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OZET

OVARYUM VE ENDOMETRiIYUM KANSERLERINDE KROMOZOM .
DUZENSIZLIKLERI ve SIK RASTLANAN P53 GENI 7. EKZON
MUTASYONLARININ TARANMASI

Organizmada tiimor siipresor gen olarak bilinen p53 geni, hiicre siklusunun
kontroliinden sorumlu olan bir proteini kodlar. Insan kanserlerinin yaklagik %50
sinden p53 mutasyonlan sorumlu oldugundan malign insan kanserlerinin ¢ogunda
p53 geni molekiiler de@isimlerin hedefi olmaktadir. Tiim kanser tipleri gibi,
jinekolojik kanserlere de hiicrelerin ¢ogalma, farkhlagma ve Gliimlerini diizenleyen
genlerde olusan degisiklikler neden olmaktadir. Dolayisiyla p53’iin fonksiyon kaybi
veya inaktivasyonuyla hiicre proliferasyonunun kontrolu bozulacak, hiicreler DNA
hasan olsa bile canh kalacak ve kontrolsuz ¢ogalmay: siirdiirecektir.Toplam olarak
11 ekzon ve 393 tripletten olusan p53 geninde nokta mutasyonlannm sikca goriildiigii
sicak noktalar; 129-146, 171-179, 234-260 ve 270-287. tripletler arasinda
yogunlasmaktadir. Bu tripletler 5 ve 8. ekzonlar arasindaki bélgeyi icermektedir.
Ovaryum ve endometriyum kanserlerinde goriillen nokta mutasyonlar1 daha sik
olarak 7. ekzonda (%46) ve ozellikle 236 (%5.4), 238 (%5.4), 244 (%38.1), 248 (% 19) ve
259 (%8.1) tripletlerinde yogunlagmaktadir.

Tiimorlerde molekiiler degisiklikler oldugu gibi 3000-5000 kb’dan daha biiyiik
bolgeleri etkileyen sitogenetik degisiklikler de mevcuttur. Birgok tiimdrde yiiksek
oranda kromozomal dengesizlik bulunmustur.

Calismammzda C.U. Tip Fak. Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anablllm Dalina
basvuran 23 hastamin ovaryum ve endometriyum karsinomlu dokusundan DNA lar
izole edilerek, p53 geninin ovaryum ve endometriyal kanserlerde en sik mutasyona
ugrayan 7. ekzomu PCR’la cogaltildi. p53 mutasyonlarim belirlemek amaciyla
BspLU111, Maelll, Ital, Mspl ve Hinfl enzimleri kullamlarak RFLP (Restriksiyon
Parc¢a Uzunluk Polimorfizmi) analizi uygulandi. Bunun yamsira, kanserli ovaryum ve
endometriyum dokularina ait 6rneklerden, primer hiicre kiiltiirii yapilarak metafaz
alanlar1 elde edildi ve kromozomlardaki degisiklikler sayisal ve yapisal yonden
karakterize edildi.

12 endometriyum ve 11 ovaryum kanseri olgusuna ait PCR iiriinlerinin
BspLU11I enzimiyle kesimi sonucunda kodon 236°da 1; Ital enzimiyle kesimi
sonucunda kodon 244’te 5 olguda heterozigotluk goriildii. Maelll, MspI ve Hinfl
enzimleriyle kesim sonucunda kodon 238, 248 ve 259’da tiim olgularimizda herhangi
bir mutasyon saptanmadi. Ovaryum gurubunda kodon 236’daki mutasyon, 11 olguda
1 (%9) oraminda bulundu. Kodon 244°teki mutasyon ise 11 olguda 5 (%45) oraninda
goriildii. Ovaryum gurubunda kodon 238, 248 ve 259°da; Endometriyum gurubunda
ise cahsilan 5 kodonda da bilinen mutasyonlara rastlanmada.
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Calismamizda, ovaryum ve endometriyom kanseri sitogenetiginde 3.
kromozomdaki anomaliler birinci, 5. kromozomdaki anomaliler ikinci ve 1.
kromozomdaki anomaliler iiciincii sirada yer aldi. Tiimérigenez siirecinde ortaya
cikan primer degisimler olan ve o kanser tipi icin tanisal 6neme sahip marker olarak
kullamilabilen klonal degisimler ovaryum kanseri olgularimmzda; 1q21, 1q32, 3p25,
3q11, 5pl13, 5q31, 12pl10, 12q12 ve 14ql3 bdolgelerinde; endometriyum Kkanseri
olgularimmzda ise; 1p21, 1p22, 1p32, 1p36, 1q21, 1931, 1932, 2p13, 2q11, 2q21, 2q35,
3p14, 3p21, 3p23, 3q21, 3925, 4pl15, 4921, 5pl5, 5q22, 5q31, 6921, 7q21, 7q22, 9¢22,
9q34, 10p13, 11p15, 11923, 11q24, 12p12, 12p13, 12q13, 12q24, 13q14, 13q22, 16p13,
17p12, 17921, 21p13, Xq26 ve Xq27 bolgelerinde gizlendi. Ayrica kanser kirilma
noktalan ve frajil bolgelerden 1q21, 1q32, 3p21, 7q22 ve 11923 bdlgeleri ovaryum
kanseri ve 1p36, 1q32, 2p12, 3p21, 7q22, 9934, 11p15, 11923, 12q13, 14q11, 14932,
16p13 ve 21q22 bolgeleri de endometriyum kanseri olgularimizda goézlenmistir. Bu
kanser tipleri ile iliskili aday genler arastirilirken bu bélgelere 6zel onem verilmesi
gerektigi diisiiniilmektedir. Cahgmamizda ovaryum ve endometriyum kanserlerinde
belirlenen kromozomal klonal degisimler, bu kanserlerin gelisiminde rol oynayan
major genlerin kromozom lokalizasyonlarimin arastirnlmasinda yol gosterici
olabilecektir.

Anahtar Sozciikler: Endometriyum kanseri, Kanser sitogenetigi, Mutasyon,
Ovaryum kanseri, p53.
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ABSTRACT

CHROMOSOMAL ABNORMALITIES AND FREQUENT P53 GENE MUTATIONS
SEEN IN EXON 7 IN ENDOMETRIAL AND OVARIAN CARCINOMAS

In organism p53 known as a tumor suppressor gene encodes a protein that
controls the cell cycle. In majority of human malignancies, p53 is the target of
molecular alterations as approximately 50% of human cancers are related to
mutations of this gene. The causation factors, such as alterations in the genes which
regulate the proliferation, differentiation and cell death are the same in all types of the
cancers as well as the gynecological neoplasms. So that, loss of function or inactivation
of p53 will upset the control of cell proliferation and the cells with DNA damage will
survive and proliferate in an uncontrollable manner. The tumor suppressor gene p53
is located at chromosome region 17p13 and is composed of 11 exon and 393 triplets in
total. Majority of hot spots are focused on between triplets of 129-146, 171-179, 234-
260 and 270-287. These triplets include the sites between exon 5 and 8. The mutations
in ovarian and endometrial cancers are more frequently seen in exon 7 (46%),
especially at the triplets of 236 (5.4%), 238 (5.4%), 244 (8.1%), 248 (19%) and 25
(8.1%). :

However, along with molecular alterations, the presence of cytogenetic
alterations affecting greater regions about 3000 to 5000 kb is a common occurence in
tumor tissues. Chromosomal imbalance has also been found at high rate in most of the
tamors.

In our study, 23 DNA samples isolated from ovarian and endometrial cancer
tissues which were obtained from patients who hospitalized at University of
Cukurova, Medical Faculty, Department of Obstetrics and Gynecology. Exon 7 of p53
gene which frequently mutated in ovarian and endometrial cancers was amplified
from 23 DNA samples. BspLU11I, Maelll, Ital, MspI and HinfI restriction enzymes
were used to determine p53 gene mutations at the points 236, 238, 244, 248 and 259
respectively by RFLP (Restriction Fragment Polymorphism) analysis. Metaphases
were also obtained from cultured cancer tissues (described above) for
characterization of structural and numerical chromosomal alterations.

Hetrozygosity was seen in 1 case of 11 ovarian cancer (%9) at triplet 236 by
BspLU11I digestion and in 5 case of 11 ovarian cancer (%45) at triplet 244 by Ital
digestion. In all cases no mutations were observed at triplets 238, 248 and 259 by
Maelll, Mspl and HinfI digestion. No evidence of mutations were seen at triplets 238,
248 and 259 in ovarian cases and at all 5 triplets in endometrial cases analyzed for
known mutations.

In our cytogenetic studies performed on ovarian and endometrial cancers,
abnormalities were seen most frequently on chromosome 3 then on chromosome 5 and
then on chromosome 1. Clonal alterations occuring during tumorigenesis are used as a
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marker having a diagnostic importance. These alterations are observed at 1q21, 1q32,
3p25, 3ql11, 5p13, 5q31, 12p10, 12q12, 14q13 regions in ovarian cancer cases and at
1p21, 1p22, 1p32, 1p36, 1q21, 1931, 1932, 2p13, 2q11, 2q21, 2q35, 3pl4, 3p21, 3p23,
3q21, 3q25, 4p15, 4q21, 5p15, 5q22, 5q31, 6921, 7q21, 7q22, 9922, 934, 10p13, 11p15,
11q23, 11924, 12p12, 12p13, 12q13, 12q24, 13q14, 13922, 16p13, 17p12, 17¢21, 21p13,
Xq26, Xq27 regions in endometrial cancer cases. The cancer breakpoints and fragile
sites were also investigated in ovarian (1q21, 1q32, 3p21, 7922, 119q23) and
endometrial (1p36, 1q32, 2p12, 3p21, 7q22, 9934, 11p15, 11923, 12q13, 14q11, 14q32,
16p13, 21q22) cases. We thought that, the clonal chromosomal alterations observed in
the ovarian and endometrial cases may lead to find the chromosomal locations of the
major genes that play an important role in progression of these malignancies.

Key words: Endometrial cancer, Cytogenetics of cancer, Mutation, Ovarian
cancer, p53.
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1.GIRIS

Normal gelisim ve hiicre farklilasmasi, genlerle diizenlenen ve yonetilen
biyolojik bir siirectir. Burada gorev yapan genlerden birisi olan tiimér siipresér genler
normal olarak hiicre boliinmesini baskilarlar. Bu genlerin baskilanmas: veya kayiplar
durumunda hiicre prbliferasyonunda (cogalmasinda) arti s6z konusu olabilir. En
O6nemli tiimor siipresOr genlerden birisi p53 genidir. Bu nedenle p53 geni insan
kanserlerinin pekcogundan sorumlu tutulmakta ve kanserin molekiiler yapisimn
anlagilmasinda ¢ok yogun olarak arastirilmaktadir 12345678

17. kromozomun kisa kolunda lokalize olan p53 geni, hiicre siklusunu kontrol
eden bir transkripsiyon faktoriinli kodlar ve p53 proteini sentezlenir. DNA’da herhangi
bir hasar olugunca p53 proteininin miktar: artar ve hasar tamir oluncaya kadar DNA
replikasyonunu ve hiicre boliinmesini durdurur. Boylece hasarin bir mutasyona
d6niismesini engeller. Bu roliinden dolay1 p53, “genom gardiyani” olarak adlandirilir.
Hiicrede DNA hasar, artmig p53 ekpresyonuna ve hiicre dongiisiiniin G1 evresinde
durdurulmasina yol agar. Eger DNA tamiri basarili olursa hiicre déngiisiine devam eder.
Eger bu asamadaki kontrol basarisiz olursa veya bagka sebeplerden &tiirii hiicre
diizensiz boliiniirse, p5S3 apoptoz olarak adlandirilan programli hiicre o©liimiind
tetikleyerek anormal hiicrenin, bir tiimor gelistirmeden dlmesine sebep oluri’g'lo’“.

Insan kanserlerinin yaklagik %50’sine p53 mutasyonlar sebep olmakta, boylece
malin insan kanserlerinin ¢ogunda p53 geni sik sik molekiiler degisimlerin hedefi
olmaktadir. Bu nedenle, p53 tiimér stipresor geninih nokta mutasyonlari, insan
kanserlerinde gimdiye kadar tanimlanmig en yaygin molekiiler degisimdir’. Tiim kanser
tipleri gibi, jinekolojik kanserlerin de nedeni hiicrelerin gogalma, farklhlasma ve
oliimlerini diizenleyen genlerde olugan degisikliklerdir. Dolayisiyla p53°teki fonksiyon
kaybi veya inaktivasyon, hiicre boliinmesindeki kontroliin bozulmasina sebep olmakta,
hiicreler DNA hasar1 olsa bile canli kalmakta ve kontrolsuz gogalmay: stirdiirmektedir'2.

11 ekzon ve 393 tripletten olusan p53 geninde nokta mutasyonlarmin sikca
goriildiigli sicak noktalar; 129-146, 171-179, 234-260 ve 270-287 tripletler arasinda
yogunlagmaktadir. Bu tripletler 5. ve 8. ekzonlar arasindaki bolgede yer almaktadlrlf’.
Ovaryum ve endometriyum kanserlerinde goriilen nokta mutasyonlar: daha sik olarak 7.

ekzonda (%46) ve Oozellikle 236.(%5.4), 238.(%5.4), 244.(%8.1), 248.(%19) ve



259.(%8.1) tripletlerde yogunlasmaktadlr”’ls"6'”'18. Bu mutasyonlar sonucu olusan
kanser hiicrelerinin nukleuslarinda, yarilanma omrli uzamg§ anormal pS53 proteinleri
goriiliir. Ciinkii bu hiicrelerde p53 genindeki mutasyonla p53 proteini agir1 eksprese
olmustur. '

Ovaryum kanserleri kadinlarda 6liime sebep olan kanserler arasinda S. sirada yer
almaktadir’®. Ovaryum kanserlerinin ovaryum yiizeyini kaplayan mezotelyal tabakadan
ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir'®. Bu kansere bagli dliimlerin her yil tim jinekolojik
kanserler arasinda ikinci sirada oldugu bildirilmektedir®. Ovaryum kanserlerinde
goriilen karmasik molekiiler genetik degisiklikler, tiimor histolojik grade’i ile dogru
orantili olarak artmaktadir® %23 Diisiik grade ve ileri grade ovaryum kanserlerinde
meydana gelen degisiklikler, baglangicta ayn1 oldugu halde [ortaya cikis sirasina gore
Telomeraz aktivasyonu%, DNA metilasyonundaki  degisiklikler®, p53’teki
mutasyonlar”™”, birgok LOH (Loss of Heterozygosity: Heterozigotluk kaybi) ve
anoploidiye sebep olan hiicre dongiisii hatalar1 gibi] son agamada (diisiik grade ovaryum
kanserlerinde kromozom 6q veya 17 de LOH; ileri grade ovaryum kanserlerinde
kromozom 13q veya Xq da LOH) farkliiklar gdstermektedir®. Molekﬁler genetik
calismalar benin ve malin ovaryum epitelyal tiimorlerinin, bir hastalifin birbirini takip
eden evreleri olmadigini gostermistir.

Ovaryum kanserlerinin %57’sinde sadece p53 mutasyonlar1 goriilmekte fakat
cok sayida farkli genetik degisiklikte bu kansere neden olmaktadir®®312, Cesitli
kromozomlardaki heterozigotluk kaybinin sikhifi ile ilgili bilgiler de olduk¢a

fazladir®'=334, Ayrica birgok kargilagtirmali  sitogenetik  analizler de rapor
edilnﬁstir22’35’36’37. Spesifik molekiiler anomalilerin hastaligin  prognozu ile

iligkilendirilebilecegi’®***** | HER-2/meu*>** ve p53* gibi spesifik genlerin de gen
terapi icin hedef genler olabilecegi gosterilmigtir.

Endometriyal kanser, giinlimiizde Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Bati
Avrupa’da en sik goriilen jinekolojik kanser tipidir46. Ulkemizde ise jinekolojik
kanserler arasinda 3. sirada yer almaktadir®®. Son yillarda bzellikle DNA tamirinde
gérev alan genler ve hiicresel proliferasyondan sorumlu bazi genlerin endometriyal
karsinogenezde 6nemli oldugu dﬁsﬁniilmektedir“.

Diger kanserlerin aksine, endometriyal kanserlerde heterozigotluk kaybi
gozlenen lokus sayis1 ¢ok azdir. En sik allelik kayip gézlenen lokus 17p dir. 17p
bolgesinde pS3 geni yer almakta ve bu bolgedeki mutasyon w"zeya delesyonlann kotii
prognoz gostergesi oldugu dﬁsﬁnﬁlmcktedir“"n. .



Endometriyal  kanserlerde p53’tn  degerlendirilmesi  biiyiikk  oranda
immiinohistokimyasal yontemlerle olmustur. Endometriyal kanserlerin %11-45’inde

1nini . !
p53  proteininin  agin  ekspresyonu  rapor edilmigtir*®474849.5051

p53’iin
immiinohistokimyasal olarak saptanmasi gende mutasyon varlifim isaret etmekte ve
p53’iin asir1 ekspresyonu yiiksek grade kanserlerde daha fazla olmaktadir (yiiksek grade
kanserlerde %41.7; diisiik grade kanserlerde P12)°04649515253 - Analizler endometriyal
kanserlerdeki p53 mutasyon sikliimin %9.5-23 gibi genis bir araliga sahip oldugunu ve
bunun tiimériin evre, grade ve tipine bagl olabilecegini gtisterrnistir%’“.

Tiimorlerde molekiiler diizeyde incelenen degisiklikler oldugu gibi 3000-5000
kb’dan daha biiylik bélgeleri etkileyen sitogenetik degisiklikler de mevcuttur. Birgok
timérde yiksek oranda kromozomal dengesizlik bulunmustur“. Tiimdrlerdeki
sitogenetik degisiklikler, kromozomlarin tamamina veya birkacina ilave (poliploidi,
heteroploidi) veya kayiplar seklinde olan sayisal diizensizlikleri, translokasyon,
inversiyon, delesyon, insersiyon ve duplikasyonlar gibi yapisal anomalileri
kapsamaktadir®. Onkogenler ile yakin iligkisi oldugu saptanan kromozomal frajil
bolgeler, kromozomun bir yada iki kromatidinde ortaya ¢ikan ¢cogunlukla boyanmayan
gap yada seyrek olarak kirik ve nadiren delesyonlar seklinde gozlenmektedir®. Yiiksek
grade invazif tiimorlerde anoploidilere sik rastlanmis ve zayif prognozla
iliskilendirilmistir*®.

Hayatta kalma oranim iyilestirmek icin erken, dogru ve giiclii tanisal 6zelligi
olan molekiiler markiriar gerekmektedirzs. Mutant p53 proteinine baglanmak ve
stabilitesini saglamak {izere {iretilmiy ilaglarla kanser terapisi, gelecekteki tedavi
adaylarindandir'®. Herbir mutasyonun p53°ii nasil inaktive ettiginin molekiiler seviyede
karakterizasyonu, bu tarz ilaglarin tasarimina da yardimci 6lacakt1r.

Bu tez caligmasinda, p53 geninin birgok insan kanserinin geligimine katildig:
gergeginden yola ¢ikarak, jinekolojik kanserlerde de p53 geninde ortaya g¢ikan
degisiklikler ve sikliklarmin belirlenmesi planlanmigtir. Jinekolojik kanserlerden
ovaryum ve endometriyum kanserlerinde, molekiiler genetik ve sitogenetik analiz
yontemleri ile kanser hiicrelerindeki kazamilmug degisikliklerin, kromozom ve DNA
diizeyinde incelenmesi hedeflenmistir. Kanserli ovaryum ve endometriyum dokularmda
hedeflenen amag iki basamakta gerceklestirilmigtir;

1-Kanserli ovaryum ve endometriyum dokularinin DNA’larinin izole edilerek

p53 geninin 7. ekzonunun amplifiye edilmesi ve en sik mutasyona ugrayan 5 tripletinin



nokta mutasyonlar: bakimindan RFLP (Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi)
analiz yontemi ile taranmasi ile,

2-Kanserli ovaryum ve endometriyum dokularina ait 6rneklerden, primer hiicre
kiiltiirti yapilarak metafaz alanlarinin elde edilmesi ve kromozomlardaki degisikliklerin

sayisal ve yapisal yonden karakterize edilmesi ile gergeklestirilmistir.



