi. Ayrica, erken menars ve ge¢ menopoz olan
kadinlarda kanser i¢in Pro/Pro genotipi daha diisiik bir risk ile iligkili bulunmustur.
Kafkas kadinlarinda yapilan bu c¢alismanin sonucunda p53 72. kodon Arg/Pro
polimorfizmi siklig1 agisindan anlamli bir fark olmadig: bildirilmistir. Sadece Katkas
kadinlarinda endometrium kanser riskiyle prognostik faktorler arasinda zayif bir

iliski oldugu tespit edilmistir [163].

Ghasemi ve arkadaslari, iranli kadm populasyonunda p53 gen 72. kodon
polimorfizminin Pro/Pro genotipi artmis endometrial kanser riski ile iligkili oldugunu

tespit etmislerdir [164].

Calismamizda p53 geni i¢in toplam 106 kanserli hasta ve 101 saglikli bireye ait
kanlardan izole edilen DNA’lar uygun primerler kullanilarak PZR yapilmigtir. PZR
tiriinlerinin BstUI enzimi ile kesimi sonucunda genotip sikliklart %69,8 Arg/Pro
heterozigot, %19,8 Arg/Arg homozigot ve %10,4 Pro/Pro homozigot olarak tespit
edilmistir. Kontrol grubunda ise genotip sikliklar1 %53,5 Arg/Pro heterozigot, %40,6
Arg/Arg homozigot ve %S5,9 Pro/Pro homozigot olarak belirlenmistir. Hasta ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmistir (p<0,05).

Calismamiz sonucunda hastalarda Arg/Pro genotipi ve Pro/Pro genotipleri kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Hastalarda Arg/Arg genotipi ise

kontrol grubuna gore daha diistik oldugu gozlenmistir.
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Bu calisma serviks, over ve endometriyum kanserlerinde gelisiminde p53 72.
kodonun oynadigi roliin anlagilmasinda ve daha sonra yapilacak olan galigmalar i¢in
bir temel olusturmaktadir. p53 72. kodon polimorfizminin jinekolojik kanserlere
yatkinlik olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bu polimorfizm jinekolojik kanserlerinin
riski i¢cin onemli bir belirleyici olabilir, fakat karsinogenez i¢in yeterli degildir. Bu
nedenle 72. kodon polimorfizimlerinin jinekolojik sistem kanserlerinin gelismesinde

bir rol oynayabilecegi konusu daha fazla calisma ve olgu sayisi ile desteklenmelidir.

MTHFR C677T polimorfizminde, 4. ekzonda 677. niikleotid olan Sitozinin —
Timin’ e degisimi sonucu bir nokta mutasyonu olugsmaktadir ve bu mutasyonda genin
irlinli olan proteinin 226. pozisyonunda alanin aminoasiti yerine valin ge¢cmektedir.
Alanin/Valin degisimiyle MTHFR aktivitesinde azalma goriilmekte, bu azalma 5-
metiltetrahidrofolat diizeyinde azalmaya sonug¢ olarak da homosisteinin metiyonine
doniisememesine neden olmaktadir. Boylece plazmadaki homosistein diizeyinde artig
olurken, plazma folat seviyesinde de azalis goriilmektedir [128,140-144]. MTHFR
C677T polimorfizmine bagli olarak gelisen hiperhomosisteinemi ve folat

seviyesindeki azalisin kanserogenezle iligkili oldugu bildirilmistir [165,166].

MTHFR geninde 677. niikleotidin her iki allelde mutasyona ugramadan CC
(Alanin/Alanin) homozigot normal genotipi, iki allelden birinde mutasyon
olusmasiyla CT (Alanin/Valin) heterozigot ve her iki allelde de mutasyon olusmasi
durumu TT (Valin/Valin) homozigot mutant genotipi olugsmasi sebebi ile genin

kodladig1 enzimin aktivitesinin azaldig1 diisiiniilmektedir [144].

Calisgmamizda 106 jinekolojik kanserli hasta ve 101 saglik birecy MTHFR C677T
genotip dagilimi bakimindan incelenmistir. Kanserli hasta grubunda 677CC
homozigot normal genotip sikligr %42,5, 677CT, heterozigot genotip sikligr %52,8
ve 677TT homozigot mutant genotip sikligi %4,7 olarak bulunmustur. Kontrol
grubunda 677CC homozigot normal genotip sikligt %43,6, 677CT heterozigot
genotip sikligr %49,5 ve 677TT homozigot mutant genotip sikligr %6,9 olarak

bulunmustur. Serviks, endometrium ve over kanserli hastalar CC, CT ve TT
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genotipleri ile kontrol grubunda CC, CT, TT genotipleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamustir.