2-GENEL BILGI

Kanser, hiicre proliferasyonunun bozulmasiyla ortaya ¢ikan bir olgudur. Hiicre
boliinmesinin gerek duyuldugunda gerceklesmesini saglayan birgok biyolojik kontrol
sistemi mevcuttur. Hiicre proliferasyonunu baglatici ¢esitli yollar vardir. Hiicreler,
ardarda gelen ¢esitli ara proteinlerin fosforile edilmesine sebep olan ¢esitli sinyal iletim
yollann ile aktive edilir ve sonugta hiicre boliinmesi ile ilgili proteinleri kodlayan
genlerin ekspresyonu uyarnlir. Gerektigi zaman apoptoz tetiklenir ve hiicreler selektif
olarak imha edilir. Kanser olusumu genellikle somatik hiicrelerde proliferasyon ve
apoptozu etkileyen mutasyonlarla ortaya cikar'2®,

Insan kanserlerine iki tip gende meydana gelen mutasyonlarin sebep oldugu
belirlenmistir; proto-onkogenler ve tiimor stipresdr genler. Resesif aktivite gosteren
proto-onkogenler, hiicre dongiisiiniin kontroliinii saglarlar. Proto-onkogenlerin kansere
sebep olan mutant allellerine sahip ve dominant aktivite gosteren genlere onkogen adi
verilir. Tiimo6r supresdr genler, normal sartlarda kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu
Onlerler. Diger mutasyonlarla birlikte bir tiimor siipresor allelinin eksikligi, birgok
kanser ¢esidinde oldukca yaygindir. Kansere sebep olan genleri etkileyen genomik
degisiklikler: protein fonksiyonunu degistiren veya tiimor siipresor genleri inaktive eden
nokta mutasyonlari; normal tiimor siipresor allelinin kaybina yolagan delesyonlar;
onkogenik proteinlerin asin tiretimine sebep olan translokasyonlar ve bazi1 onkogenlerin
kopya sayisimin artmasina sebep olan lokalize DNA amplifikasyonlaridir.

Kanserin bircok kalitsal formu mevcuttur. Bu olgularin ¢ogunda, bir -mutaﬁt
onkogen veya timor siipresdr genin kalitimi, bireyi 6zel bir kanser tipi igin uygun
duruma getirir. Kanserlerin ¢ogunda birgok gen rol oynarken, bazi kanserlerde tek gen
mutasyonlari, kanseri uyarmak icin yeterli olmaktadir.

Li-Fraumeni sendromu (LES) gibi bazi kalitsal kanserler, ¢ok cesitli hiicre
tipinde tiimorlerin geligmesine sebep olur. LES ailelerinde, p53 proteinini kodlayan p53
geninin yabanil allelindeki mutasyonlar bir¢ok kanser ¢esidinde goriilmektedir. Normal
p53, hiicre dongiisiiniin G1/S geg¢is noktasim1 bloke ederek ve programli hiicre dliimiinii

(apoptoz) uyararak DNA hasarina karg1 hiicresel cevapta 6nemli rol oynar”.



2.1.TUMOR SUPRESOR GENLER ve p53

Proto-onkogen ve onkogen proteinlerinin aksine, bir¢ok timor siipresér genin
kodladig1 proteinler hiicre ¢ogalmasimi inhibe eder. Tiimor siipresér genlerin
inaktivasyonu, negatif regiilator proteinleri elimine ederek tiimor gelisimine sebep olur.
Baz1 durumlarda, tiimor siipresor proteinler, onkogen iiriinlerinin stimiile ettigi aymi
hiicrenin kontrol yollarini inhibe eder.

Timor siipresor genler (TSG), normal olarak hiicre boliinmesini baskilayan bir
grup gendir. Her iki allelde normal islevin kaybi, kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve
tlimor bliylimesine neden olur. Normal allelin varlig tiimor gelisimini baskilar. Bir etki
olusmasi icin islev kaybi her iki alleli de etkilemelidir (yani tiim&r stipresor genlerin
mutasyonlan, hiicresel diizeyde resesiftir). Bunun ic¢in iki, hatta bazen daha fazla
mutasyonal olay gerekir. Simdiye kadar 10 civarinda tlimor siipresér gen
tan1nﬂanm1$t1r1'2’3’5‘7.

Tek alleldeki degisikligin normal islevi degistirdigi hiicresel .onkogenlerin
aksine, tlimor gelisimi Oncesinde bir timor siipresér genin her iki alleli de islev
kaybetmelidir. Birinci olay genellikle, baz degisikligi veya delesyon gibi bir
mutasyondur. Diger alleli etkileyen ikinci olay da bir mutasyon olabilir, fakat hiicre
bolinmesi (mitozda nondisjunction) veya baska mekanizmalar (6rmn; gen degisimine
neden olan mitotik rekombinasyon) sonucu islev kaybi daha siklikla goriiliir.

Ilgili tiimdr supresdr gen bolgesindeki DNA markirlani yoniinden heterozigot
bireylerin yaklasik yarisinda, bir allelin kaybi southern blot analizi ile gosterilebilir.
Normal somatik hiicrelerin aksine, tiimor hiicrelerinde, TSG’in allellerinden biri
delesyona ugrarsa sadece bir alleli icerirler. Bu durum heterozigotluk kaybina (LOH)
nedeh olur. Diger allel, biiylik olasilikla bir mutasyonla degismistir. -‘Bu durumda
fonksiyonel TSG proteini iiretilemez ve hiicre kanser baskilama kapasitesini kaybeder.
Replikasyonda bagarisizlik ve kromozom diizensizlifi ortaya ¢ikar’’. LOH’un
gosterilmesi ile mutant allel belirlenebilir. Bir tiimdr supresér genin varlifinin
gostergesi olarak LOH tanida yararlidir. LOH’u saptamak ve bir kromozom bolgesine
lokalize etmek igin aym bireyin kanserli ve normal hiicrelerinin ardigik kisa tekrar
polimorfizmi (STRP: Small Tandem Repeat Polymorphism) analizi kullanilir. Bir
komozomal delesyon, TSG alleli ile birlikte bazi komsu allellerin de kaybina neden
olabilir. TSG lokusunun gevresinde yer alan bu alleller, polimorfik ise bu lokustaki
heterozigotluk kaybi daha da yiiksek olacaktir. Polimorfik allellerin heterozigotluk
kaybimmi belirleme c¢aligmalan (LOH), 20 kadar TSG’nin. tammlanmasma neden
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olmustur. Kanser hiicrelerindeki kayip polimorfik alleller, bir TSG lokusu ile genellikle
stki bir baglant: igindedir. Kisaca genis bir STRP prob paneli, aym kansere sahip cok
sayida hastamin normal ve kanserli hiicrelerinin DNA’larii taramak amaciyla
kullanitmaktadir™8, Sekil 1’de polimorfik marker lokuslar gosterilmis ve STRP

kromozom haritasina dayanan bir delesyon tanimlanmugtir.

Normai Hiicre Kanserli Hicre
A2(15)— — A1(20) A2(15)— L A1(20)
B1(10)— L B(15) BIIO— [
_ 2
TSG— TsG+ A TSG )
4
cA5 %
C2(5)— —— C1(10) (8)— 22
D1(20) — L D3(25) D1(20)— L D2(25)
N K N K N K N K
A9 B2 C1 D1
Al D2 e
STRP A STRP B STRP C STRPD

Sekil 1. Heterozigotluk kaybinin belirlenmesi ile bir tiimor stipresdr genin lokalizasyonu. A: TSG normal
hiicrede heterozigottur. B: PCR’a dayanan STRP analizinin sonucunun sematik gosterimi. Her bir STRP
i¢in farkh primer kullanilmigtir. B ve C lokuslarinin kaybi1 TSG lokusunu A ve D arasina yerlestirir.

Supresor gendeki ilk mutasyon ya zigotta var olabilir (germinal mutasyon; yani,
etkilenmis ebeveynden gecen ya da yeni bir degisim sonucu olugan germ hiicresi
mutasyonu) ya da ilgili dokudaki tek bir hiicrede olugabilir (somatik mutasyon). Bir
alleldeki islev kaybi (l.olay) hiicreyi timoér gelisimine yatkinlagtirir’. Germinal
mutasyon sonucu tiim hiicreler etkilenir. Tiimor, ikinci allelin iglev kaybindan sonra
ortaya gikar. Tek bir hiicrede somatik mutasyon olustugunda, ikinci allelin islev kaybi
ayni hiicreyi nadiren etkiler. Fakat germ hiicre mutasyonunda, tiim hiicreler ilk
mutasyonu tasidigindan, yani yatkmlasugmda'p ikinci allelde iglev kaybi daha siktir.
Somatik mutasyonda tiimor sporadik olarak -ortaya ¢ikar (kalitsal degil) ve tek bir



hiicreden tek odakta gelisir. Germ hiicre mutasyonu sonucu olugan kalitsal formda,
farkli hiicrelerden birka¢ tiimér ortaya g¢ikabilir (cok odakli tiimér). Kalitsal formda,
tiimore yatkinlik, otozomal dominant kalitim gésterir7.

Tiimor stipresorler, hiicre proliferasyonunda artisa neden olan fonksiybn kayb1
mutasyonlar: ile tanimlanmiglardir. RB (Retinoblastoma) geninin her iki kopyasi
delesyona ugramus veya inaktive olmugsa retinoblastoma geligmesine sebep olur.

Kanserin molekiiler yapisinin incelenmesinde iizerinde en ¢ok durulan ve
arastirmalarin yogun olarak yapildi1 tlimor siipresdr gen p33 genidir (molekiiler
biiyiikliiglinden otiiri bu sekilde isimlendirilmistir). Hemen tiim kanser tipleri ile
baglant1 gostermesi, pek ¢ok fonksiyonu yerine getirmesi bu genin ¢ok genis ¢apli
incelenmesine neden olmus ve hatta 1993 yilinda Science dergisi tarafindan yilin
molekiilii segilmistir

p53 genindeki mutasyonlar, insanlarda, farkli malin tiimor hiicrelerinde en sik
goriilen genetik degisikliklerdendir. p53 geni kromozom 17’°nin kisa kolu (17p13.1-p12)
{izerinde bulunur ve 53000 daltonluk bir ¢ekirdek fosfoproteinini kodlar. p53 proteini
bir transkripsiyon faktoriidiir ve hiicre dongiisiinlin 6nemli bir diizenleyicisidir.
Mutasyonla ya da DNA tiimor virusunun onkogen proteini tarafindan inaktive
edilmesiyle, hiicre dongiisiiniin diizeni bozulur ve tiimor gelisebilir6’59’6°.

P53 geninde 11 ekzon ve 393 triplet bulunur. p53 genindeki mutasyonlar; 129-
146, 171-179, 234-260 ve 270-287 tripletlerinde olmak iizere dort bolgede (sicak
noktalar) yogunlasmustir. Bu bélgeler, 5-8. ekzonlardadir'®!, Bu sicak noktalar islevsel
onemlerini belirtecek sekilde evrimsel olarak korunmuglardir®™*%, Insan kanserlerinin
yarisindan ¢ogunda ya p53 proteini iiretilmez veya p53 genindeki mutasyon sonucu
hatalt tiretilir. p53 ilk oiarak SV40 ile transfbrme hiicrelerde T antijenine bagli olarak
bulunmustur. Bir¢cok transforme hiicre veya tiimor hiicre hatlarinda p53 proteininin
miktarinda bilyik capta artig izlenmistir. p53 ile ilgili ilk ¢aligmalarda klonlanmus
p53’tin hiicreye verilmesinin ardindan hiicrenin 6liimsiiz hale gectigi g&zlenmistir. Bu
deneyler p53’iin onkogen sinifina dahil edilmesine neden olmustur®.

p53’iin biitiin transforme formlar1 mutant proteine doniigmekte ve hepsi yabanil
tip proteinin ¢alismasini engelleyen dominant negatif mutant kategorisine girmektedir.
Bir dominant negatif mutantin en yaygin formu, mutant ve yabanil alt iiniteleri igeren ve
yabanil alt tiniteleri fonksiyon gérmeyen heteromerik protein formudur. p53’lin mutant
ve yabanil alt iiniteleri bir araya geldiginde olusan tetramer, mutant yapidadir. Her iki

allelin delesyonuyla veya bir allelde bir missense nokta mutasyonuyla aym fenotip



gbzlenir. Yani bir allelde nokta mutasyonu oldugu zaman mutant p53 alt Unitesi
proteinin fonksiyonunu bozacak ve biiylime sinirsiz olacaktir. Her iki allelin delesyonu
durumunda da p53 proteini {iretilemeyeceginden radyoaktiviteye maruz kalma
durumunda p53’iin hedef genleri aktive edilemeyecek ve DNA repvlikasyonu
durdurulamayacaktir. p53’tn kaybi muhtemelen hiicrelere ¢oSalma avantaj
sagladigindan, birgok insan kanserinde p53 mutasyonlan birikmektedir. Yani yabanil
p53 simurli ¢ogalma igin gereklidir. Cok cesitli kanserlerde goriilmesi p53’iin dokuya
Ozgli bir olay olmadigim1 distindiirmektedir. Fakat bazi durumlarda hiicre
proliferasyonunun kontroliindeki kayiplar sekonder olarak ortaya gikabilir ve bircok
tiimorde bllylimeyi kolaylastirabilir. Yani normal bir hiicre aslinda sinirsiz biiyiime
kapasitesine sahiptir fakat p53 tarafindan baskilanir. p5S3’iin kaybinin stnirsiz biiyiimeye
neden oldugu aglkt1r6'1°.

Kiiltiir ortaminda hiicrelerin ¢esitli onkogenlerle transformasyonunu inhibe
etmesi p53’lin tiimor siipresor olarak tanimlanmasina sebep olmustur. p53’ii olmayan
mutant fareler yasayabilir fakat erken evrede gesitli tiimorler gelistirirler. Bu durumda
sinirsiz biiylimeye yol agan bir missense mutasyon ihtimali yoktur.

Tiim normal hiicreler, diisiik seviyelerde p53’e sahiptir. Biiyiik ¢ogunlukla
DNA’ya zarar veren radyasyon ve benzeri diger uygulamalarla p53 geni aktive olur ve
bunun sonucunda p53 miktarinda arti§ olur. \

p53 iin aktivasyonu ile 2 tip olay tetiklenir: (1)Biiylimenin durdurulmasi ve
(2)apoptoz (hiicre 6liimii). Sonug hiicrenin hangi evrede olduguna baglidir. G1 evresinin
baglarinda, p53, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini bloke eden bir kontrol noktasin tetikler.
Bu kontrol noktas: bir cdk (siklin bagh kinaz) inhibitorii olan p21’i uyararak caligir.
Boylece hiicre S fazina girmeye galisirken hasarli DNA’nin tamir edilmesine de olanak
saglar. Fakat eger hiicre boliinmeye baglamigsa p53 apoptozu tetikler. Tipik olarak
apoptoz hiicrenin kiigiik beteropiknotik keselere parcalanmasi ve niikleer DNA’nin
fragmantasyonu ile sonuglanir. Tek belirleyici, hiicre dongiisiiniin evresi_degildir. Or.
Bazi hiicre tipleri apoptotik cevabi sergilemeye digerlerinden daha meyillidir**°.

DNA hasan onkogenik yollar1 aktive edebilir, p53 organizmay: bu sonuglara
kars:1 korur. Eger miimkiinse DNA hasarinin tamirine olanak tantyan bir kontrol noktast
tetiklenir, fakat miimkiin degilse hiicre ortadan kaldirilir. Sartlara bagl olarak p53’iin bu
yollardan birini nasil tetiklediginin molekiiler mekanizmasi bilinmemektedir fakat
p53’iin aktivitesinin bu yollara bagh oldugu anlagilmigtir. :



p53 cesitli molekiiler aktivitelere sahiptir. $ekil 2 bu aktiviteler acisindan
proteinin herbir domaininin fonksiyonunu zetlemektedir:

e p53, polindromik kesilmis 10 b¢’lik motifleri tantyan bir DNA-baglayici proteindir.
Spesifik hedef diziye baglanabilmeyi merkez domaini saglar. )

e p53, hedef genlerin transkripsiyonunu, bu motifin birgok kopyasini igerén
promotorlarina baglanarak aktive eder. N-terminal bélge transaktivator domaindir.
p53 kendi motifini icermeyen baz1 genleri de bilinmeyen bir mekanizma ile baskilar.

e p53, hasarli DNA’ya da baglanabilir. C-terminal domaini DNA’daki tek-iplikli
bolgeleri tanir.

e p53 bir tetramerdir. C-terminal bdlge, oligomerizasyondan sorumludur.

1 42 120 290 310 350 390
Transkripsiyonu  Spesifik hedef DNA Oligomerizasyonu
aktive eder dizisine baglanr saglar

. M
Hasarl1 DNA ya

baglamr
S§V40 T antijeni

E1B 65
kD
éMutasyon say1s1
25

”lll”lll |11|||I llll”lll'm

42 120 290 310 390
>Gen Pozisyunu>

Sekil 2. p53’iin farkli aktivitelerinden farkh domainleri sorumludur. Etkilesime giren proteinler bu
domainlere baglanirlar. Insan tiimérlerindeki mutasyonlarin gogu DNA-baglayici merkezi domaine
haritalanmugtir’.

=B

p53 mutasyonlar p53 proteininin yar1 dmriinti 20 dk. dan birkag saate uzatabilir ve

bir antikorla belirlenebilen konformasyonel degisikliklere neden olabilir. Proteinin
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nukleustan sitoplazmaya lokalizasyonunu degistirebilir ve boylece SV40 T antijenine ve
DNA’ya baglanmasim engelleyebilir. Sekil 2’de de goriildiigii gibi mutasyonlarin
biiyik bir cogunluu DNA-baglayan merkezi domainde goriilmektedir. p53 bir
transkripsiyon faktorii olarak fonksiyon gosterdigi zaman, hedef diziye baglanmak icin
merkezi domainini kullanir. N-terminal transaktivasyon domaini dogrudan TBP’ye
{TATA baglayici protein) baglanir. Bu bolge p53 ile etkilesime giren diger proteinlerin
de hedef bolgesidir. Bu proteinler arasinda hiicresel onkoprotein mdm2 ve adenovirus
onkoproteini E1B 55 kD sayilabilir. mdm2 N-terminale baglanarak transaktivasyonu
bloke eder ve bdylece p53’iin aktivitesini inhibe eder. p53 mdm?2’nin transkripsiyonunu
uyarir, bu etkilesim negatif geri besleme ile her iki bilesenin aktivitesini snﬁrlar. E1B 55
kD ile etkilesim bu adenoviriisiin p53’tin aktivitesini bloke etmesini saglar ve
adenovirtisiin transforme edici kapasitesi i¢in gereklidir. p53’iin diger bolgeleri de
inhibisyon i¢in hedef bolgeler olabilir; SV40 T antijeni, spesifik DNA-baglayici
bolgeye baglanabilir ve hedef bélgelerin taninmasim engelleyebilir'>57.

Normalde ¢ok diisiik seviyelerde bulunan ve muhtemelen inaktif olan p53
proteininin, hiicreler DNA hasarina maruz kaldiginda veya anormal bir sekilde
boliinmeye basladifinda miktan artar. Bu nedenle p53’e “genom gardiyam” denir™.
Radyoterapi ve kemoterapi gibi birgok kanser tedavisi, DNA hasarina cevap olarak
hiicre intihanimi tetikleyerek hiicreleri 6ldiiriir. Terapiye verilen bu basarili cevap,
tiimorde p53’in mutant oldugu kisimlarda biiyiik oranda azalmistir. Bu nedenle bu
tiimorlerin tedavisi oldukga zordur®. p53 ile ilgili bilgilerin, yeni kanser tedavilerini
gelistirmek lizere kullanilmasi hedeflenmektedir. Birgok tiimérde, diizenli galigmayan
mutant p53 formlann gelismistir. En azindan test tiiplinde bu hasarli p53’iin tekrar

calismas igin yollar bulunmaya baglanmigtirs”55%

. p53’iin yerine gegebilecek veya
fonksiyonunu onarabilecek yeni molekiilleri kesfetmek i¢in protein kimyasimin modern
yontemleri kullamlmaktadir’®"!, Bu tarz ajanlarin kegfi kanserin tedavisi i¢in potansiyel
olarak giiclii ve segici yeni bir yol sunacaktir’>,

p53 gen iirlinii, hem hiicre dongiisti ilerlemesini hem de apoptozu diizenler.
DNA hasan sonucu Cdk inhibit6rii p21’in transkripsiyonunu aktive eden p53 uyarlir.
p21, Cdk/cyclin komplekslerinin genel bir inhibitériidiir ve bir replikasyon yardimci
proteini olan PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) ya baglanarak DNA
replikasyonunu inhibe eder. Boylece hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, replike olmadan
once hasarli DNA’mn onarilmasi igin gerekli zamam saglar. p53’iin kaybi, bu gekildeki

hasarla uyarilmig hiicre dongiisiiniin durdurulmasini énler ve hiicre genomunda genel
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bir dengesizlige sebep olur. Bu tiir genetik dengesizlikler kanser hiicrelerinin yaygin bir
ozelligidir ve tiimoriin ilerlemesi esnasinda onkogenlerde ve timdr siipresér genlerde
daha ileri degisimlere eslik eder”.

Hiicre dongiisiiniin durdurulmasina ek olarak, p53, DNA hasan ile uyanlmis
apoptoz i¢in de gereklidir. Tamir edilmemis DNA hasari normalde memeli hiicrelerinde
apoptozu indiikler. p53 yoklugunda hiicreler, DNA’da hasar yaratan ajanlara cevap olan
apoptoza yonelmede basarisiz olurlar. Bu basarisizlik bir ¢ok tiimériin kemoterapiye
olan direncine eslik eder. Buna ek olarak p53 kaybinin, bliyiime faktorii ve oksijen
yoklugu gibi diger uyarilarla indiiklenmis apoptoza da engel oldugu diistiniilmektedir.

Apoptoz, istenmeyen hasarli ve tamir edilemeyen hiicrelerin 6ltimii igin aktif bir
program saglar. Apoptoz bir ¢ok uyar ile tetiklenebilir. Bunlardan biri yaygin bir yol
olan DNA hasarn1 ile uyarilmis p53’iin BAX (Bcl-2-associated X protein) sentezini
aktive edip, bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma-2 protein) sentezini baskilamasidir.
Saglikli hiicrelerde mitokondrinin dig membran ylizeyinde bcl-2 proteini sentezlenir ve
bu protein, Apaf-1 (apoptosis activating factor) proteinine baglidir. Hiicre i¢i herhangi
bir hasar, bcl-2’nin Apaf-1’i birakmasina sebep olur. Bunun {izerine mitokondriden
sitokrom-c saliumu baglar. Sitokrom-c ve Apaf-1 kompleksi, kaspaz 9 molekiillerine
baglanir. Sitokrom-c, Apaf-1, kaspaz 9 ve ATP’den olusan kompleks apoptozom olarak
adlandinlir. Apoptozomlar sitozolde agregatlar olusturur. Kaspaz 9, bir diizineden fazla
sayida iiyesi olan kaspazlar ailesindendir ve bunlarin tamami proteazlardir. Proteinleri
ozellikle aspartik asit rezidiilerinden keserler. Kaspaz 9 bir taraftan proteiﬁleﬁ keserken
diger taraftan da diger kaspazlar aktive eder. Boylece bir dizi ardigik proteolitik aktivite
sonucu, sitoplazmadaki yapisal proteinler pargalanir, kromozomal DNA parcalanir. ve

hiicre 5liimii gerceklesir >+,

2.2. DUNYA’DA VE TURKIYE’DE KANSER SIKLIGI

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére 5 yagindan sonra, hem gelismis hem
de gelismekte olan iilkelerde ilk fi¢ ©lim nedenlerinden birisi kanser olup, tiim
Oliimlerin %10’unu olusturmaktadir. Diinyada her yil 6.4 milyon yeni kanser vakasi
ortaya ¢ikmakta ve her yil 4.8 milyon kisi kanser nedeni ile lmektedir’,

Yillik kanser insidansi gelismis iilkelerde yiizbinde 260 iken gelismekte olan
iilkelerde yiizbinde 102’dir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde yagam uzunlugundaki
artiglarla birlikte kanser sayisinda da artiglar beklenmektedir. Kanser ABD’de
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci en dnemli 6liim nedenidir’’. Bu iilkede yillik
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bir milyondan fazla kanser olgusu teshis edilmekte ve her yil 500.000’den fazla
Amerikali kanserden 6lmektedir. En yaygin 4 kanser, tiim kanser olgularinin yaridan
¢ogunu olusturan prostat, meme, akciger ve kolon/rektum, kanser 6liimlerinin yaklagik
%30’undan sorumlu olan en dldiiriicti kanser formlandir® (Cizelgel).

Ulkemizde 1982 yilinda kanser, bildirimi zorunlu hastaliklar listesine alinmug ve
bu bildirimin Saglik Bakanlifi biinyesindeki Kanser Savas Daire Baskanlifina
yapimas1 istenmistir. 1991 yilna gelindiginde halen kanser kayit merkezlerinin
kurulmamig olmasi gozoniine ahnarak 1985-1990 yillarna ait Tiirkiye’deki kanser
yiikiiniin tahminini ¢ikarmak tizere Cukurova Uni. Tip Fak. Patoloji ve Biyoistatistik
ABD tarafindan bir arastirma yapilmustir. 1991 yilinda Tiirkiye’de kanser tanis1 koyan
ve Patoloji servisi olan 16 merkez bu calismaya katilmig ve 31950 vaka bildirilmistir.
Olgularin %56.6’s1 erkek ve %43.4’1i kadindir. Her 20 erkek kanserliye karsin 15 kadin

kanserliye rastlanmaktadir.

Cizelge 1. Birlesik Devletlerde en sik rastlanan kanserler

Kanser bolgesi Yildaki olgu sayis1 ve oran: Yildaki 6liim sayisi ve orani
1.Postat 317.000 (%23) 41.000 (%7.4)
2.Meme 186.000 (%14) 45.000 (%8.1)
3.Akciger 177.000 (%13) 159.000 (%29)
4.Kolon/rektum 134.000 (%10) 55.000 (%9.9)
5.Limfomalar 60.000 (%4.4) 25.000 (%4.5)
6.Mesane 53.000 (%3.9 12.000 (%2.2)
7.Uterus 50.000 (%3.7) 11.000 (%2.0)
8.Deri 38.000 (%2.8) 7.000 (%1.3)
9.Bébrek 31.000 (%2.1) 12.000 (%2.2)
10.Ag1z boslugu 29.000 (%2.1) 8.000 (%1.4)
11.Leukemialar 28.000 (%2.1) 21.000 (%3.8)
12.0varyum 27.000 (%2.0 15.000 (% 2.7)
13.Pankreas 26.000 (%1.9) 28.000 (%5.0)
Alt toplam 1.156.000 (%85) 439.000 (% 79)
Tiim bolgeler 1.359.000 (%100) 555.000 (%100)

Kaynak : Amerikan Kanser Toplulugu, Kanser Gergekleri ve sekiller 1996.

Erkeklerde deri kanserleri 1985-1990 yillarinda stirekli 1. sirada iken genel

olgular icinde oranlan 1985’te %31.6, daha sonraki yillarda ise stirekli diisiis
kaydederek %20’lere inmistir. 2. sirada sindirim sistemi kanserleri, 3. sirada solunum
sistemi, 4. sirada iirogenital sistem kanserleri ve 5. sirada da lenfoid ve hemopoetik
kanser olgular1 yer almaktadir.

Kadinlarda meme kanseri oram stirekli %20’lerde seyrederek, 1985-1987 yillari
icinde 2. sirada olan meme kanserleri 1988-1990 yillaninda 1.siraya yiikselmigtir.
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Sindirim sistemi kanserlerinin genel kanserler icindeki oranlann %12.4 ile %17.9
arasinda degiserek siirekli 3. sirada seyretmistir. Urogenital kanser olgulan 4. sirada
olup oran1 1985 te %8.5 iken 1990 da %15.7°ye gikmustir. Lenfoid ve hemopoetik
kanserler ise 5. sirada yer almakta ve genel igindeki oranlart %2.9 ile %5.7 arasinda
degismektedir. Solunum sistemi kanserleri 6. sirada olup, 1985 te %1.1 iken 1990 da
%2.8’¢ yiikselmigtir. Tiirkiye’de kadinlarda 16 merkezin tiim kanser olgular iginde
korpus uteri kanseri %2.6, over kanseri ise %3.4 oraminda gozlenmektedir.

Saglik Bakanlig: kanser kayit merkezi olgularinin biyiikk ¢cogunlugu Marmara
bolgesinden bildirilmis olup erkeklerde solunum sistemi kanserleri genel olgular iginde
l.sirada ve %40, sindirim sistemi kanserleri 2. sirada ve %15.7-18.7, irogenital
kanserler 3. sirada ve %8.6-12.6, lenfoid ve hemopoetik kanser olgular1 4. sirada ve
%6.8 ile %9.2 arasinda degismektedir. '

Saglik Bakanligi kanser kayit merkezinin 1984-1990 yillari olgular arasinda
kadinlarda ilk bese giren kanser tipleri su sekilde siralanmigtir. Meme kanserleri %24.3-
35.5 ile 1. sirada, iirogenital sistem kanserleri %15.3-21.4 ile 2. sirada, sindirim sistemi
kanserleri %16.2-19.6 ile 3. sirada, deri kanseri olgulan %3.3-12.4 ile 4. sirada ve
lenfoid ve hemopoetik kanser olgular1 %1.7-8.4 ile 5. sirada yer almaktadir.

C.U. Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum ABD’nin 1985-1991 yillari
olgular1 arasinda tiim jinekolojik kanserlerin %43.3’ii servix, %20.7°si ovaryum ve

%15.9’u korpus uteride saptanrrnst1r76.

2.3. OVARYUM KANSERI

Ovaryum kanseri, Birlesik Devletlerdeki kadinlar arasinda kanserden
kaynaklanan oliimler arasinda 5. sirada yer almaktadir’®. Bu heterojen tiimér grubu,
serdz, miisin6z, endometriyoid, clear cell ve daha az yaygin olan diger formlar olmak
lizere gesitli histopatolojik alt gruplar igerir. Disi genital sisteminin diger organlarindan
koken alan kanserlerle biiyiik benze;lik gosterirler. Ornegin, serdz ovaryum kanserler,
fallop tiiplerinden koken alan epitelyal tiimorlerle morfolojik olarak, miisinéz kanserler
endoserviksten koken alanlarla, endometriyoid ovaryum kanserleri endometriyum
kanserleriyle benzerlik gostermektedir. Bunlara ek olarak disi genital sisteminde
bulunan fallop tiipleri, endoserviks ve endometriyumun embriyolojik olarak muller
kanalindan, ovaryumlarin ise mezonefrik kanaldan kok aldi1 diigiiniilmektedir.
Ovaryum epitelyal tiimorlerinin histogenezi hala tam olarak aydilatilmig ciegildirlg.
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2.3.1. Epitelyal ovaryum tiimérlerinin molekiiler degisiklikleri

Ovaryum karsinomlarinda, HER-2/neu’, AKT2”, c-fms®, Bcl-2%, FGE-3% ve
met® gibi hiicresel proto-onkogenlerde ve p5328'82’83’84, SPARCY ve nm23% gibi tiimor
stipresdr genlerde sayisiz anomaliler rapor edilmistirr Her ne kadar ovaryum
timorigenezindeki (timoér olusumu ve ilerlemesi) esas rolleri halen agik olmasa da
ovaryum tiimortiniin “down regiilasyon™unda gorev yapan ve tlimor siipresorler
olarak®”-88.89 fonksiyon gosteren yeni genler de izole edilmistir. Cesitli kromozomiardaki
heterozigotluk kaybinmn sikligi ile ilgili bilgiler de oldukga fazladir*”>**. Ayrica,

ovaryum tiimorlerinde kargilastirmali sitogenetik analizler de rapor edilmistir,”>2%%7

Spesifik molekiiler anomalilerin hastaligin prognozu®-~%*%%

ile iligkili olabilecegi
gosterilmis ve HER-2/neu ve p53 gibi spesifik genler de gen terapisi i¢in hedef genler
olarak degerlendirilmektedir.

Ovaryum kanserlerinde molekiiler genetik degisikliklerin olduk¢a karmagik

21,22,23,24

oldugu go6zlenmistir Timor genomundaki spesifik molekiiler genetik

anomaliler, agik bir sekilde ileri histolojik grade’ler ile iligkilendirilmigtir 2222324901
6q, 17p ve 17q gibi baz1 kromozomlar1 etkileyen heterozigotluk kaybi ovaryum
tiimorlerinin tiim histolojik grade’lerinde, kromozom 13’teki kayiplar ise sadece yiiksek
histolojik grade’lerde goriilmektedir. Muhtemelen kromozom 13’te heterozigotluk
kaybina ugrayan gen(ler), tiimor grade’i ile ilgili belirleyici 6zelliklerle iliskilendirilmis
hiicresel bir yolu kontrol eder(ler) fakat bu yol, hiicre dongiisii regiilasyonu ile ilgili
degildir'®°!,

Son zamanlardaki bilgilerzuz, ovaryum kanserlerini noninvazif ve r}onmetastatik
ovaryum epitelyal tiimorlerinden ayiran, molekiiler genetik farkliliklara yeni goriis agisi
saglamistir (Sekil 3). Farkli tiimor alt tiplerinde heterozigotluk kaybmmn siklifn ve
dagilimi incelendiginde, ovaryum kanserlerinde sik olan bu kayiplarin, biyolojik olarak
daha az agresif olan ovaryum epitelyal tiimorlerinde daha seyrek oldugu goriilmiistiir.
Yani heterozigotluk kaybina sei)ep olan defekt, genellikle malignansi ile
sonuglanmaktadir. Bu durum timor stipresér gen inaktivasyonunun, bu kayiplarin
onemli bir sonucu oldugunu ve kistadenom veya LMP (Low Malignant Potential) tiimor
gelisiminin® bir ozelligi olmadifim isaret etmektedir. Ovaryum tiimdrlerinin farkh
alttipleri arasindaki molekiiler genetik farkliliklar $ekil 3’te Ozetlenmistir. Sekil 3’te
goriilecegi gibi ileri grade karsinom ve diigiik grade karsinom gibi malignant tiimorlerle
giiclii bir iligkisi olan p53 mutasyoniari®®*?° ve DNA metilasyonuﬁdaki degisikliklerin?’
LMP tiimoérleri ve kist adenomlarla iligkisi yoktur. Ayrica LMP tiimérii ve kanserlerde
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eksprese olan ve sinrsiz hiicre ¢ogalmas: igin gerekli bir enzim olan telomerazin da

kistadenomlarda saptanmadig1 gérﬁlmﬁstﬁr26.

NORMAL OVARYUM EPITELI
|
1 | 1
TELOMERAZ AKTIVASYONU
1 | N

DNA METILASYONUNDAKI DEGISIKLIKLER

] |
P53 TE MUTASYONLAR

1 1
BIRCOK LOH VE_ANQ_PL?IDNE SEBEP
OLAN HUCRE DONGUSU HATALARI

]
KROMOZOM KROMOZOM 6q KROMOZOM 13q |{.
XqdalLOH VEYA 17de LOH VEYA Xq da LOH
¢ ! :

iLERI
GRADE
KARSINOM

.LM~p .
KISTADENOMA TUMORO

Sekil 3. Sporadik (Nonfamilyal) ovaryum epitelyal tiimor gelisimi igin genetik model'

Heterozigotluk kaybimn seyrekligi agisindan bir istisna olan LMP tiimérlerinde
kayplar olgularin %50’sinde* X kromozomunu etkilemektedir. LMP tiimdrlerinde, bu
kromozomu iceren allelik kayiplarin hedefi bilinmemektedir. Son zamanlarda aday
kromozomal bdlge iizerinde calismalar yogunlasnnstlr”. LOH’un bu kromozomun
inaktif kopyasim etkilemesi nedeniyle hedef genlerin X inaktivasyonundan bilinmeyen
bir mekanizma ile kagtig1 diisiiniilmiigtiir. Bu 6neri ilginctir ¢iinkii tek bir X kromozomu
ile dogmus bireyler (Turner sendromu)®® anormal ovaryum geligimi sergilerler (gonadal
disgenezi). Yani inaktif X kromozomununun varhift normal ovaryum gelisimi icin
gereklidir ve yasamin ergin doneminde ayni gendeki anormalliklerin tiimorigeneze
sebebiyet verdigi diistiniilebilir. In vitro &liimsiizliigiin saglanmasi igin de X

kromozomunun 6nemli oldugu diisiintilmekte®*®

ve son zamanlarda prostat kanseri
gelisiminde de bu 6nem vurgulanmaktadir.

Sekil 3’teki genetik model, yukarida bahsedilen biitlin bu bilgiler temel alinarak
calisilan bir hipotezdir. Ovaryum kistadenomlarinin genetik determinantlar hakkinda

bilinenler ¢ok azdir. Bu tiimorler malignant formlan ile ¢ok az 6zelligi paylasiyor gibi
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goriinmekte ve muhtemelen farkli bir mekanizma ile ortaya g¢ikmaktadirlar. Buna
karsilik telomeraz e:kspresyonu26 ve DNA metilasyonundaki global degisiklikler®’ gibi
bazi molekiiler degisikliklér, hem LMP tiimorlerinde ve hem de kanserlerde aymdir. Bu
gozlemler, biyolojik olarak daha az agresif olan ovaryum tiimorlerinin, klinik olarak
benin yerine kistadenomlar ve LMP tiimérleri olarak altgruplara ayrilmasiin énemini
vurgulamaktadir. LMP tiimorleri ayni zamanda sik sik X kromozomunun inaktif
kopyasinin spesifik bir bélgesini hedefleyen heterozigotluk kaybim sergilemektedirler’.
Spesifik heterozigotluk kayiplan (kromozom 13 veya Xq) hiicresel farklilagma gibi
malignant fenotiple Ozdeslestirilebilir ve daha yiiksek histolojik grade’e sebebiyet
verebilir. Buna karsihk kromozom 6q veya 17 deki kayiplar daha kesin olarak
malignant fenotiple dolayisiyla yiiksek histolojik grade ile iliskilendirilebilir®®.

Allelik delesyonun hedefi olan spesifik genlerin islevlerinden sekil 3’teki
modelde bahsedilmigtir, fakat DNA metilasyonu gibi diger molekiiler degisiklikler
halen tam olarak bilinmemektedir. Mevcut arastirmalar bu sorulara odaklanmustir ve
muhtemelen yakin gelecekte epitelyal tiimorlerin molekiiler mekanizmasinin daha iyi
anlagilmasimi saglayacaktir. Aym1 zamanda kadinlardaki bu 6nemli tiimér grubunun
klinik idaresini gelistirmeye yonelik yeni tarama, teshis ve terapétik yaklasimlar igin-bir
temel saglayacaktir.

Kohler et al.’mn 1993’te yaptig1 bir ¢aligmada 10 adet 1. evre over tlimdriinde
p53 geninin 5 ve 8. ekzonlar1 arasindaki bolgede yapilan dizi analizi bunlarin 8’inde,
missense mutasyonlar bulundugunu gostermistir’’. Primer over karsinomlu 55 hastanin
tiimor dokularinda p53’tin 5-9. ekzonlarinin dizi analizi ile ekzon 9 hari¢ diger
ekzonlarda 3’ii delesyon, 1’i nonsense ve 12’ si missense olmak iizere toplam 16 p53

mutasyonu bulunmustur98 (%29).