Esteller ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada MTHFR C677T polimorfizmi
endometriyum kanserinin gelismesinde bir risk faktorii olmadigimi bildirmislerdir

[155].

Kore’ de serviks kanserli hastalarla yapilan ¢alisma sonucunda MTHFR C677T
polimorfizmi serviks kanserinin gelisiminde bir risk faktorli olarak belirlenmistir
[168]. Fakat Lambropoulos ve arkadaslart MTHFR C677T polimorfizminin serviks

kanserinin gelisminde risk faktorii olmadigini belirtmislerdir [167].

MTHFR 677CT polimorfizmi endometriyum kanseri, servikal intraepitelyal neoplasi
meme ve ovaryum kanserlerinin artmig riskiyle iliskilendirilmistir [154]. 677TT
polimorfizmi de artan endometirum kanseri riskiyle iliskili oldugu bildirilmistir

[155].

Bu calisma serviks, over ve endometrium kanserlerinin gelisiminde MTHFR’ nin
oynadig1 roliin anlagilmasinda ve daha sonra yapilacak olan galigmalar igin bir temel
olusturmaktadir. MTHFR polimorfizminin jinekolojik kanserlere yatkinlik
olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bu polimorfizm jinekolojik kanserlerinin riski i¢in
onemli bir belirleyici olabilir, fakat karsinogenez icin yeterli degildir. Bu nedenle
MTHFR polimorfizimlerinin jinekolojik sistem kanserlerinin gelismesinde bir rol

oynayabilecegi konusu daha fazla ¢caligma ve olgu sayisi ile desteklenmelidir.
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Belge Adi Tarihi / degigiklik No.su Dili Tiirkge
DEGERLENDIRILEN ILGILI [ARASTIRMA PROTOKOLU
BELGELER
Karar No: 312 Tarih : 17 Eyliil 2008
KARAR
BILGILERI

G.U. Fen-Edebiyat Fakultesi Biyoloji Béluminde yapilmasi tasarlanan ve yukaridaki
kinyede kayitl aragtirma projesine ait dosya; amag, gerekce, yaklagim, yontemler ve
aydinlatiimig onamin yeterliligi yéntnden incelenmis ve calismanin gerceklestirimesinde Etik
sakinca bulunmadigina karar verilmistir.

ETIK KURUL BILGILERI

GALISMA ESASI i¥T KLINIK UYGULAMALAR KILAVUZU, HELSINKI BELGESI, BIYOETIK SOZLESMESI
UYELER
‘Unvani / Adi / Soyadi Uzmanlik Dali Kurumu Cinsiyeti | lligki (*) | Katihm |Imza
Uyeligi (u)
P
Prof.Dr.Necla BUYAN Gocuk Saglgi ve GUTF K E XX E
BASKAN Hastaliklari - Nefroloji Cocuk Sag.ve HastAD. X H H
Prof. Dr.Firdevs Aktas ; GUTF E E Z
UYE Enfeksiyon Enfeksiyon Hast. A.D. K X H H o_Jc\\mn:h
Prof. Dr Aysel ARICIOGLU e G.UTF - E | oa [ IEEm R
Ove Tibbi Biyokimya Tibbi Biyokimya AD.. | TR E R
Prof Dr.Fatma ATALAY Fiziksel Tip ve G.UTF K E . |xx| E P 2 ~
U Rehabilitasyon Fiziksel Tip ve Reha.A.D. X H H
Prof.Dr.Gagatay CIFTER : GUTF ERlGE
A OVE Genel Cerrahi GarslCanahiAlD E = a 5 ﬁ-
Prof Dr.Seyhan ERSAN e G.UEF (EczFak.) EEaoc LT E! 2
UVE Farmasotik Kimya Ecz. Fak. Farmasoikmia K = A T
Prof.Dr.Reha KURUOGLU i GUTF E: E
y Horicj Noroloji A.D. 2 x| A | x| A |Katim
Dog.Dr.Nesrin GOBANOGLU ; GUTF E [xx| E
UYE Tip Etigive Tip Tarihi | ) £i5 ye Tip tarini AD. K x| H H =
Dog.Dr.Mehmet Ali Erglin 3 GUTF E [bodl B 'm/
OYE e, Tibbi Genetik A D. E x| H H
Dog.Dr.Aylar POYRAZ 5 & GUTF EL [boc! | E
OYE HbbHE oo Tibbi Patoloji A.D K x| A A P"*‘Q
Dog.Dr.Canan ULUOGLU 2 = GUTF Ex| NE \J
UYE fribhifamakool Tibbi Farmakolji A.D. K FalEn H
D°<FAD"-“"1]';"("E‘ YAGCI Ig Hastaliklari - Hematoloji it GU T'Fl AD. E = ﬁ = E M ;
Yrd.Dog.Dr.Birol DEMIREL . GUTF E E uj
N aalin Adli Tip AD. . x| H H :
Hukuk Musaviri Adem GELIR et Rekiorlitk EN[bhedi[ITE Vv
OYE AL Hukuk Mosavirigi E x| H Al e

* Aragtirma lle Tliski
** Toplantida Bulunma
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GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI YEREL ETIK KRURL
TARAFINDAN ONAYLANMIS BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR
FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Serviks Kanserli Olgularda p53 72. kodon
Polimorfizminin Etkilerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve DNA Dizi
Analizi ile Arastirilmasi

Sorumlu Arastiricimin Adi: Prof. Dr. Leyla ACIK
Diger Arastiricilarin Adi: Yeter Ceren CIMEN

Destekleyici (varsa): Destekleyici Yoktur. Laboratuvarda aragtirma i¢in gereken
cihazlar, kimyasal maddeler, diger malzemeler ve enzimler mevcuttur.

“Tiirk toplumunda serviks kanserli olgularda ki p53 72. kodonunda Polimorfizminin
Etkilerinin PZR, ve DNA Dizi Analizi ile Arastirilmast” isimli bir ¢aligmada yer
almak {lizere davet edilmis bulunmaktasimiz. Bu calisma, arastirma amaci ile
yapilmaktadir. Calismaya katilma konusunda karar vermeden Once arastirmanin
neden ve nasil yapildigini, sizinle ilgili bilgilerin nasil kullanilacagini, ¢alismanin
neler icerdigini, olas1 yararlarini, risklerini ve rahatsizliklarini bilmeniz nemlidir.
Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayirin ve bu bilgileri
ailenizle ve/veya doktorunuzla tartisin. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi
olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu
formu imzalamaniz istenecektir.

1. Genetik calismamin amaci ve dayanag nelerdir; benden baska ka¢ Kkisi bu
calismaya katilacak?

a. Neden ozellikle bu kisi / hasta secilmistir?

Bu c¢alismaya davet edilmenizin nedeni sizde serviks kanseri hastaligr tanisi
konmasidir. Katiliminiz ile bu hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikaracak bir aragtirma
gerceklestirilecektir.

b. Calismanin 6nemi ve gerekliligi nelerdir?

Genler, DNA olarak isimlendirilen genetik materyalden olusurlar. DNA hiicrenin bir
boliimiidiir  ve  kalitsal  ozelliklerin ~ (goz  rengi  gibi)  olusmasindan
sorumludur.”’Serviks ~ Kanseri”  hastaligi ile iliskilendirilen c¢esitli  genler
bulunmustur. Bu arastirma ile sizin DNA 'nizi ¢calismak ve genlerinizde herhangi bir
anormallik olup olmadigini ya da bu soruna neden olabilecek yeni genler olup
olmadigini bulmak istiyoruz.

c. Calismaya toplam kag kisinin katilmasi planlanmaktadur?
Calismaya toplam 200 kiginin katimasi planlanmaktadir
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2. Bu genetik calismaya katilmal miyim?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Eger katilmaya karar
verirseniz bu yazil bilgilendirilmis olur formu imzalanmak i¢in size verilecektir. Su
anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden
gostermeksizin calismay1 birakmakta Ozgiirstinliz. BoOyle bir karar vermeniz
durumunda tibbi bakiminiz bu durumdan etkilenmeyecektir.

3. Genetik arastirma nasil yapilacak?

a. Hangi ornek (ler) alinacak ve nasiul alinacak ?

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

b. Ornekte neler arastirilacak?

Orneklerden DNA izole edilerek serviks kanserine sebep olan gen mutasyonlari
arastirilacaktir. Bu ¢alisma igin kan ornekleri RBC lizis tamponu serilerinden
gecirilir. Santrifiij serilerinden sonra, proteinler ve DNA disindaki tiim molekiiller
uzaklagtirthir. Alkol serilerinden gegirilerek DNA’min kiimelesmesi saglanir. Alkol
uzaklastirldiktan sonra DNA ¢oziicii, TE tamponunda saklanacaktir. Daha sonra
PZR islemi yapilacak PAGE ve agoroz jelde iiriinleri yiiriitiilerek PZR in basarili
olup olmadigina bakilacaktir. Daha sonra PZR iiriinlerinin DNA dizi analizi
yvapulacaktir. Daha sonra diziler BLAST search yapilarak mutasyonlar tespit
edilecektir.

c. Ornekler nerede calisilacak?
Toplanan kanlar ile Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda ¢alisilacaktir.

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

d. Genetik ornegin gelecekte nasil imha edilmesi planlaniyor?