2.4. ENDOMETRIYUM KANSERI

Yilda yaklasik 150.000 yeni olgu ile endometriyal kanser, diinya capinda
kadinlarda kanser nedenleri arasinda 5. siradadir. Birlesik Devletler’de 2000 yilinda
36100 yeni olgu ve 6500 oliim ile digi genital sisteminin en yaygin malignansisidir.
En&ometﬁyal kanser terimi hem malignant epitelyal ttimorleri (karsinomlar:) ve hem de
malignant mezengimal tiimorleri (sarkomlan) kapsamaktadir. Endometriyal kanserlerin
% 95’inden fazlasi karsinom olduundan, endometriyal kanser terimi, literatiirde

endometriyal karsinomun sinonimi olarak kullanilmaktadir*,
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Endometriyum uterus bogluguna bakan ve salgi epiteli ve stromal bilesenlerden
olusan kompleks bir dokudur. Endometriyal kanserler perimenapozal ve postmenapozal
kadinlarda ortaya gikar ve iki kategoriye aynlir: Genellikle Gstrojene maruz kalmaya
bagli daha selim yapidaki Tip 1 endometriyal karsinom (endomietriyoid
karsinomlar) larin, dstrojenin uyarici etkisi ile normal epitelden ortaya ¢iktig:r ve
histopatolojik olarak tamimlanabilen hiperplazilerin devami seklinde gelistigi
diistiniilmektedir (Sekil 4)*.

KOMPLEKS

BASIT KOMPLEKS ATIPIR ENDOB/;ETRiYAL
HIPERPLAZI ~ HIPERPLAZI ~ HIPERPT AZI KARSINOM
NORMAL /
EPITEL .
™ ATROFIK __, ENDOMETRIYAL UTERTN
ENDOMETRIYUM  INTRAEPITELYAL —> _SEROZ
KARSINOM KARSINOM

Sekil 4. iki tip endometriyal kanser tipinin ilerleme modeli.

Tip II endometriyal karsinoma (uterin serz kanserler), dstrojenik uyarimla ilgili
degildir, daha yagh (ortalama 68) kadinlarda ortaya ¢ikar ve agresif bir yapi sergiler.
Serdz endometriyum kanserlerinin timii yiiksek grade’e sahiptir ve siklikla zayif
prognoz sergiler” ve genellikle atrofik endometriyumdan gelisirler (Sekil 4).
Endometriyal kanser tiplerinin yeterince taninamamasindan 6tiirii endometriyal
tiimOrigeneze dahil olan spesifik gen ve genetik lokuslarin karakterizasyonu ve

tanumlanmas: gerceklesememistir.

24.1. Sporadik endometriyal kanserlerin molekiiler genetigi

Yaymlanmig bilgiler, p53 mutasyonlarinin ~%25’nin CpG dintikleotidlerinde
muhtemelen 5-metilsitozinin timine degisimine bagli fransisyon seklinde oldugunu
onermektedir’>. Kohler et al. 1992°de endometriyal kanserde p53 overeképresyonu ve
p53 mutasyonlan arasindaki iligkiyi saptamak iizere DNA dizi analizi yapmug ve 8
kanserden p53 overeckspresyonu olan 5’inde nokta mutasyonu belirlemistir. Protein
overekspresyonu gdstermeyen 3 kanserin dizisi yabaml tip p53 olarak bulunmustur™.
Bu caligmada, 107 endometriyal kanserde %20 oraninda p53 overekspresyonu ve

mutasyonu griilmiistiir. lleri evre endometriyal kanserlerde anormal p53 ekspresyonu
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(%41), uterusa ait kanserlere (%9) oranla daha yaygin bulunmustur. Bu da p53
mutasyonlarinin endometriyal karsinogenezde nispeten ileri bir evrede gerceklestigini
isaret etmektedir’®.

Endometriyal tiimorigenezde rol oynayan tiimor-supresdr genlerin bulundugu
gen bolgelerinin lokalizasyonunu belirlemek icin yapilan g¢alismalar sonucunda su
kromozom bélgelerinde heterozigotluk kayb: belirlenmigtir'®-!0110%103104. 1 "3 ¢ 8p,
9p, 10q, 11, 13, 14q, 15, 16q, 17p, 18p, 20, 21 ve 22q. LOH gosteren lokuslardan
ozellikle 6nemli olanlar 3p, 10q, 17p ve 18q lokuslandir. Baz1 aday tiimér siipresor
genler ve hMLHI geninin [Kalitsal nonpolipozis kolorektal kansere (HNPCC:
Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer) neden olan 4 DNA mismatch tamir
genlerinden biri] bu kromozomda bulunmasi nedeniyle 3p’deki LOH’un oldukca dikkat
cekici oldugu diiiiniilmiigtiir. Endometriyal kanserde 3p deki LOH’un hedef gen ve
genleri heniiz belirlenememistir. Iki farkh arastiric1 gurubu 10q bolgesi icin %35-40
oraninda LOH bildirirken diger bir aragtirici grubu ise 10q’da 2 farkli bélgenin LOH’a
ugrayabilecegini onermislerdir' *>'%'™, Endometriyal kanserlerde 17p’de %9-35, uterin
serdz kanserlerde informatif olgularin %100’iinde, 6zellikle 17p13.1 bdigesinde L.OH
saptanmugtir. Japon kadinlar arasinda yapilan 3 ¢alismada kromozom 18q’da LOH orani
%33 olarak bulunmustur'®-'**'% Diger bir ¢alismada 14q’daki LOH’un égresif timor
davranisinin isareti olabilecegi belirtilmistir.

Endometriyal kanserlerin biiylik ¢ogunlugunun sporadik oldugu, bir kisminin
kalitsal oldugu diistintilmektedir. Endometriyal kanserli bir kadinin annesi ve kiz
kardeslerinin endometriyal kanser riski kontrole gore 2.7 oraninda yﬁkscktirlo‘s. Kalitsal
formdaki endometriyal kanserlerin g¢ofunlugu HNPCC’li ailelerde goriilmiigtiir.
HNPCC otozomal dominant olarak aktarlan bir hastaliktir ve HNPCC’li ailelerin
fertleri farkl: tipte kanser gelistirme riskine sahiptirm. HNPCC geni tasiyicist kadinlar,
genel populasyonla karsilastinldiginda endometriyal kanser gelistirme agisindan 10
misli daha fazla riske sahiptirlermg: Sporadik endometriyal kanserli kisilerin sadece
kii¢iik bir bolimiinde, HNPCC’e neden olan 4 DNA mismatch tamir genlerinden
birinde mutasyon goriiliirken, olgularin yaklasik %20 sinde mikrosatellit diizensizligi

gérﬁlmﬁgtﬁr46'1°9.
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2.5. TUMOR DOKULARINDAKI SITOGENETIK DEGISIKLIKLER

Sitogenetik analiz, genotip degisikliklerinin tanimlanmasi i¢in yaygin olarak
kullanilan yararli bir yontemdir. Somatik hiicrelerde olusan kromozomal degisikliklere
sitogenetik anormallikler denir, bu diizensizlikler kromozomlarn sayisinda (sayisal
degisim) veya morfolojisinde (yapisal degisim) olabilir™, Sitogenetik analizlerle, 3000-
5000 kb dan daha biiyiik bolgeleri etkileyen degisimler belirlenebilir. Tiimérlerdeki
goriiniir sitogenetik degisiklikler iki genis kategoriye ve gesitli alt kategorilere
ayrilabilir: (1)Translokasyon, inversiyon, delesyon, insersiyon, amplifikasyon ve
frajiliteler seklindeki yapisal anomaliler, (2)Kromozomlarnn tamamina ilave veya
kayiplar seklinde olan sayisal diizensizlikler. Yapisal anomaliler kirilma noktalarindaki
genleri degistirebilir veya miktarlarim etkileyebilirs“. Onkogenler ile yakin iligkisi
oldugu saptanan kromozomal frajil bolgeler, kromozomun bir ya da iki kromatidinde
ortaya ¢ikan cogunlukla boyanmayan gap ya da daha az siklikta kirik ve ¢ok nadiren
gozlenen delesyonlar seklinde tanimlanmaktadir™. Frajil bolgelerin goriintimii gap,
kirtk, kopmus kromozomlar, asentrik fragmanlar ve tri veya quadriradyal sekillerde
olabilir. Populasyondaki sikliklarina gére iki major grup belirlenmistir:

s Nadir g6zlenen ya da kalitsal frajil bolgeler (h-fra)
e Sik gézlenen ya da common frajil bolgeler (c-fra)

“Common”, “hot points” ve “otozomal lezyon” terimleri de c-fra bolgeleri
tammlamak igin kullanilmaktadir. Folik asit, timidin eksikligi ve kiiltire eklenen
indiiktorlerin varlifinda frajil bolgeler ortaya cikabilir. Kinnlma bolgelerinde bulunan
genlerin, tiimdrigenezde rol oynayabilecegi, son zamanlarda elde edilen deneysel
verilerle belirlenmistir. Bugtine kadar 120 dolayinda frajil bdlge tammlannnstlrss’“o'm.
Olusum mekanizmalan heniiz tam olarak agik degildir. Folata-duyarli ve nadir gézlenen
frajil bolgeler, normal allellerinden uzun CCG tekrarlarim1 igermektedir. Frajil bolge
ekspresyonunun gerceklesmesinde geciken replikasyon ve tamamlanamayan kromozom
kondensasyonunun rol oynadigt yaplian DNA replikasyon ¢aligmalarinda gosterilmistir.

Frajil bolgenin ortaya cikist iki agamada olmaktadir. flk asama; hiicre
siklusunun S faz: boyunca cesitli etkiler (Timidin eksikligine bagli olarak folik asit
metabolizmasinda meydana gelen degisimler gibi) ile primer frajil bolgenin sahip
oldugu DNA tekrar dizilerinin kompozisyonunda farkliliklarin olugmasidir. ikin‘ci
agamada ise etkilenmis bu frajil bélgeye ait DNA dizisi G, fazina girmeden &nce tamir

edilemezse, bu faza girmesi .gecikecek ve dolayisi ile kromatin kondensasyonu
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gerceklesmeyecektir. Boylece frajil bolgelere ait bu DNA dizileri mitozda kromozomlar
iizerinde gaplerin olusumuna yol agacaktir.

Ortamda timidin diizeyi diistiigii zaman, replikasyon sirasinda urasilin yanlislikla
DNA’ya girdigi gosterilmigtir. Bu bulgu folata duyarli frajil bolgelerin kromozom
kondensasyonunda ise karngan, iskelet proteinine baglanan kromozom bélgelerindeki
kalitsal DNA metilasyon diizensizliklerine bagl olarak ortaya ¢iktigint géstermistir.

Kromozomlartn yap1 ve fonksiyonlarimin heterojen olmasi c¢esitli boyama
teknikleri ile elde edilen 6zel bant bigimini olusturur. En yaygin boyama teknikleri G
(Giemsa), R (Reverse), Q (Quinacrine), T (Telomer) ve C (Sentromer) olup bu
tekniklerle elde edilen bantlar birbiri ile iliskilidir. Ocak-2001 tarihli insan genom
bilgileri, herbir kromozomal banta haritalanmis genler acisindan 400 bant ¢éziintirliik
seviyesinde aragtinnlmustir. Bantlara haritalanmig 5000 genin %81°1 G-negatif bantlarda
lokalizedir. Bu oran insan genomunun hemen hemen yarisini olusturmaktgdu. G-pozitif
bantlar, AT oram yiiksek olan ve Tripsinin proteolitik aktivitesinden sonra Giemsa
boyas1 ile boyanan; G-negatif bantlar ise boyanmayan Okromatik kromozomal
bolgelerdir. Q bantlama, G bantlamaya ¢ok benzer. R ve T bantlar1 G ve Q bantlara ters
boyanma gosterir, GC orami yiiksektir ve G- negatif bantlar olarak tamimlamr. Insan
genomunun L1, L2, H1, H2, H3 izokorlan (isochores) ve “flavors mozayigi” oldugu
diistiniilmektedir. L1 ve L2 izokorlar1 GC oram diisiik; H1, H2 ve H3 izokorlar ise GC
oram yiiksek aileleri tanimlamak igin kullanilmugtir. Farkli bir goriise gore de G- negatif
bantlar, GC ve Alu tekrarlarinin yogunluguna gore “flavors” adi verilen 4 smufa
(mundane R, vAlu+vGC-, vAlu-vGC+, vAlu+vGC+) aynlmlstlrlm’m. Gen oran1 en
yiiksek 30 kromozom banti Cizelge 2’de listelenmistir.

2p12 ve 7q35 dlslridald bantlarin hepsi G-negatif bantlardir. Bu bantlann tiimii
toplam 2707 gen icermektedir. Gen orami yiiksek 30 bant i¢inde 1p36, 1q21, 1932,
2pl2, 3-p21, 7q22, 8924, 9934, 11pl5, 11q13, 11923, 12q13, 14411, 14q32, 16pl1,
16p13, 19p13, 20q13, 21q22, 22q11 bolgelerindeki bantlar kanser kirilma noktalari;
1p36, 1q21, 7q22, 8q24, 11pl15, 11q13, 11q23, 12q13, 16p13 ve 19p13 olmak tizere 10
bant, kanser kirilma noktalar ve frajil bolgeler olarak degerlendirilmistirm.

Hastanin tedavisi, prognozu ve yasamu ile markir olarak degerlendirilen
sitogenetik degisikliklerin varligi veya yoklugu arasinda bir iligki oldugu goriilmiistiir.
Bugiinkii kanser literatiiriiniin %63’tinii hematolojik kanserler, %10’unu lenfomalar,

kalan %27’sini ise solid tiimorler olusturmaktadir. Oysa en sik goriilen kanserler solid
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tiimorlerdir (%90). Oranlardaki bu sapmanin nedeni, solid tiimorlerden incelenebilecek

kalitede metafaz elde etmedeki teknik gt‘ic;h‘iklerdirm’113 .

Cizelge 2. Insan genomundaki gen oram en yiiksek 30 kromozomal bandin sitogenetik ozellikleri ve gen
icerigi (110 ve 111 nolu kaynaklardan modifiye edilmistir)

Bant® Boya Flavor fzokor Gen sayisi Kanser Kir1lma Noktas1
1p36 R vAlu+vGC+ H3+ 89 X
1g21 R vAlu+vGC+ H3* 74 X
1932 R vAlu+vGC+ H3* 50 X
2pl2 G G L 93 X
3p21 R vAlu+vGC+ H3+ 71 X
4pl6 R vAlu-vGC+ H3+ 34

6p21 R vAlu+vGC+ H3+ 216

7922 R vAlu+vGC+ H3* 35 X
7935 G G L 92

8q24 R vAlu-vGC+ H3+ 37 X
9q34 R vAlu+vGC+ H3+ 68 X
11pl5 R vAlu-vGC+ H3+ 128 X
11q13 R vAlu+vGC+ H3+ 117 X
11923 R vAlu-vGC+ H3* 44 X
12p13 R Mundane R H3* 64

12q13 R vAlu+vGC+ H3* 53 X-
12q24 R vAlu+vGC+ H3+ 46

14q11 R Mundane R H3- 152 X
14932 R vAlu-vGC+ H3* 225 X
16pl1 R vAlu+vGC- H3* 37 X
16p13 R vAlu+vGC+ H3* 77 X
17p13 R vAlu+vGC+ H3* 74

17921 R vAlu+vGC+ H3* 56

17925 R vAlu+vGC+ H3+ 38

19p13 R vAlu+vGC+ H3+ 144 X
19q13 R vAlu+vGC+ H3+ 258

20q13 R vAlu+vGC+ H3+ 48 X
21q22 R vAlu-vGC+ H3+ 88 X
22q11 R vAlu+vGC+ H3+ 157 X
22913 R vAlu+vGC+ H3+ 42

*Calismaya dahil edilmediginden cinsiyet kromozomlarim igermemektedir.

Kanser hiicrelerindeki kromozomal diizensizliklerin incelenel_)ihnesi i¢in,
boliinmekte olan neoplastik hiicrelerin metafaz ya da prometafazda durdurulmasi,
kromozomlarin iyi bir sekilde yay}lma31 ve boyanabilmesi gerekir. Ozellikle solid
timorlerde ¢cogu zaman metafaz elde etmek zordur. Tlimor hiicrelerinde hiicre donglist
bozulmustur ve tiimor hiicrelerinin in vitro “katlanma zamani” normal hiicrelerden uzun
olabilir. Dolayisiyla kiilttirden hiicreler toplanirken kolsemid siiresinin normalden uzun
olmas1 gerekir. Cogu zaman tiimér kromozomlannin kalitesi de kotiidiir ve kaliteli bant
elde etmek ¢ok zordur! 214115,

Rutin sitogenetik incelemelerde en yaygm kullamlan G bantlama yt’mtcrrii,
kanser sitogenetiginde de kullamlmaktadir. Klasik bant tekniklerine ilaveten, son

yillarda sitogenetik ve molekiiler genetik teknikler arasinda koprii kuran iki yeni teknik
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gelistirilmigtir: Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) ve karsilastirmali genom
hibridizasyonu (Comparative Genome Hybridization, CGH). FISH teknigi, fluoresan
igaretli problarin incelenecek kromozomlarla hibridizasyonuna dayanir. CGH teknigi
ise, farkll renklerde fluoresan isaretlenmis total tiimér DNA’s1 ile normal. referans
DNA’smnin ayn1 anda, normal insan metafaz kromozomlarina hibridizasyohuna dayanir.
Bdylece, tek bir hibridizasyon islemi sonucunda tiimor 6rnegindeki DNA dizileri ve
tekrar sayilarindaki arti ya da azalis tek bir metafaz lizerinde gézlenebilir.

Giiniimiizde, 6zellikle solid tiimorlerde ¢ok sayida ve cesitte yapisal ve/veya
sayisal kromozom anomalileri goriildiigii bilinmektedir. Kanserin ilerleme siirecinde
hiicreler yeni yeni kromozom anomalileri kazanmaya devam ederler. Yani karyotip
giderek komplekslesir. Oyle ki tiim6r materyalinde elde edilen her hiicre farkli bir
kromozom yapisinda olabilir. '

Kanserli hiicrede ilk ortaya ¢ikan ve kanserlesmeye neden oldugu diisiiniilen
kromozom anomalilerine primer kromozom degisiklikleri, hiicrenin kanserlestikten
sonra kazandigi kromozom anomalilerine ise sekonder kromozom anomalileri denir.
Ancak kromozom anomalilerinin hangisinin primer, hangisinin sekonder oldugunu
anlamak kolay olmamaktadyr!!6:117:118.119.120

Tek bir ata hiicreden kaynaklanan hiicre populasyonuna klon ad: verilir. Ayn ya
da yakin iligkili kromozom anomalileri tasiyan hiicrelerin bir klon olusturduklarn kabul
edilir. Kanser sitogenetiginde amag, kimi zaman c¢ok kalabalik olabilen, birbiriyle
iligkisiz rastgele kromozom anomalilerinin arasindan klonal olanlan ayird edebilmektir.
Eger en az iki ayn hiicrede aym yapisal kromozom anomalisi varsa, buna klonal
degisiklik denir. Sayisal anomalilerden bir kromozomun artis1 yani trizomisi séz
konusu ise, en az iki hiicrede goézlemek klonal demek igin yeterlidir; fakat bir
kromozomun kaybina yani monozomisine klonal diyebilmek icin en az tic hiicrede
gozlemek gerekir.