Elde edilen DNA, DNaz enzimi ile parcalanarak, atilacaktir.
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4.Tarafimdan alinan 6rnekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

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

Tarafinizdan alinan Ornegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger g¢aligmalarda
kullanim1 ancak sizin izninize tabidir. Bu Ornekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kaydi ile saklanabilir. Liitfen asagidaki
seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

1- [ Tarafimdan alinan kodlanmis* O&rnegin yalnizca oOnerilen c¢alisma igin
kullanimin1 onayliyorum; ileride yapilmasi olast diger ¢aligmalar i¢in onay
vermiyorum.

2- [1 Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca 6nerilen ¢aligma i¢in kullanimini
onayliyorum; ileri ¢alismalar icin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek
istiyorum.

3- [J Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger
caligmalarda kullanimin1  onayliyorum, ancak farkli caligmalar i¢in tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

4- [] Tarafimdan alinan kodlanmis ornegin Onerilen calisma i¢in kullanimin
onayliyorum ve gelecekte de her tirlii genetik calismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarast verilir. Kod numarasini
yalnizca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalmzca arastirici ulasabilir.
Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

5. Cahsmanin riskleri nelerdir?

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

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

6. Calismanin yararlari nelerdir?

Boéyle bir ¢alisma hastaliga neden olan mekanizmalarin ve hastaliga bagh ek klinik
tablolarla ilgili risklerin daha iyi anlasilarak gelecekte bu hastaligin tedavisinde
daha etkin ilaglarin gelistivilmesini saglayabilir. Su anda bu ¢alismanin hemen size
bir fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak
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Igili hastaligin temelinde yatan nedenlerin ogrenilmesi tedavide yeni yaklasimlara
ve ileride ilgili hastaliktan etkilenmig bireylere fayda saglayacaktir.

7. Kisisel bilgilerim nasil kullamlacak?

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

"1 Bu calismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istiyorum
"1 Bu calismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istemiyorum.

Kendinizle ilgili genetik bilgiyi 0grenmeyi se¢meniz durumunda size (varsa)
sagaltim ile ilgili bilgiler ve genetik danismanlik hizmeti verilecektir.

Calisma sonuglar1 ¢alisgma bitiminde tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak
kimliginiz agiklanmayacaktir.

(Calisma i¢in eger gerekiyorsa asagidaki standart durumlar aciklanmalidir)

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

8. Bu calismaya katilmamin maliyeti nedir?

a. Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi
bir odeme yapilmayacaktir.
9. Calismanin ticari bir yonii var midir?

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

10. Gorecegim olasi bir zarar durumunda ne yapilacak?

o Arastirmadan dolayr katilimcinin  gorecegi olast bir zararda bunun
sorumlulugunun ve giderilmesi icin gerekli her tiirlii tibbi miidahalenin
vapilacagini; bu konudaki tiim harcamamalarin iistlenilecegini belirtiriz.
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11. Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime basvurabilirim?
Aragtirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da calisma ile ilgili ek bilgiye
gereksinim duydugunuzda asagidaki kisi ile liitfen iletisime geciniz.

ADI : Prof. Dr. Leyla ACIK

GOREVI : Ogretim Uyesi
TELEFON : (312)202 11 85

(Katilimcimin/Hastanin Beyani)

GUFEF Biyoloji Anabilim dalinda, Prof. Dr. Leyla ACIK tarafindan genetik bir
aragtirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi ve 1ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bodyle bir arastirmaya
“katilimer” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir neden gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilar
zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan c¢ekilecegimi onceden bildirmemim
uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma disi da tutulabilirim.

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

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dog¢.Dr
Aydan Biri (Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi 065000 Besevler/ Ankara
Telefon: 0312-202 59 43)‘ten ve Dog¢.Dr. Tayfun Giingér ( Dr. Zekai Tahir Burak
Kadin Saghigi Egitim ve Arastirma Hastanesi 06320 Cebeci/ Ankara Telefon: 0312-
310 31 00)’ ii arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla
s0z konusu genetik aragtirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,
goniilliiliik icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Imzali bu form kAgidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
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Katilmel
Adi, soyadi:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Goriisme tamg1
Adi, soyadi:

Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Katilimei ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvani:
Adres:

Tel:

Imza:



Kisisel Bilgiler
Soyadi, adi

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali

Telefon

Faks

e-mail

Egitim
Derece
Yiiksek lisans
Lisans

Lise

Yabanci Dil

Ingilizce
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OZGECMIS

: CIMEN, Yeter Ceren
: T.C.

: 04.10.1984 Corum

: Bekar

10 (312) 315 62 71

-0 (312) 344 27 80

: y.cerencimen@gmail.com

Egitim Birimi Mezuniyet tarihi
Gazi Universitesi /Biyoloji Boliimii 2010
Gazi Universitesi/ Biyoloji Bélimii 2007
Yahya Kemal Beyatli Lisesi 2001