Her kanser icin, kanserin geligimi sirasindaki kromozomal evoliisyonu rastgele
degildir. Kromozom anomalileri arasindan belirli bir tiimor tipine spesifik olan
kromozom anomalilerini ayirt etmek miimkiindiir. Bu spesifik kromozom anomalileri
kimi durumlarda hastalifa tani koymay: kolaylastirabilir, tiimér tiplerinin ayirt
edilmesinde bir temel saglayabilir, hastahifin prognozu hakkinda fikir verebilir ve
tedavinin y®nlendirilmesinde yardimci olabilirler. Aynica yapisal anomalilere sik sik

katildig1 saptanan kromozom kirik noktalari da kanserle iligkili genlerin (onkogen ya da
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timdr siipresor genlerin) bulunabilecegi yerler olarak, molekiiler genetik caligmalar icin
hedef bolgeleri olugtururlar 4115116120, '
Kanserlerde multipolar boliinmeler, endoreduplikasyonlar, endomitozlar,
anafazda geri kalan kromozomlar, kromatid kopriileri gibi ¢ok ¢esitli mitoz anomalileri
gozlenir®. Bunlara bagli olarak kanserli hiicrelerin kromozom sayilar - haploidi’den
oktaploidi’ye hatta daha fazlasina kadar ¢ok degisik ploidi seviyelerinde olabilir.
Oploidi, yani kromozom sayisinin haploid saymin (n=23) tam katlar geklinde artis1 ve
azalis1 ¢ok sik goriilebilmektedir. Genel olarak hastalik ilerledikce Oploidi siklig artar.
Kanserli hiicrelerdeki sitogenetik bulgular molekiiler genetik sonuglart agisindan
degerlendirildiginde, delesyonlar ya da monozomiler genellikle tiimor siipresor genlerin
kaybinin gostergesi, tekrarlayan trizomiler ya da parsiyel kromozom artiglan ise
onkogenlerin amplifikasyonunun belirtisi olarak kabul edilir. Izokromozom olusumu
genellikle genetik materyalin hem kaybina hem de artisina yol acar. Dolayisiyla,
izokromozom tastyan tlimorlerde hem tiimor siipresor genlerin kaybi, hem de onkogen
amplifikasyonu kanser gelisim siirecinde rol oynar''®'?122 Gen amplifikasyonlan,
ozellikle solid tiimorlerde ¢ok sik meydana gelir. Normalde tek bir kopya halinde
bulunan bir gen birka¢c kez arttiysa sitogenetik olarak gozlenemez. Fakat bazi
durumlarda belirli bazi genler yiizlerce kez artarlar. Amplifikasyonun bu seviyesi
sitogenetik olarak hsr’ler (homogenously staining regions, homojen boyanan bolgeler)
ya da ekstrakromozomal “double minute’” (dmin) kromozomlar olarak gézlenebilir.
dmin’ler kiiciik, ¢ift halde bulunan kromatin pargaciklaridir. Boyutlar1 akrosentrik
kromozomlarin satellitleri kadar kiigiikten, 17-18. kromozomlan: kisa kollarina kadar
degisik biiylikliiklerde olabilir. Genel olarak dmin ve hsr’ler kétii prognoz habercisidir.
Jinekolojik malignansilere, 6zellikle ovaryum kanserlerine ait yaymlanmis
calismalar azdir. Ciinkd; ( 1) Kromozomal ¢aligmalarda karyotipik analiz i¢in kiiltiirde
cogaltilmis yeterli sayida timor hiicrelerine gerek vardir. (2) Hastalifin ileri agsamasi ile
iligkili kompleks karyotipler, sayisiz sekonder degisikliklerin varliginda kritik
sitogenetik degisikligi belirlemeyi giiclestirmektedir. Radyasyon ve kemoterapi tedavisi
gérmiis hastalarda ovaryum tiimorigenezine 6zgii genomik degisikliklerin ¢oziilmesi
gliclesmektedir' 2,
Ovaryum kanseri sitogenetik incelemelerinde 1ql, 1pl, 1p2, 1p3, 1q3, 194, 3pl,
6ql, 6p2, 6q2, 7pl, 7p2, 11pl, 11ql, 11q2, 12pl, 1292, 13pl ve 19ql kromozom
bélgelerinde kiriklar; trizomi 5, 7, 8, 10 ve del(3)(p13—23), yani 3. kromozomun kisa

kolunun (p)13-23. bantlarinin arasindaki bolgenin delesyonu saptanmugtyy’ | 122123124125
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17 malignant epitelyal ovaryum tiimériinde, trizomi 7 (%82), trizomi 12 (%64), ve
trizomi 17 (%29) seklinde sayisal kromozomal degisikliklere rastlanmigtir'?®.
Tedavi gérmemis 32 hastadan saglanmug epitelyal ovaryum tiimorii ile yapilan

2 sadece 4 normal 46,XX karyotipi tanimlanmustir. Ileri asama: veya az

bir ¢caligmada
diferansiye tiimorlerde komplex karyotipik morfolojilere rastlanmistir. Sitogenetik
aberasyonlar daha yaygin olarak 1 ve 6. kromozomlarda goériilmiistiir. Hem metastatik
bir LMP tiimorii olgusunda ve hem de az diferansiye invazif bir tiimérde
t(1;6)(p10;p10) goriilmiigtiir. Bu sitogenetik yeniden diizenlenme tiimér olugumu igin
potansiyel bir erken marker olarak kabul edilebilir'®. 14 uterin sarkom Omegi ile
yapilan bir calismada'?’ 10.(%71), 1.(%54), 7.(%46), 11.(%46), 6.(%38), 2,3,14,16 ve
19.(%23) kromozomlarda anormallikler belirlenmistir. 24 endometriyoid karsinomla
yapilan bir CGH ¢alismasinda yiiksek bir kromozom imbalans orani (tiimér basina 5-7
aberasyon) bulunmustur. Bu aberasyonlar 3q26.1—ter(olgularin %50’si), 8q (olgulaﬁn
%33’1) ve 1q, 2q, 5p, 6p bolgelerinde yiiksek oranda amplifikasyon artist seklinde

gozlenmistir' .,



3-GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

Bu calismada kullamlan biyolojik materyal, Cukurova Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Kadin Hastaliklann ve Dogum Anabilim Dalinda kanser tanis: konularak
ameliyat edilmis hastalarin ovaryum ve endometriyum kanseri dokularindan, bu
Anabilim Dali ile yaptifimiz protokol geregi temin edilmistir. Alinan dokulardan
sitogenetik ve molekiiler genetik caligmalar i¢in ovaryumlar O1, O2, O3... seklinde,
endometriyumlar E1, E2, E3... seklinde kodlanmistir. Molekiiler caligmalar icgin
herhangi bir kanser olgusu olmayan normal bir doku Ornegi kontrol olarak
kullanilmigtir. Calismamizda 11 ovaryum, 12 endometriyum olmak lizere toplam 23
kanser dokusu kullaniimistir.

Bu ¢absmada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar
asa@ida verilmistir:
Taq polimeraz (Fermentas)
Magnezyum kloriir (MgCl,) (Fermentas)
PCR tamponu (Fermentas)
Restriksiyon enzimleri (Roche, Takara, Biolabs, Fermentas)
Mspl ile kesilmis pUC19 marker DNA (Fermentas)
Primerler (Iyontek ve Molbiol)
Deoksiniikleosit trifosfat seti (Roche)
Agaroz (Promega)
Akrilamit (Sigma)
10. N,N’-Metilen-bis-Akrilamit (Sigma)
11. Amonyum persulfat (Sigma)
12. Saf etanol (Riedel-de Haen)

¥ ® N2 kWD

13. DNA izolasyonu, PCR ve Elektroforez ile ilgili diger kimyasal maddeler (Sigma ve
Merck)

14. Chang tam besiyeri (Irvine Scientific)

15. Ham’s F-10 besiyeri (Seromed)

16. Tripsin (Difco Bacto)

17. Tripsin-EDTA (Irvine Scientific)
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18

19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.

—
.

N R AT L

10
11
12
13

. Glasiyel asetik asit (Merck)

Metanol (Merck)

Giemsa (Merck)

Ksilol (Merck)

Aseton (Merck)

Kolsisin (Seralab)

Heparin (Liquemine, Roche)

Entellan (Merck)

Immersiyon yag1 (Merck)
Penisilin-Streptomisin (Gibco BRL)
Gentamisin (Sigma)

Sodyum klorid (NaCl) (Merck)

Potasyum klorid (KCl) (Sigma)

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (Na;HPO,. 2H5) (Merck)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,.) (Merck)

Kullanilan baslica cihazlar ve teknik malzemeler
“Thermal cycler” (Eppendorf Mastercycler )
Spektrofotometre (Pharmacia-Biotech, Gene Quant)

Jel goriintiileme cihazi (Uvitec)
Transiliiminatdr (Vilber Lourmat)
Santrifiijler (Sogutmali, Universal 16R ve Sogutmasiz Techne force 16)
Su banyolan (Grant)
Hassas terazi (Sartorius)
pH metre (Inolab)
Yatay ve dikey elektroforez tanklar1 (Biogen ve Biolab)
. Otoklav (Trans)
. Etiiv (Dedeoglu, Memert)
. Vorteks (Niive NM 110)
. Steril kabin (Kojair KR-125 Safety)

14. Otomatik pipetler (Gilson, Biohit ve Socorex)

15

. Deepfreez (Siemens, Bosch)

16. Buzdolab: (Arcelik) .
17. CO;, inkiibatérleri (Shell Lab, Model TC2323 ve Sanyo MCO-17A)
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18. Invert mikroskop (Olympus CK40)

19. Sitogenetik incelemede kullamlan mikroskoplar(Olympus BX50 ve Olympus CH20)

20. Steril kiiltiir tiipii (Greiner)

21. Cam pastor pipeti

22. Steril flask, 25 cm” (Nunc)

23. Steril petri kab1 (Nunc)

24. Ince uclu makas

25. Meziir

26. Sale

27. Lam (Rodajl1)

28. Lamel (24X32)

29. Fotograf filmi (llford PANF, 50 ASA’lik)

30. Fotograf kagidi (Ilford ilfospeed multigrade fotograf kagidi 4 M.G.1; M
12.7X17.8cm) ‘
Arastirmanin yapildigi Molekiiler Genetik ve Doku Kiiltiirii Laboratuvarlari, C.U.

Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dalinda bulunmaktadir.

3.2. Yontem
3.2.1. Molekiiler Calisma Yontemi

Kadin-Dogum Anabilim Dalindan saglanan ornekler, doku kiiltiirli icin kiiclik
bir pargasi ayrildiktan sonra %70’lik alkole alinarak, DNA’s1 izole edilmek {lizere
-20°C’de sakland1. Bu 6rneklerin yaklagik 100 miligramindan Fenol-Kloroform-{zoamil
ytinte:mi129 ve doymus tuz ¢ozeltisi ile ¢oktiirme ytintemi130 kullanilarak genomik DNA

izolasyonu yapildi.

a) Fenol-Kloroform-izoamil yontemi

1. -20°C’de, %70’1ik alkolde saklan'an DNA’s1 izole edilecek dokulardan yaklagik 100
miligram bir tiipe alindt ve fizyolojik tampon ile 2 kez yikandi. Santrifiij edilerek
fizyolojik tampon uzaklagtirild.

2. Doku pargasiin iizerine 500 pl STE (Sitrat Tris EDTA) (EK 1.1) tamponu ilave
edildi.

3. Doku ince uglu bir makas yardimi ile miimkiin oldugunca kii¢lik parcalara ayrildi.

4. Uzerine 25 pl 10 mg/ml Proteinaz K ve 75u1 %10’luk SDS (EK 1.2) ilave edildi.

5. Yavasgga karistirild ve 65°C’de 2 saat inkiibe edildi.
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10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

Tiip belli araliklarla karigtirddi (Dokunun pargalanma durumuna gére 55°C’de 1
gece de bekletilebilir).

Uzerine esit hacimde (500 ul) PCI (Fenol: Kloroform: Izoamil=25:24:1)
cozeltisinden ilave edildi, hafifce kanstirildi ve oda 1s1sinda 5 dk bekletildi.

13000 devirde 10 dk santrifiij edildi.

Ustteki berrak tabaka bir mikropipet yardimiyla alindi ve temiz bir tiipe aktarildi
(ara fazdaki proteinlerin alinmamasina dikkat edildi)

Aktanlan stipernatantin {izerine 1ml saf etanol ilave edildi.

13000 devirde 10 dk santrifiij edilerek DNA’nin ¢dkmesi saglandi.

Alkol uzaklastinld: ve pelet %70’lik alkol ile 3 kez yikanarak oda 1s1sinda 10-15 dk
kurumaya birakildi.

Peletin tizerine 100 pl distile su ilave edilerek yeniden ¢dziilmesi saglandi.

DNAse inhibisyonu igin DNA 6mekleri 65-70°C’de 10 dk bekletildi.

DNA’larin konsantrasyonu ve saflif1 spektrofotometrede dl¢iildii (EK 1.3).

Elde edilen DNA’lar % 1’lik agaroz jelde konfirme edildi (EK 1.4).

b) Doymus tuz cozeltisiyle ¢oktiirme yontemi

1.

o o p ® N

10.

DNA'’s1 izole edilecek dokulardan yaklagik 100 miligramu bir tlipe alind: ve
fizyolojik tampon ile 2 kez yikandi. Santrifiij edilerek fizyolojik tampon
uzaklagtirildi.

Doku par¢asinin tizerine 500 pl TE-9 (pH:9) (EK 1.5) tamponu ilave edildi.

Doku ince ug¢lu bir makas yardimu ile miimkiin oldugunca kiigiik pargalara ayrildi.
Uzerine 25 pl 10 mg/ml Proteinaz K ve 75 pl %10’luk SDS ilave edildi.

Yavagca kangtinldi ve 65°C’de 2 saat inkiibe edildi.

Tiip belli araliklarla kangtirildi (Dokunun pargalanma durumuna goére 55°C’de 1
gece de bekletilebilir).

Uzerine 50-200 pl doymus (6M3 tuz c¢ozeltisinden ilave edildi, hafifce kanstinldi
(Bulutsu, siit goriinimii elde edilmezse bir miktar daha doymus tuz cozeltisi
eklenebilir). Oda 1sisinda 5 dk boyunca hafifce kanstirildi.

13000 devirde 10 dk santrifiij edildi. Bu iglem esnasinda proteinler presipite olur.
Ustteki berrak tabaka bir mikropipet yardimiyla alindi ve temiz bir tiipe aktarild:
(Coktiiriilmiis proteinlerin alinmamasina dikkat edildi).

Aktarilan siipernatanin iizerine 1ml (2-2.5 hacim) saf etanol ilave edildi ve DNA

olusumu gozlendi.
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11. 13000 devirde 10 dk santrifiij edilerek DNA’nin ¢6kmesi saglandi.

12. Alkol uzaklagtirildi ve pelet %70’lik alkol ile 3 kez yikanarak oda 1sisinda 10-15 dk
kurumaya birakildi.

13. Peletin iizerine 100 pl distile su ilave edilerek yeniden ¢oziilmesi saglandi.

14. DNAse inhibisyonu i¢in DNA 6mekleri 65-70°C’de 10 dk bekletildi.

15. DNA’larin konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrede &lctildii.

16. Elde edilen DNA’lar % 1’lik agaroz jelde konfirme edildi.

¢) p53 geni 7. ekzonunun amplifikasyonunda kunllanilan primerler:

P53 geni 7. ekzonunun primer dizayni:

Calisgmamizin basinda, p53 genine ait dizi analizi {izerinde 7. ekzonun
bulundugu bélgeyi icerecek sekilde ve primer dizaym kriterleri dikkate alinarak segilen
primerler kullanilmustir. Internet taramas: sonucu elde edilen dizi analizi ile 7. ekzonun

110 b¢ uwzunlugunda oldugu belirlendi'>'(

Cizelge 3). 7. ekzonun kesim sonunda
goriilebilir bant vermesi i¢in 8. ve 6. ekzonlara dogru intronik bolgelerden de alinarak
351 baz ¢iftlik bir bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in asagidaki primerler olusturuldu.

Forward primer(primer A): 5’-CTTGCAGTGAGCTGAGATCAC-3’

Reverse primer(primer B): 5’-AGAAATCGGTAAGAGGTGGGC-3’

Baslangicta bu primerlerle yapilan PCR da amplifikasyon tirlinti elde edilmis
iken bir siire sonra {irlin elde edilememistir. PCR daki basarisizlia heniiz ¢alismanin
planlanma agamasinda dizaym1 yapilan bu primerlerin stabil olmamasinin ve zaman
icinde degrade olmasinin neden oldugu anlagiimigstir.

Bu nedenle daha sonra Cizelge 3’te yeri gosterilen su primerler132 kullamlmusgtir,

P752: Forward primer(sense) : 5’-GCGCACTGGCCTCATCTTGG-3’

P732: Reverse primer(antisense): 5’-AGGGGTCAGCGGCAAGCAGA-3’

Kullanilan bu primerlerle 8. ve 6. ekzona dogru intronik bolgelerden de icerecek
sekilde, 216 b¢ uzunlugunda bir PCR amlifikasyon iiriinii elde edilmigtir. 110 baz cifti
uzunlugunda olan 7. ekzon, restriksiyon enzimleri ile kesildiginde goriintiilenmesi zor
kiiciik bantlar vereceginden, PCR {iriiniiniin 216 b¢ uzunlugunda olmasmin kesim

sonunda elde edilecek bantlarin goriiniir sinirlarda olmasim saglayacag: diistintilmiistiir.
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Cizelge 3. Insan p53 geninin (TP53) ekzon 7 kodlayic1 bblgesi ve segilen amplifikasyon bélgesi ile

primerleri gosteren niikleotid dizisi. Dizide 7. ekzon koyu biiyiik harflerle, primerler ise alti gizgili ve

koyu olarak gosterilmistir.
Toplam sekans uzunlugu: 20281 bg (5’~»3" ) sense

» Genin Baglangica

13801 ctactcggga ggctgaggaa ggagaatggc gtgaacctgg
13861 ctgagatcac gccactgcac tccagcctgyg gcgacagage
13921 aaaaaaaaag gcctcccctg cttgecacag gtctccccaa

Ekzon 7 nin baslangici: kodon 225 (GTT)
d

13981 ggcctgtgtt atctcctag@ TTGGCTCTGA CTGTACCACC
14041 TAACAGTTCC TGCATGGGCG GCATGAACCG GAGGCCCATC
14101 AGACTCCAGy tcaggagcca cttgccacce tgcacactgg

14161 gecttgcegect gaceectggg cccacctett accgatttct

d) p53 geni 7. ekzonunun PCR ile amplifikasyonu

Omeklerimiz

icin uygun amplifikasyon kosullarinin

gecggtggage ttgcagtgag
gagattccat ctcaaaaaaa
ggegeactqag cctcatottg

ATCCACTACA ACTACATGTG
CTCACCATCA TCACACTGGA
cctgectgtge cccagectet
tccatactac tacccatcceca

saptanmasi

cesitli

denemelerle belirlendi. Primerlerin ve Taq polimerazin farkli konsantrasyonlar: yaninda

PCR programinda farkli 1s1 dongiileri ve yapigma (annealing) isilart denendi. Her

denemede sadece bir degisken disindakiler sabit tutuldu. Optimal amplifikasyonun

gerceklestigi kosullar biitiin PCR reaksiyonlan igin kullanildi (Cizelge 4).

Cizelge 4. Optimal amplifikasyonun gergeklestifi PCR reaksiyonu

25 pl reaksiyon kansgiminda
PCR Bileseni Final Konsantrasyon miktar
Primer 1 (10 pmol) 10 pmol 1l
Primer 2 (10 pmol) 10 pmol 1ul
MgCl, 2.0 mM 2l
dNTP 0.2 mM 0.2 ul
Taq Polimeraz 125U 0.25 pl
Genomik DNA - 0.5 pg 1ul
10xPCR tamponu 1xPCR tamponu 25u
Su 17.05 pl
Optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR reaksiyonundaki 1s1 dongiileri su
sekilde programlandi:
1-On denatiirasyon: 94°C’de 5 dk
2-Denatiirasyon : 94°C’de 45 sn
Yapisma : 60°C’de 45 sn
Sentez 1 72°C’de 45 sn
Toplam 35 dongii
3-Final sentez : 72°C’de 10 dk
4- 4°C’de muhafaza



PCR reaksiyonunun hazirlanmasinda sirasiyla su basamaklar izlendi:

» Reaksiyonda kullanilacak DNA’lar ve ¢ozeltiler -20°C’den alinip ¢ozdiiriildii.

o %70’lik alkolle temizlenmis laminar flow kabini i¢inde lizerlerine &rnek kodu
yazilarak 200 pul’lik PCR tiipleri hazirlandi. —

e Tiim DNA o6rnekleri ve ¢ozeltiler 6nce vortekslendi, daha sonra tiipiin duvarmdaid
tiim damlalar toplamak amaciyla kisa bir siire santrifiij edildi.

o Reaksiyon hacmini tamamlamak i¢in steril bidistile su i¢eren bir ampitil kullanildi.

* PCR mix hazirlamak i¢in 200 pl’lik bir PCR tiipiine buz iizerinde daha énce hesap
edilen miktarlarda 10X tampon, MgCl,, primerler, dNTP mix ve Taq polimeraz
eklendi.

o Tiip 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir siire santrifiij edildi.

o Kodlanmig her bir PCR tiipiine 6nceden hesap edilen miktarda su ve kodunu
tagidiklari DNA eklendi.

e Daha sonra PCR mix tiiplere esit olarak dagitildi.

e Boylece tiiplerin her birine tiim PCR bilegenleri yani DNA, 10X tampon, MgCl.z,
primerler, dNTP’ler, Taq polimeraz ve su, buz iizerinde eklenmis oldu.

e Tiipler 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir siire santrifiij edildi.

e Tiipler 6nceden programlanmis thermal cycler’a yerlestirildi ve cibaz ¢alistinld.

Cibaz durduktan sonra PCR amplifikasyon iiriiniiniin elde edilip edilmedigini
gormek amactyla, tiriinler oncelikle %2.5’luk agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

Urlinler, 216 b¢ uzunlugunda olmas: beklenen fragmani belirlemeye olanak verecek

bantlar1 igeren marker olan Mspl ile kesilmis pUC18 veya pUC19 ile beraber yiiriitiildii.

Uvitec jel goriintiileme cihazinda diskete alinan jel goriintiileri bilgisayar ortamina

aktarildi.

e) RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) Analizi ile PCR
iriinlerinin kesimi

PCR iirtinii 1gmde literatiir t a31’133’134’135’136’137

sonucu elde edilen mutasyon
noktalar1 igin tanima dizisi olan endoniikleazlar ‘restriction mate’ programi'®®
kullamilarak belirlendi. Ekzon 7 i¢in normal diziyi kesen fakat mutasyonlu diziyi
kesmeyen endoniikleazlar ve kesim tripletleri sunlardir:
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BspLU11I(triplet 236),
Mae II(triplet 238),
Ital(triplet 244),
Mspl(triplet 248),
Hinfl(triplet 259)

PCR amplifikasyon iirlinii (7. ekzon), segilen restriksiyon enzimleri ile kesilerek
RFLP analizi uygulanmisur. Restriksiyon enzimlerinin ¢alisma sicakliklar1 (EK 1.6) goz

dniinde bulundurularak uygulanan kesim reaksiyonlar1 Cizelge 5°te gosterilmigtir.

Cizelge 5. p53 geni 7. ekzondaki 5 mutasyona 6zgli 5 farkli enzim tarafindan kesimin gergeklestigi

reaksiyon kosullar1

BspLU11I | MaeIIl | HinfI Ital Mspl
DNA Spul Sul Sul 5ul 5pul
Tampon 1l 6 ul 1pul 1 pl 1pul
Bidistile su 3.75 ul - 3.8 ul 3.8 ul 3.8 ul
Enzim 0.25 pl 1.25 ul 0.2 ul 0.2 pl 0.2 ul
Reaksiyon hacmi 10 ul 12.25 pl 10 pl
Reaksiyon 1s1s1 48 °C 55°C 37°C
Reaksiyon stiresi -1 saat

Kesim reaksiyonu bilegenleri tiipe Cizelge 5’te belirtilen oranlarda eklendikten
sonra, kesim tiipleri, galisilan enzime uygun olan 1s1ya ayarlanmis su banyosuna alindi
ve 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda enzimin inaktivasyonu i¢in, 1siyla inaktive olanlar
65°C’de 10 dk tutularak, isiyla inaktive olmayanlar 0.5 pl 0.5 M EDTA (EK 1.7)
eklenerek inaktive edildi. Enzim inaktivasyonundan sonra kesimler, jele uygulanan PCR
iirtiniiniin izlenmesini saglayan Bromfenol mavisi iceren 6X yiikleme tamponu (EK 1.8)
ile kangtirilarak poliakrilamit jele ﬁygulamaya hazir hale getirildi. Bﬁnun icin 6X
yiikleme tamponundan 1 pl almip 5 pl kesim soliisyonu ile karistirildi. Elde edilen
firiinler poliakrilamit jelde yiiriitillerek pUC18 veya pUC19 DNA/MspI‘ ﬁ}arker’i ile ve
Cizelge 6°da verilen beklenen bant sayisi ve biiyiikliikleriyle. kargilagtinlarak bilinen
p53 mutasyonlar aragtirildi. ‘
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f) Kesim iiriinlerinin poliakrilamit jel elektroforezi (EK 1.9) ve yorumlanmasi
% 12’lik Poliakrilamit jeli hazirlamak i¢in su 6n hazirliklar yapildi:

o %40’lik stok akrilamit ¢ozeltisi hazirlandi.

e % 25’lik Amonium Per Siilfat (APS) ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi.

e 5X TBE stok tamponu hazirlanip otoklavda steril edildi.

e Dikey elektroforez cihazi1 temizlenip saf sudan gecirildikten sonra, elektroforez
camlan1 % 70’lik alkolle silinip kurutuldu.

e Camlarn arasina sizdirmay: 6nlemek iizere vazelinlenmis spacer’lar yerlestirildi.

o Arasima spacer’lar konmus olan camlar aparata yerlestirildi ve vidalan sikistirilda.

e 12 kuyuluk tarak, % 70’lik alkolle silinerek camlarin arasina yerlestirildi.

% 12’1ik jeli olusturmak iizere temiz bir kaba:
3.75 ml distile su

2.25 ml %40’k akrilamit

1.5 ml 5X TBE tamponu

50 ul APS ve

5 ul TEMED eklenerek kargtirldi.

e TEMED ceklendikten sonra poliakrilamit karigimi miimkiin oldugunca c¢abuk
enjektdre cekilip, enjektorle camlarin arasina hava kabarcifi kalmayacak sekilde
enjekte edildi. Ciinkii TEMED polimerizasyonu baslatici katalizor bilegendir.

e Polimerizasyonun ger¢eklesmesi igin 15-20 dk beklendi.

s Polimerizasyon gergeklestikten sonra aparat tankin i¢ine yerlestirildi.

e Jelin alt ve iist sinirlarina temas edecek sekilde tanka 1X TBE tamponu eklendi.

e Tampon eklendikten sonra tarak diizgiin bir gekilde cekildi.

e Her bir kuyuya, 4 pl yiikleme tamponu ile kanigtinlms kesim iiriinii uygulandi.

e Kuyulardan birine, kesim bantlariyla karsilastirmak i¢in marker (4 pl), birine de,
kesim sonucu olugan bantlarin kesilip kesilmedigini kontrol etmek amaciyla PCR
tirlinl uygulandu.

o Tankin kapag: kapatilds, gii¢ kaynagi calistirildi ve 2 saat siire ile akim uygulandi.

e Siire sonunda jel, camlarn arasindan almarak 1XTBE’de . 0.5 pg/ml
konsantrasyonunda hazirlanmig EtBr ¢ozeltisinde 30-45 dk boyand .

e Boya artiklarinin uzaklagtirilmas: amaci ile jel boya ¢ozeltisinden ¢ikarilip saf su

icine alindi.
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e Bir siire bekletildikten sonra saf sudan alinan jel, Uvitec goriintiileme cihazinin igine
yerlestirildi ve ekrandan izlenerek fokus ayan yapildi.

e Goriintii istenen 6zellikte ise yani kesim ve PCR {irlinleri temiz ise goriintii diskete
aktarildi. Jel goriintiisii istenen Ozelliklerde degil ise sorun giderilmeye ¢alisilarak
poliakrilamit jel elektroforezi tekrar edildi.

e Sorun PCR’da ise PCR, kesim reaksiyonunda ise kesim, jel de ise poliakrilamit jel
elektroforezi tekrar edildi.

e Jel goriintiilerinin yorumlanmasi, Mspl ile kesilmis pUC18 veya pUC19 marker
bantlariyla kiyaslama yoluyla yapiidi. .

¢ PCR iiriintimiiziin ve kesim sonucunda olusan parcalarin, Cizelge 6’da gosterilen
beklenen biiyiikliikleri marker ile karsilagtirildi. Boylece orneklerimizin normal

veya mutant olduguna karar verildi.

Cizelge 6. 7. ekzondaki 5 mutasyonun normal ve mutasyonlu dizideki bant sayis1 ve uzunluklarinin RFLP
analizi

RESTRIKSIYON KESTIGI | FRAGMAN FRAGMAN KESiM

TRiPLET ENZIMI DIizZi SAYISI UZUNLUKLARI SAYISI
Maelll Normal 2 138,78 1
238 CINGG Mutant 1 216 0
Ital Normal 3 107,98,11 2
244 C Mutant 2 205,11 1
Mspl Normal 2 108,108 1
248 C/ICGG Mutant 1 216 0
Hinfl Normal 2 141, 75 1
259 GIANTC ot 1 216 0
BspLU111 Normal 2 143,73 1
236 A/CATGT Mutant 1 216 0

3.2.2. Doku Kiiltiirii ve Sitogenetik calisma icin kullamilan yontem
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalindan saglanan kanserli dokular

antibiyotikli (%2.5) yikama besiyeri (EK 2.1) i¢inde taginarak steril sartlarda doku
kiiltiirii yapildi. Tiimor ormeklerinin doku kiiltiirii, laboratuvarda laminar flow kabini
icerisinde aseptik c¢aligma kosullarina uygun olarak yapildi. Doku kiiltiirtintin

yapilmasinda ve metafaz alani eldesi agamalarinda standart tekniklerden yararlamldi*®.
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Kiiltiiriin yapilmasi

1.

Yikama besiyeri i¢inde gelen doku, laminar flow kabini icinde steril petri kabina
alindi.

Doku, steril makas ve bistiiri yardimu ile yaglarindan anndirildt ve 2 kez yikama
besiyeri ile yikand1.

Ugiincii kez yikamada besiyerinde 5 dk. bekletildi.

Bu yikama iglemi (3. basamak) 2 kez tekrar edildi.

5. Doku en son Tripsin-EDTA ile yikandi; dokunun tizerine 1 ml Tripsin — EDTA

eklendi ve steril bistiiri yardimi ile oldukga kiigiik pargalara ayrildi. Daha sonra
dokunun biiyiikliigiine gore tizerine 1-2 ml daha Tripsin—-EDTA ilave edildi.
Tripsin-EDTA ile 37°C’de 30 dk bekletilerek enzimatik yolla hiicrelerin dokudan
ayrilmasi saglandi.

Diger taraftan hiicre ekiminde kullanilacak flasklara 2.5 ml besiyeri eklenerek
flasklar ekime hazir hale getirildi.

Tripsin—EDTA igindeki hiicreleri miimkiin oldugunca ayrilmis olan doku, invert
mikroskopta incelendi.

Tripsin-EDTA’l1 doku, pastor pipetine gekildi ve 2.5 ml besiyeri (EK 2.2) igerén
doku kiiltiirii flasklarina (25 cm”) ekildi.

10. Flasklarin (6rnek bagina iki flask) kapag gevsek kapatilarak dokunun, 37°C’de, %5

oraninda CO, iceren inkiibatrde agik sistemle kiiltiirii yapildi.

11. 3-4 giin araliklarla besiyeri degisimi yapild:.

12. Kiiltiir siiresi 6-11 giin arasinda degisti.

Metafaz alanlarmin eldesi (Hasat)

1.

Yeterli miktarda mitotik hiicre yogunlugu gézlenen flasklarin tlim besiyeri hasattan
1 giin Once degistirildi.
Ertesi sabah saat 10% da flasklara 0.04 mg/ml oraninda kolsisin damlatilds.

3. Kolsisin ile 4 saatlik inkiibasyondan sonra flaskin igerigi bir santrifiij tiipiine

aktarildi.

Flaska 1 ml Tripsin~EDTA eklendi, kisa bir yikamadan sonra igerigi pastor pipeti
ile ayn1 santrifiij tiipline aktarld1.

Flaska tekrar 1 ml Tipsin—EDTA eklendi ve kapak sikica kapatilarak 37°C’de 3 dk
inkiibe edildi.
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12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.

Siire sonunda invert mikroskopta hiicrelerin flasktan sokiiliip sokiilmedigi kontrol
edildi.

Tabandan sokiilmeyen hiicrelerin fazla oldugu durumlarda 1 ml daha Tripsin-EDTA
eklenerek flask 37°C’de bir siire daha bekletildi.

Yeterince hiicre sokiildiigli zaman flaska 3 ml yikama besiyeri eklenerek Tripsin
aktivitesi durduruldu (besiyeri anti-Tripsin aktivitesine sahiptir).

Flaskin icerigi santrifiij tiipiine aktarildi.

. Tupler 1300 devirde 8 dk santrifiij edildi.
11.

Santrifiijden sonra dipteki hiicre peletinin iizerinde 0.5 — 0.75 ml sivi kalacak
sekilde siipernatant atildi. Pelet hafif parmak vuruglan ile bu siv1 i¢inde homojen bir
sekilde kangtirildi.

Uzerine 5 ml civarinda azar azar 0.075 M KCl eklendi (XCI hasattan 1-2 saat dnce
37°C’lik etiive alinmalidir)

Tiipler parmak vuruslan ile kanstirild: (vorteksleme yapilmamalidir).

Hiicrelerin  gismesi igin 37°C’de 35 dk bekletildi. Bu arada fiksatif
(3:1—-Metanol: Asetik asit) taze olarak hazirlanip buzdolabinda bekletildi.

Siire sonunda tiipe 13 damla fiksatif damlatildi. Pipet ile kanstirildi.

Tip santrifiij edildi ve peletin lizerinde 0.5 ml sivi kalacak sekilde istteki
slipernatant atildi. Hiicre peleti, hiicre zarlarinin zayiflatilmas: amaci ile 3 kez 5ml
fiksatifle yikandi. Her bir yikamada fiksatif tiipe pastor pipeti ile’yavas yavas
eklenerek, pipetajland1 ve santrifiij edildi.

Uglincii yikamadan sonra hiicre peletinin tizerine 0.5 ml siipernatant birakilip gerisi
atildi.

Hiicre peleti pipetajlama ile homojenize edildi ve yayma hazirlamak iizere pastor
pipetine ¢ekildi.

Temizlendikten sonra buzdolabinda metanol veya alkol icinde bekletilmis soguk
lamlar {izerine 40-50 cm yiikseiden 1-2 damla hiicre sﬁspansiyomi damlatilarak

kromozom preparatlar: hazirlandi.

20. Preparatlar oda 1sisinda kurutulduktan sonra 37°C’de 2 giin veya 60°C’de 1 gece

21.

bekletilerek yaslanmasi saglandi.
Kiiltirden elde edilen kromozom preparatlart solid ve Giemsa (GTG) bantlama
yontemleri ile boyanarak sayisal ve yapisal kromozom anomalileri yoniinden

tarandi.
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GTG Yontemi (Tripsin ve Giemsa ile G bantlama) ile Preparatlarin Bantlanmasi
ve Boyanmasi
2 giin 37°C’de yaslandirlan preparatlara GTG bantlama yap11d114°.

e 1.5 mI'lik tripsin stok soliisyonu (EK 3.1) -20°C’den ¢ikanilip ¢ozdiiriilerek bir sale
icerisindeki 75 ml % 0.9’luk NaCl (EK 3.2) icerisine eklendi ve pH’s1 7.5-7.8’¢
ayarlandi.

» Ikinci saleye 75 ml fosfat tamponu (EK 3.3) eklendi. .

e Ugiincii saleye ise 75 ml fosfat tamponu igerisine % 7-10 oraninda Giemsa (Ek 3.4)
eklenerek boya ¢6zeltisi hazirlandi.

e Once iyi bant elde etmek amaciyla bir-iki preparat 20-90 sn tripsin ¢ozeltisinde
tutularak boyandr ve mikroskopta kontrol edildi. Bdoylece tﬁm' preparatlara
uygulanacak en uygun tripsin siiresi belirlendi.

o Preparatlar, fosfat tamponunda hafifce ¢alkalanarak yikandi.

¢ Daha sonra Giemsa boya ¢ozeltisi ile 3-5 dk boyandi.

e Musluk suyundan gegirilen preparatlar havada kurutuldu.

¢ Bantlann boyanmis metafaz kromozomlarn mikroskop altinda sayisal ve yapisal
olarak immersiyon yag: kullanilarak 100X objektifle incelendi.

o Kromozomlarda gériilen sayisal ve yapisal bozukluklar ile frajil bb‘lgelér
Uluslararas: Insan Sitogenetik Isimlendirme Sistemine (ISCN) gore isimlendirilerek
kaydedildi.

¢ Her kanser dokusu icin analiz edilebilecek her alan incelendi.

e Preparatlar inceleme sonrast Ksilol’den gegirilerek immersiyon yagindan
temizlendikten sonra entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

o Boylece devamli hale getirilen preparatlar fotograf ¢ekimi icin saklandi.

Fotograflama islemleri

Kromozom anomalisi saptanan metafaz alanlar: belirlenip kaydedildikten sonra
Leitz Wetzler Orthomat mikroskopta 50 ASA’lik Iiford PANF filmi kullandardk
fotograflar1 cekildi. Cekimler 100X biiylitmede ve immersiyon ya§i altinda yapildi.
Fotograflarin basim iglemleri icin Ilford ilfospeed multigrade fotograf kagidi kullamldi.

38



4. BULGULAR

4.1. MOLEKULER BULGULAR
Caligsmamuzda kanserli ovaryum (11) ve endometriyum (12) olgular ile normal

(1) dokudan (Kontrol) izole edilen DNA’lar kullanidmistir. Bu DNA’larin saflii ve
konsantrasyonu Cizelge 7°de verilmistir DNA’lar kullamma uygun saflik ve

konsantrasyonda idi.

Cizelge 7. Ovaryum (11) ve endometriyum (12) dokusu ve normal (1) dokudan (Kontrol) izole edilen
DNA’lann safli1 ve konsantrasyonu

HASTA KODU R(SAFLIK) KONSANTRASYON(ug/ul)
01 1.8 0.96
02 1.7 0.29
03 1.7 2.08
04 1.8 1.44
05 1.7 0.22
06 1.8 1.05
o7 1.8 1.02
o8 1.7 0.52
09 1.7 2.09

010 1.7 0.51
O11 2.0 0.2
El 1.6 1.03
E2 1.7 2.69
E3 1.6 427
E4 1.8 128
E5 17 0.51
E6 1.7 0.75
E7 1.8 0.82
E8 1.8 0.44
E9 19 1.16
E10 1.8 428
Ell 1.7 0.04
El12 19 ‘ 0.98
KONTROL 1.8 s 1.1
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Farkli 2 yontemle (Fenol-kloroform-izoamil yontemi ve kitle) E1 6rneginden
izole edilen DNA’lardan optimizasyon denemeleri sonucu elde edilen 216 bg.
uzunlugundaki amplifikasyon iiriinleri Sekil 5’te gosterilmigstir. Bu denemeler sonucu
Fenol-kloroform-izoamil yontemiyle izole edilmis olan DNA’nin daha kalin ve parlak

bir bant verdigi ve PCR’da daha verimli oldugu goriilmiigtiir.

Sekil 5. Farkli 2 y6ntemle izole edilen E1 6rnegi DNA’larindan elde edilen 216 bg. uzunlugundaki
amplifikasyon Urlinti

Tiim 6rneklerden elde edilen PCR amplifikasyon firtinleri %2.5’1uk agaroz jel
elektroforezinde 216 bg’lik fragmani belirlemeye olanak verecek bantlar1 igeren marker
ile beraber yiiriitiilmiis ve jel goriintiileri bilgisayar ortamina aktarilmigtir. Orneklere ait

PCR amplifikasyon {irtinleri Sekil 6, 7 ve 8’de gosterilmistir.

Sekil 6. Ovaryum dokularina (01-O11) ait DNA’larin PCR {irtinleri (216 bg )
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Sekil 8. Endometriyum dokularina ait (E1-E11) DNA’larm PCR {irtinleri (216 bg)

4.1.1.Restriksiyon enzimi Kesimleri

PCR firtinlerinin uygun oldugu belirlendikten sonra tiim Ornekler, normal
{irtinleri belli noktalarda kesme 6zelligine sahip olan BspLU11 I, Mae III, Ita I, Msp I
ve Hinf I restriksiyon enzimleri ile RFLP analizi igin kesilmistir. Bu kesimlerin
poliakrilamit jel goriintiileri Sekil 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 ve
24°te verilmistir. Bunlardan sadece Sekil 16°daki %8’1ik, digerleri %12°lik poliakrilamit

jel gortintiileridir.
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Kanserli ovaryum (O1-11) ve endometriyum (E1-E12) dokusu ile kontrol olarak
kullanilan normal bir dokunun PCR tiriinlerinin BspLU111I enzimiyle kesilmesi sonucu
elde edilen bantlarin %12’lik poliakrilamit jel goriintiileri Sekil 9, 10 ve 11°de
verilmistir. Marker DNA ile karsilastirma yoluyla kesilmemis PCR {irliniiniin 216 bg, 10
ovaryum, 12 endometriyum kanserli doku ile kontrol dokusunun kesimiyle olusan 2
bantin 143 ve 73 bg¢ uzunlugunda oldugu gortlmistiir. Bu durumda bu &rneklerin
hepsinin normal diziye sahip oldugu anlagimaktadir. Ancak O11 dokusuna ait jel
goriintiisii 143 b¢ ve 73 b¢ uzunlugundaki bantlarla birlikte kontrol Orneginde
gézlenmeyen ve kesilmemis PCR iriini ile aym buyiikliikkte gortinen 3. bir bant
goriintiisii daha vermektedir (Sekil 10). Dolayisiyla burada normal dokudan sapma

gozlenmektedir. Kesilmis (normal) ve kesilmemis (mutant) allellerin herikisini de

iceren bu 6rnek heterozigot goriintimii yansitmaktadir.

Sekil 9. Ovaryum Kkanserlerine (O1-O8) ait PCR {irlinlerinin BspLU11 I restriksiyon enzimiyle elde
edilen kesim {iriinleri
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Sekil 10. Kontrol doku (K), ovaryum (09-O11) ve endometriyum (E9-E12) kanserlerine ait PCR
liriinlerinin BspLU11 I restriksiyon enzimiyle elde edilen kesim triinleri

Sekil 11. Endometriyum (E1-E8) kanseri 6rneklerine ait PCR driinlerinin BspLUI11 I restriksiyon
enzimiyle elde edilen kesim lirtinleri
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Sekil 12, Ovaryum Kkanseri (O1-09) ve kontrol doku (K) Srneklerine ait PCR Urlinlerinin Maelll
restriksiyon enzimi ile kesim tirtinleri

Kanserli ovaryum (11) ve endometriyum (12) 6rneklerinin Mae III enzimi ile
yapilmis olan kesim tirlinleri Sekil 12, 13 ve 14°te verilmistir. Bu enzimle kesilen 23
ornekte iki bant elde edilmis, bu bantlarin marker DNA’ya ait bantlarla
karsilagtirilmasindan 138 ve 78 bg biiyiikliigiinde olduklari, dolayisiyla normal dokuyu
isaret ettikleri anlagilmigtir. Aymi enzimle kesilen kontrol drneginde de yine 138 ve 78
be’lik iki bant elde edilmigtir (Sekil 12, 13).

Sekil 13. Kanserli ovaryum (010, O11) ve endometriyum dokusu (E10, E11, E12) ile kontrol doku (K)
drnegine ait PCR triinlerinin Maelll restriksiyon enzimi kesim Uriinleri
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Sekil 14. Kanserli endometriyum 6rneklerine ait (E1-E9) PCR firtinlerinin Maelll restriksiyon enzimi
kesim firiinleri

Sekil 15. Kanserli ovaryum (01-09) ve kontrol doku (K/Ital) &rnegi PCR iiriinlerinin Ital restriksiyon
enzimi kesim firtinleri

Ovaryum (O1-011) ve endometriyum (E1-E12) 6rneklerinin Ital enzimi ile
yapilmig olan kesim tiriinleri Sekil 15, 17 ve 18’de verilmistir. Ovaryum ve
endometriyum kanserli olgulardan elde edilen jel goriintiilerinin hepsinde 107 ve 98 bg.

bolgesinde kalin bir bantin olugtugu ve bunun normal kesim bantlarmi isaret ettigi
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gbzlenmis fakat 01,02, 06, O7 ve 09 (Sekil 15) Orneklerinde ikinci bir bantin
bulundugu, bunun da kesilmemis PCR 6rnegi ile ayn1 uzunlukta oldugu gézlenmistir.
BspLU11I enzimi ile kesilmis O11 olgusunda oldugu gibi kesilmis (normal) ve
kesilmemis (mutant) allellerin herikisini iceren bu Ornekler de heterozigot goriintimii
sergilemektedir. Halbuki kontrol doku 6rneginin ayni enzimle kesimi sonucu sadece
107 ve 98 b¢. uzunluguna uygun tek kalin bir bant goriintiisii verdigi saptanmistir (Sekil
15). Ita I ile kesilmis normal dokuda da iki fragman bulundugu ve bu fragman
uzunluklarmin 107 ve 98 b¢ uzunlugunda oldugu bilinmektedir. Ancak burada iki
bantin tam olarak ayrilmadig Gstiiste gelmis oldugu ve kalin fakat tek bir bant seklinde
goriildiigt dustintilmektedir. Ustiiste geldigi dustiniilen bu iki bant1 ayirmak i¢in %17 ve
%8’lik poliakrilamit jel elektroforezleri kullanildifinda %17°lik jelde iki bantin
ayrilmadif: fakat %8°1ik jelde belirginlestigi gézlendi (Sekil 16). Ayrilmay: gozlemek
amaciyla Ita I ile kesilmig kontrol (normal) dokuya ait PCR iiriinleri, %8’lik jelde 1 nolu
kuyuya 2.5 pl, 2 nolu kuyuya 3 pl, 3 nolu kuyuya 4 pl ve 5 nolu kuyuya 2 pl olacak
sekilde uygulandi. Sekil 16°da goriildiigii gibi, 2 ve 3 nolu kuyulardaki bantlarin 1 ve 5
nolu kuyulardaki bantlara gore daha parlak oldugu ve marker DNA ile
karsilastirildiginda bu bantlarin 107 ve 98 b¢ uzunlugunda olduklar1 ve birbirinden net
olarak ayrildiklar1 gozlendi. Dolayisiyla %12’lik jelde kalin bir bant seklindeki
goriintlintin 107 ve 98 be’lik iki banttan olustugu belirlendi.

Sekil 16. Kontrol (Normal) dokuya ait PCR Uriintintin Ita I ile elde edilen iki fragmaninin (107 ve 98
bg’lik) %8°lik poliakrilamit jeldeki goriniimit
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Sekil 17. Ovaryum kanserli 2 (010, O11) ve endometriyum kanserli 3 (E10-E12) doku ile bir kontrol
doku (K/Ital) drneginin PCR tiriinlerinin Ital restriksiyon enzimi kesim trlinleri

Sekil 18. Kanserli endometriyum (E1-E9) Srneklerinin PCR {iriinlerinin Ital restriksiyon enzimi kesim
tritnleri

Ovaryum (O1-O11) ve endometriyum 6rneklerinin (E1-E12) Mspl enzimi ile
yapilmis olan kesim trtinleri Sekil 19, 20 ve 21°de verilmigtir. Ovaryum ve
endometriyum kanserli 6rneklerden elde edilen PCR tirtinleri Mspl restriksiyon enzimi
ile kesildiginde elde edilen goriintiiler 108 bg. uzunlugunda bir bantin varligini isaret
etmektedir. Halbuki normal dokunun aym sekilde kesilmesi ile iki fragman elde edildigi
ve bu fragmanlarin uzunluklarimin 108 ve 108 b¢. uzunlugunda oldugu bilinmektedir.

47



Bu durumda normal dokuda da bir bant gézlenmesi iki fragmanin iistiiste gelerek tek bir

bant goriintiisii verdigini diigtindiirmektedir.

firtinleri

Sekil 20. Ovaryum kanseri (09-O11) ve endometriyum (E10-E12) kanseri 6rneklerine ait PCR
firlinlerinin Mspl restriksivon enzimi ile kesim {irtinleri
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pUC18/Mspl

Sekil 21. Endometriyum kanseri (E1-E9) ve kontrol doku (K/Mspl) érneklerine ait PCR firlinlerinin Mspl
restriksiyon enzimi ile kesim tirlinleri

Ovaryum (11) ve endometriyum (12) kanseri ¢rneklerinin Hinf I enzimi ile
yapilmis olan kesim triinleri Sekil 22, 23 ve 24’te verilmigtir. Ovaryum ve
endometriyum kanserli 6rnekten elde edilen PCR tirtinleri Hinf I restriksiyon enzimi ile
kesildiginde 141 ve 75 bg¢ uzunlugunda iki bant verdigi saptanmistir. Kontrol dokunun
kesiminde de iki bant olustufu ve bu bantlarin 141 ve 75 b¢ uzunlugunda oldugu
goriilmektedir (Sekil 22 ve Sekil 23). Dolayisiyla bu Grneklerin normal dokuyu isaret
ettigi saptanmuigtir.
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Sekil 22. Ovaryum kanseri (O1-09) ve kontrol doku (K/Hinfl) 6rnegi PCR tirtinlerinin Hinfl restriksiyon

enzimi ile kesim Urtinleri
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Sekil 23. Ovaryum (04, 010, O11) ve endometriyum kanseri (E10-E12) ile kontrol doku (K/HinfT)
drneklerine ait PCR firtinlerinin Hinf I restriksiyon enzimi ile kesim tiriinleri

i

pUC18/Mspl

Sekil 24. Endometriyum kanseri (E1-E9) 6rneklerine ait PCR iiriinlerinin Hinfl restriksiyon enzimi ile
kesim tirtinleri

Ovaryum (11) ve endometriyum (12) kanseri drneklerinin BspLU11I, Mae III,
Ita I, Msp I ve Hinf I enzimleriyle kesimi sonucu gozlenen normal (N) ve heterozigot
(H) goriiniimler Cizelge 8’de, ovaryum kanserli olgularda gézlenen mutasyonlarin
tiimor grade’ine gore siralanmast ise Cizelge 9°da verilmigtir. Cizelge 8’den goriilecegi
gibi endometriyum ve ovaryum kanseri olgularinin BspLUI1I enzimiyle kesimi
sonucunda yani triplet 236°da 1; Ital enzimiyle kesimi sonucunda yani triplet 244’te 5
olmak {izere toplam 6 olguda heterozigotluk goriilmiigtiir. Maelll, Mspl ve Hinfl
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enzimleriyle kesim sonucunda tiim olgulaﬁrmzda triplet 238, 248 ve 259°da herhangi
bir mutasyon saptanmamugtir.

Ovaryum kanserli olgularda triplet 236’daki mutasyon, 11 olguda 1 (%9), triplet
244’teki mutasyon ise 11 olguda 5 (% 45) oraminda goriildii. Ovaryum “kanserli
olgularda triplet 238, 248 ve 259’da; endometriyum olgularinda ise ¢aligilan 5 triplette
de mutasyon saptanmadi. Endometriyum  kanserli = olgularda  mutasyon
saptanmadigindan bu gurup i¢in mutasyonlann tiimor grade’ine gore sualanmasml

gosteren bir tablo yapilmamstir.

Cizelge 8. 23 kanserli dokuda triplet 236, 238, 244, 248 ve 259’da saptanan mutasyonlar. N; Normal, H;
Heterozigot dokuyu isaret etmektedir. .

Triplet 236 Triplet 238 Triplet 244 Triplet 248 Triplet 259
BspLU111 Mae HI Ital Msp 1 Hinf [

z

010

o

[ 8]
Wl Z| Zl Z)| Z| Z) z| Z| z) Z Z| Z| Z| zZ| Z2| Z) Z| Z| Z| Z| z} z| =z
Z| z| Z| Zt Z2) Z| 2| Z| Z| Z| Z| 2] Z} 2| Z| Z| Z| 2} Z| Z| Z| Z| Z
Z| Z W Z| || o 2| Zz| z| " m Z| 2] 2 2] Z) 2] Z| Z2] Z| Z]| Z
Zl Z| z| Z| Z| Z| 2} z| Z| Z| Zz| Z]| 2| Z| Z| z| Z| Z} Z] Zz] Z| Z| z
Z| z\ 'zl z| 2} Z| Zz| 2| Z| z| z2| Z| Z| Z} Z| Z] Z| Z| Z| 2| Z| z| Z

011
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Cizelge 9. Ovaryum kanserli olgularda gozlenen mutasyonlarin tiimér grade’ine gore siralanmast. N;
normal, H; heterozigot dokuyu isaret etmektedir.

OLGU | Triplet236 | Triplet238 | Triplet 244 | Triplet 248 | Triplet 250
GRADE KODU | BspLUII | Mae Il Ttal Msp I Hinf [
GRADE 3 04 N N N N N
ol N N " N N
oy N N " N N
GRADE 2 05 N N N N N
08 N N N N N
010 N N N N N
07 N N H N N
GRADE 1 09 N N i N N
o1l H N N N N
GRADETBELLI| O3 N N N N N
OLMAYANLAR | 06 N N H N N

4.2. SITOGENETIK BULGULAR

Calisma stiresince toplam 23 olgudan (11 ovaryum ve 12 endometriyum) doku
kiiltliri yapilarak kromozom preparatlari elde edilmis ve sitogenetik analizleri
yapilmistir. Sitogenetik analiz sonuglari ve olgularin histopatolojileri Cizelge 10 ve
11°de verilmistir. Incelenen olgularin kromozomlarinda goriilen diizensizliklere ait bazi
fotograflar Sekil 25 ve 26’da gosterilmistir.

Olgulara ait preparatlar, sayisal ve yapisal kromozom anomalileri yﬁnﬁndén
incelenmistir. Yirmiti¢ olgudan sadece bir olguda (O9) hicbir kromozom anomalisine
rastlanmamustir. Yirmiiki olguda tespit édilmis olan baghica kromozomal diizensizlikler;
frajilite, kromatid kiriklari, translokasyon, inversiyon, delesyon ve izokromozom
seklindedir. Cizelge 10°da 11 ovaryum kanseri olgusunun, Cizelge 11'de 12
endometriyum kanseri olgusunun sitogenetik bulgulan ve histopatolojik tanilar
verilmistir. Ovaryum kanseri olgulannda 1, 2, 3,4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17,
18. kromozomlarda frajil bolge, kirik, delesyon, duplikasyonlar, inversiyon,
translokasyon, homojen boyanan Bﬁlgeler ve double minute yapilar goézlenmistir.
Ovaryum olgularindan over 5°de (OS5) bir alanda 1 translokasyon [t(3q;7q)], 35 alanin
tiimiinde 9, 10, 12, 14, 15 ve 20. kromozomlardaki sayisal artiglarla 54,XX karyotipi (11
olguda 1: %9) tespit edilmistir (Cizelge 10). Endometriyum kanseri olgularinda 1, 2, 3,
5,6,7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 21, 22 ve X kromozomlarinda frajil bolgeler,
kinklar, gapler, delesyonlar, inversiyonlar, homojen boyanan bolgeler,
endoreduplikasyonlar, radiyal goriintimler, erken sentromer ayrilmalari, asentrik

kromozomlar ve double minute yapilar goriilmiigtiir (Cizelge 11).
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E6 ve 011 olgularimn karyotip analizlerinde belirlenmis olan gesitli anomaliler
Sekil 25°te, El olgusunda inv (21)(p13;q22.2) ve OS5 olgusunda 54, XX, +9, +10,
+12x3, +14, +15, +20 karyotipi Sekil 26’da gosterilmistir.

Sekil 25. E6’da a)endoreduplikasyon b) quadriradiyal gériiniim ¢) chtb(1)(q42) d) chtb(2)(q11)
e) fra(5)(q31)[2], chtb(3)(p21)
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@
maltipl kireklar

triradial goriiniim

3p2l;q25

dup(4) (gl I-ter)(x2) |

Sekil 25.-f) E6’da del(7)(q34)+17 g) E6°da triradiyal goriintim, chtb(1)(p32), chtb(2)(q31), del(12)(p13)
ve multiple kiriklar h) O11°de tiim alanlarda tespit edilen dup(4)(q11—>ter)[2] i) E6’da del(3)(p21,925)[2]
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4

4
inv(21)(p13q22.2)

2B,
o

Sekil 26. a) E1’de inv(21)(p13;922) b) O5’te 54,XX,+9,+10,+12x3,+14,+15,+20 karyotipi ve t(3¢;7q)
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Cizelge 10. Onbir ovaryum kanseri olgusunun sitogenetik bulgular ve histopatolojik tanilart

HASTA METAFAZ | MODAL KROMOZOMAL HISTOPATOLOJIK
KODU | YASI SAYISI SAYI ANOMALI TANI
fra(1)(q21)
fra(1)(q32) ..
chtb(1)(p34) Serbz
del(2)(q31) Papiller
fra(2)(g33) .
fra(3)(p25) Kist
fra(3)(q27) Adenokarsinoma,
chtb(5)(q12)

01 69 60 46 fra(T)(q22) Omentum
chtb(10)(q22) Metastazi var
fra(11)(q23)
chtb(12)(q12) Grade 2
fra(14)(q13)
fra(14)(q24)
chtb(14)(q13)
del(18)(q23)
fra(1)(q21) Adenokarsinoma
chtb(4)(q12) e
chtb(5)(q31) {Endometriyoid tip)

02 54 20 46 chtb(17)(q24) Grade 2

Evre: 3C
fra(1)(g32) Krukenberg timori

03 48 35 46 | chb®@2D) Lenf metastazs
chtb(1)(q21) Endometriyoid

04 63 10 4046 |1¥2P19) Karsinom, Grade 3

Evre: 1B
54 XX,+9x3,+10x3,+12x5,+14, | Serd6z Adenokarsinoma
+15,+20x3

05 51 35 54 3¢:79) Grade 2

Evre: 3C
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Cizelge 10- devam

HASTA METAFAZ | MODAL KROMOZOMAL HISTOPATOLOIJIK

KODU | YASI SAYISI SAYI ANOMALI ~TANI
gap(5)(q31)[2] Endodermal

06 12 42 42-46 Siniis timorii, Evre:3C,

Lenf nodu metastazi
2gh+ Seroz,

o7 28 24 40-46 fra(3)(p14)(q12) Borderline,
fra(3)(q11)(pl13) Grade 1,
fra(3)(p21)(g21)(g28) Evre: 1C
9qh+
gap(1)(q21) Graniiloza

08 19 19 43-46 Hiicreli tiimr,

Grade 2,
Evre: 3C
o Adenokarsinom

09 54 11 34-46 Grade 1
2gh+[13] Serdz papiller

010 48 32 46 Kistadenokarsinom

Grade 2, Evre: 3C
£ap(2)(q23) '

011 438 27 47-77 chtb(3)(p25)[2] Over Ca:
chtb(3)(q11) Endometriyoid
dup(4)(ql1->ter)(tiim alanlarda) Adenokarsinom
del(4)(p16—ster) Grade 1, Evre 3C
del(5)(p13)[3] End. Ca: Evre: 1B
del(5)(p15)
del(5)(p14)
chtb(9)(p22)
del(11)(g25—ter)
inv(12)(p10-q12)[3]
del(13)(pl1—ter){2]
del(15)(pl1-ter)

dup(18)(ql1—ter)(tiim alanlarda)

double minutex5
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Cizelge 11. Oniki endometriyum kanseri olgusunun sitogenetik bulgular ve histopatolojik tamlart

HASTA
KODbU

YASI

METAFAZ
SAYISI

MODAL
SAYI

KROMOZOMAL
ANOMALI

HISTOPATOLOJIK

TANI

El

66

35

40~79

fra(1)(q11)
fra(1)(q32)

2p+[x2}
dup(2)(p11-12)
fra(3)(p21)
fra(5)(q31)
fra(7)(q22)
fra(9)(g34)
fra(11)(q23)
inv11(pl5.4;q23.1)
del(12)(p12)
fra(14)(q24)
fra(15)(q22)
fra(17)(q21)
1(19:22)(q13.3;p13)
inv (21)(p13;q22.3)[2]
%(22:21)(q13;p13)

Adenokarsinoma
Grade 3
Evre: 2A

E2

54

26

46

chtb(2)(p13)
i(2)(p13)
chtb(5)(q31)[3]
chtb(7)(q21)
del(7)(g34)
fra(11)(q24)
del(11)(p15)
chtb(17)(q21)(7]
1(14;21)(q11;q11)
fra(X)(q27.3)

Adenokarsinoma
Grade 2
Evre: 1B

E3

60

22

46

chtb(5)(q31)
del(11)(p15)
del(11)(q23)
fra(17)(q21)

Adenokarsinom
Grade: 2
Evre: 1B
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Cizelge 11-devam

HASTA

KODU | YASI

METAFAZ
SAYISI

MODAL
SAYI

KROMOZOMAL
ANOMALI

HISTOPATOLOJIK
TANI

E4 69

57

46

gap(1)(q32)[2]
gap(1)(p36)
gap(3)(p21)
fra(5)(q35)
fra(5)(q31)
gap(5)(g31)[4]
fra(7)(q22)
fra(14)(q32)

Adenokarsinoma
Grade 1
Evre: 1B

E5 68

41

25-46

1ph+
gap(1)(p32)
chtb(1)(p12)
gap(1)(q32)
gap(1)(p22)
3qh+
gap(3)(p14)[4]
gap(3)(q21)[2]
del(3)(g21—ter)(p21—-ter)
del(5)(p15)
gap(5)(q22)
gap(5)(q31)
fra(5)(q31)[2]

fra(6)(q25)
heteroploidi(7)(g21)

inv(9)(q12-34)
fra(11){(g23)

Adenockarsinoma

Grade 3
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Cizelge 11-devamu

HASTA METAFAZ | MODAL KROMOZOMAL HISTOPATOLOJIK
KODU | YASI SAYISI SAYI ANOMALI " TANI
del(1)(p21) Del(6)(q21) Malign Miilleryan
E6 64 85 19-141 | del(1)(p21-22) del(6)(q15) Mixt. Timorii

del(1)(q31){2] chtb(6)(q23) Grade 2
del(1)(p36)[2] chtb(7)(q11)

del(1)(p22,932) der(7,17)(p .p)

del(1)(p13,q922) del(9)(q13)

fra(1)(p36) chtb(9)(q22)(3]

fra(1)(q42) fra(10)(p13)(2]

fra(1)(p22) chtb(10)(p11)

chtb(1)(p32)[2] del(12)(p13)[4]

chtb(1)q21) fra(12)(q13)

chtb(1)(q23) chtb(12)(p12)

chtb(2)(q31) chtb(12)(q13)[2]

chtb(2)(q11)[2] gap(12)(q22)

chtb(2)(g35) fra(13)(q22)

chtb(2)(p13) gap(13)(q14)[3]

chtb(2)(q21)[2] gap(13)(q22)[3]

chtb(2)(q32) fra(14)(g22)

del(3)(p21,921)[4] | gap(15)(q15)([3]

del(3)(p21,925)(2] del(16)(q23)

del(3)(g25)(2] fra(16)(p13)

del(3)(p13,q21) chtb(16)(p13)

del(3)(p23,921)[2] chtb(17)(p13)[2]

chtb(3)(p21)[2] chtb(17)(q21)

del(4)(p15)[2] chtb(17)(q11)

fra(4)(q2D) chtb(20)(p11)

chtb(4)(p11) del(X)(q26)[2]

chtb(4)(p14) fra(X)(g27)
“chtb(4)(q21) fra(X)(p22)

chtb(4)(q12) chtb(X)(q26)

del(5)(p15) izo(Xq)

fra(5)(q31)[3] dmin[13]

chtb(5)(q13) end{2]

chtb(5)(g31) erken sentromer

dup(5)(q22) ayrilmas:

del(6)(q11) ace

radial goriiniim{7]

60




Cizelge 11-devanu

HASTA KROMOZOMAL | HISTOPATOLOJIK
KODU YASI METAFAZ SAYISI MODAL SAYI ANOMALI TANI
gap(1)(q32) Adenokarsinom
fra(1)(q21) Grade 2
79 38-92
fra(1)(q32)(4]
gap(3)(p21{3]
fra(3)(p21)
del(4)(p16)
del(5)(p15)(3]
fra(5)(q31-33)
fra(5)(q31)[7]
fra(9)(q32)
fra(10)(q23)
fra(12)(q13)
13p*
fra(17)(q25)
del(21)(q22)
fra(3)(p14) Adenosquaméz
fra(6)(q21) Karsinoma,
E8 59 s +6 fra(12)(q24)[12] Grade 2
fra(X)(g26)
del(3)(p25) Endometriyoid
: Karsinom
E9 64 60 46 chtb(3)(q12) Grade 2, 1C
fra(9)(q34)
fra(11)(g24)
Endometriyoid
Karsinom
E10 61 18 46 fra(12)(q24) Grade 2, 3C
Rektal, mesane,
omentum invaze
fra(2)(q35) Adenokarsinoma
Ell 69 1 46 Grade 2, 1B
Epitelyal Malign
- Ttmor indiferansiye
El2 62 42 46 Adenokarsinom,
Grade 2

Ovaryum (11) ve endometriyum (12) kanserli hastalarn kiiltlirlerinde kromozom

basina (sirasiyla 1-22. ve X kromozomlarinda) gozlenen frajil bolgeler Cizelge 12’de

verilmigstir. Kanser sitogenetiginde amag rastgele kromozom anomalilerinin arasindan
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en az iki ayn hiicrede gozlenen klonal degisiklikleri belirlemektir. Cizelge 12
incelendiginde klonal degisiklik olarak nitelendirilecek olan 2’den fazla hiicrede
gdzlenen frajil bolgeler belirtilmistir. Klonal olan frajil bolgeler parantez icinde kag
hiicrede goriildiigii belirtilerek gosterilmektedir.

Ovaryum kanserli olgularda 2., 4., 6., 7., 8., 9., 10, 11, 13, 15,, 16,, 17., 18.,
19., 20,, 21., 22. ve X kromozomunda frajilite, gap ve kromatid kirig1 gibi anomalilere
rastlandig1 halde klonal degisiklik olarak belirtilebilecek bir anomaliye rastlanmamustir.
Klonal degisiklik olarak gozlenen anomaliler 1. kromozomda 1q21[4] ve 1q32[2]
bolgelerinde, 3. kromozomda 3p25[3] ve 3q11[2] bolgelerinde; 5. kromozomda Sp13([3]
ve 5q31[3] bolgelerinde, 12. kromozomda 12p10[3] ve 12q12[4] bolgelerinde ve 14.
kromozomda 14q13[2] bolgesinde gdzlenmigtir.

Endometriyum kanserli olgularda ise klonal degisiklik oram ovaryum kanserli
olgulara gore daha fazladir. Hi¢ anomali gozlenmeyen kromozomlar 8. ve 18.
kromozomlar iken, 14., 15, 19., 20. ve 22. kromozomlarda cesitli frajilitelere
rastlandigi halde hi¢ klonal degisiklik gézlenmemigtir. Klonal degi;.siklik olarak
gozlenen anomaliler 1. kromozomda 1p21[2], 1p22[3], 1p32[3], 1p36[4], 1q21[2],
1q31[2] ve 1q32[10] bolgelerinde; 2. kromozomda 2p13[3], 2ql11[2], 2q21[2] ve
2q35[2] bolgelerinde, 3. kromozomda 3p14([5], 3p21[15], 3p23[2], 3q21[10] ve 3q25[4]
bolgelerinde; 4. kromozomda 4pl15[2] ve 4q21[2] bolgelerinde; 5. kromozomda
Sp15[5], 5q22[2] ve 5q31[25] bolgelerinde; 6. kromozomda 6q21[2] bdlgesinde; 7.
kromozomda 7q21[2] ve 7q22[2] bolgelerinde; 9. kromozomda 9q22[3] ve 9q34[3]
bolgelerinde; 10. kromozomda 10pl13[2] bélgesinde; 11. kromozomda 11p15[3'],
11q23[4] ve 11q24[2] bolgelerinde; 12. kromozomda 12p12[2], 12p13[4], 12q13[4] ve
12q24[3] bolgelerinde; 13. kromozomda 13q14[3] ve 13q22[4] bolgelerinde; 16.
kromozomda 16pl3[2] bolgesinde; 17. kromozomda 17pl3[2] ve 17q21[10]
bolgelerinde; 21. kromozomda 21p13[2] bolgesinde ve X kromozomunda Xq26[3] ve
Xq27[2] bolgelerinde gozlenmistir. )

Literatiirlerde kanser kirilma noktalari ve frajil bolgeleri olarak degerlendirilmis
olan 1p36, 1q21, 7q22, 11pl5, 11ql3, 11q23, 12913, 16p13’teki frajiliteler
inceledigimiz endometriyum kanserlerinde, 1921, 7q22 ve 11q23’teki frajiliteler ise
ovaryum kanserlerinde gézlenmistir.

Radyal goriiniim ve endoreduplikasyona sadece E6 olgusunda rastlanmustir.
dmin yapilar, O11 ve E6 olgulaninda gozlenmigtir (Cizelge 11).
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Cizelge 12. Ovaryum (11) ve endometriyum (12) kanserli dokularda kromozom bagina gézlenen kirilma
noktalari, fra, chtb, gap, del ve klonal degisimler. Son yaymlara”o'111 gore kanser kirilma noktast olarak
degerlendirilmis bolgeler koyu renkte gosterilmistir.

KROMOZOM OVARYUM ENDOMETRIYUM
NO KANSERI KANSERI
I 1p34 Ipl2
1q21[4] 1p13
1g32[2] 1p21[2]
1p22[3]
1p32[3]
1p36[4]
1q11
1g21[2]
1922
123
1g31]2]
1¢32[10]
1g42
2 2923 2p11-12
2q31 2p13[3]
2933 2q11]2]
2921[2]
2g31
2q32
2g35{2]
3 3pl3 3pl3
3pl4 3p14[5]
3p21 3p21[15]
3p25[3] 3p23[2]
3q11[2] 3p25
3q12 3q12
3q21 3q21[10]
3q27 3q25[4]
3q28
4 4pl6 4pl1
4q11 4pl4
4q12 4p15[2]
4pl6
4q12
4q21[2]
5 5p13[3] . 5p15[5]
5pl4 5q13
5pl15 5q22[2]
5q12 5q31[25]
5931[3] 5933
5q35
6 : 6q11
6q15
6q21[2]
6q23
6925
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Cizelge 12-devam

1922

7q11
7q21[2]
7q22[2]
7q34

o0

8q21

9p22

9q12
9q13
9q22[3]
9932
9q34[3]

10

10q22

10pi1
10p13(2]
10923

11

1123
11925

11p15[3]
11q23[4]
11q24[2]

12

12p10[3]
12q12[4]

12p12[2]
12p13(4]
12q13[4]
12922

12q24[3]

13

13pl1

13q14[3]
13q22[4]

14

14q13[2]
14q24

14q11
14922
14924
14q32

15

15p11

15q15
15q22

16

16p13[2]
16923

17

17q24

17p13[2]
17q11
17q21[10]
17q25

18

18q11
18923

19

19913

20

20pl1

21

21p13[2]
21q11
21q22

22

22p13
22q13

Xp22
Xq26[3]
Xq27[2]
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Cizelge 13 ve 14’te ovaryum ve endometriyum kanseri olgularinda kromozom

basina goriilen anomalilerin frekansi en yiiksekten en diistige dogru siralanmigtir. Her

iki gurupta da en yiiksek anomalinin kromozom 3’te oldugu ve onu kromozom 5 ve 1’in

takip ettigi goriilmektedir.

Cizelge 13. Ovaryum kanseri gurubunda kromozom bagina gorillen anomalilerin frekansi (en yiiksekten

en diisiige dogru siralanmistir)

Kromozom Numarasi

Anomali sayisi/Analiz edilen

metafaz sayisi

Ovaryum kanseri olgularinda

anomali %’si

3 12/315 3.8

5 9/315 2.85

1vel2 7/315 2.22
2,4ve 14 3/315 0.95

11 ve 18 2/315 0.63
7,8,9,10,13,15 vel7 1/315 0.31

Cizelge 14. Endometriyum kanseri gurubunda kromozom bagina goriilen anomalilerin frekans: (en
yiiksekten en diisiige dogru siralanmugtir)

Kromozom Numarasi

Anomali sayisi/Analiz edilen

metafaz sayisi

Endometriyum kanseri

olgularinda anomali %’si

3 40/488 8.2

5 35/488 7.17

1 32/488 6.55

12 ve 17 14/488 2.86
2 12/438 245
9vell 9/488 1.84

4 8/488 1.63

13 7/488 1.43
6,7veX 6/488 1.22
10, 14 ve 21 4/488 0.8.1
16 ‘ 3/488 0.61
15,18 ve 22 2/488 0.4
19 ve 20 1/488 0.2

Ovaryum ve endometriyum kanserli olgularda gbzlenen anomalilerin olgulara

gore %’si ve tiimor grade’ine gore siralanmasi Cizelge 15 ve 16’da verilmigtir. Grade

yiikseldikce malignitenin artt1g1 bilindiginden en malign ovaryum olgulaninda 1 ve 3

nolu kromozomlarda; endometriyum olgularinda ise 1,3,5,9 nolu kromozomlarda en
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fazla anomali olacagi goriilmektedir (Cizelge 15 ve 16). Aynica endometriyum

olgularinda malignite ile anomalili kromozom sayis1 belirgin sekilde artmaktadir

(Cizelge 16). Ovaryum ve endometriyum kanserli olgularda gézlenen dmin yapilar,

radyal gériiniimler ve endoreduplikasyonun gériilme oranlan Cizelge 17°de verilmistir.

Radial goriinim ve

endoreduplikasyon ovaryum kanserlerinde goriilmezken

endometriyum kanserlerinde goriilmekte (%1.43 ve %0.4), dmin yapilar ise ovaryum

kanserlerinde %1.58, endometriyum kanserlerinde %2.66 oraninda goriilmektedir.

Cizelge 15. Ovaryum kanserli olgularda gézlenen anomalilerin olgulara gére %’si ve tiimor grade’ine

gbre siralanmasi

ANOMALI SAYISVANALIZ ANOMALI GOZLENEN
GRADE OLGU KODU EDILEN METAFAZ SAYISI; KROMOZOM NO
% DEGERI
GRADE 3 04 2/10; 20 1,22
01 16/60; 26.6 1,2,3,5,7,10,11,12,14,18
02 4/20; 20 1,4,5,17 .
GRADE 2 05 7/35; 20 3,7,9,10,12,14,15,20
08 1/19;5.2 1
010 13/32; 40.6 2
07 9/24; 37.5 23,9
GRADE 1 09 0/11;0 -
011 25/27; 92.6 2,3,4,5,9,11,12,13,15,18
GRADE’I BELLI 03 2/35;5.7 1,8
OLMAYANLAR 06 2/42; 4.7 5

_grade’ine gbre siralanmasi

Cizelge 16. Endometriyum kanserli olgularda gézlenen anomalilerin olgulara gére %’ si ve timor

ANOMALI SAYISVANALIZ ANOMALI GOZLENEN KROMOZOM
GRADE OLGU KODU EDILEN METAFAZ SAYISI; NO
% DEGERI
El 19/35; 543 1,2,3,5,7,9,11,12,14,15,17,19,21,22
GRADE 3 E5 21/41; 51.2 1,3,5,6,7,9,11
E7 28/79; 35.44 1,3,4,5,9,10,12,13,17,21
E6 121/85; 142.3 1,2,3,4,5,6,7,9,10,12,13,14,15,16,17,20,X
E2 18/26; 69.23 2,5,7,11,14,17,21,X
E3 4/22; 18 511,17
GRADE 2 E8 5/12; 41.6 3,6,12,X
E9 4/60; 6.6 3,9,11
E10 1/18; 5.5 12
E1ll 1/11; 9 2
E12 0/42; 0 -
GRADE 1 E4 12/57; 21 1,3,5,7,14

Cizelge 17. dmin yapilar, radial goriiniim ve endoreduplikasyonun ovaryum ve endometriyum
kanserlerinde goriilme oram (Anomali saptanan alan sayisi/Analiz edilen toplam alan sayisi: % oran)

OVARYUM KANSERI

ENDOMETRIYUM
KANSERI

_ Double minute (dmin)

5/315: %1.58

13/488: %2.66

Radial g6riiniim

7/488: %1.43

Endoreduplikasyon

2/488: %0.4
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5. TARTISMA

Malignant transformasyona onkogenlerin aktivasyonu ve tiimdr stipresor
genlerin inaktivasyonunun neden oldugu bilinmektedir. Normal hiicre biiyiime ve
farklilagmasin1 diizenleyen timor sipresdr genler, tiimor hiicrelerinde siklikla
mutasyonlara ugrayarak hasar goriirler.

Calismamizda, ovaryum ve endometriyum kanserli hastalardaki p53
mutasyonlarim1  belirlemek amaciyla BspLU11l, Maelll, Ital, Mspl ve Hinfl
enzimleriyle Restriksiyon Parca Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP) analizi yapilmustir.

Toplam 23 (11 ovaryum ve 12 endometriyum) kanser olgusunun Ital enzimiyle
kesimi sonucunda O1, 02, 06, O7 ve O9 olgularinda triplet 244’te ve BspLUI11I
enzimiyle kesim sonucunda OIl11 olgusunda triplet 236’da mutasyon oldugu
goriilmiistiir. Bu olgularda allellerden sadece birisinde mutasyon gdzlenmesi heterozigot
oldugunu diisiindiirmektedir. Triplet 238, 248 ve 259°’da herhangi bir mutasyon
saptanmamigtir.

Yapilan caligmalarda ovaryum ve endometriyum kanserlerindeki nokta
mutasyonlarinin kodonlara gére siklig: triplet 248’de %19, triplet 259 ile 244’te %8.1
ve triplet 236 ile 238’de %5.4 olarak verilmistir'®*>16118 Taghiro ve ark. nin yaptig
bir ¢calismada®’ ise endometriyal kanserlerdeki p53 geni mutasyon sikliginin %9.5-23
gibi genis bir aralifa sahip oldugu gosterilmig, bunun timériin evre, grade ve tipine
bagli olabilecegi bildirilmigtir*®*

Caligmamizda p53 7. ekzon mutasyonlar: sadece ovaryum kanserli olgularda
gbzlenmig, 11 olguda triplet 236 mutasyonu %9, triplet 244 mutasyonu % 45 olarak
belirlenmistir. Nitekim yapilan gahsmalarda da kodon 244 mutasyonu kodon 236 ve
238 mutasyonlarindan daha yuksek oranda gdzlenmistir™® 15.16,17.17 Endometrlyum
kanserli olgularda ise herhangi bir mutasyon tespit edilmemigstir. Bu durum p53 7.
ekzon mutasyonlarinin (6zellikle triplet 236 ve 244) ovaryum kanserlerinde daha yaygin
oldugunu diisiindiirmektedir. Ovaryum tiimérigenezinde endometriyum tiimorigenezine
gbre p53 geni nokta mutasyonlarnin daha Onemli bir yer tuttufu olasi gibi
goriinmektedir. Timér grade’ine goére swralanmug ovaryum kanserli olgulan
inceledigimizde grade 2’deki O1, O2 olgular triplet 244°teki mutasyon agisindan, grade
1’deki O7, O9 olgulan triplet 244’teki mutasyon agisindan, yine grade 1’deki OI1
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olgusu triplet 236’daki mutasyon agisindan ve grade’i belli olmayan O6 olgusu da
triplet 244’teki mutasyon agisindan heterozigot goriinmektedir. Caligmamizda p53
mutasyonlarimin sadece ovaryum kanserlerinde goriillmesi bu kanser ¢esidinin
endometriyum kanserlerine gore daha agresif olmasi ile iliskilendirilebilir'*®. Zaten
birgok ¢alismada ovaryum kanserlerinin endometriyum kanserlerine gére daha agresif
oldugu ve ovaryum kanserlerinin gorilme oranmmn daha yﬁksek oldugu
belirtilmistir'***"®. Caligmamizda endometriyam kanserlerinde p53 geni ekzon 7
mutasyonlarinin  goriilmeyisi bu kanserin gelisiminde belki de p53’in diger
bolgelerindeki veya bagka genlerdeki mutasyonlarin rol almis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Nitekim birgok endometriyum kanseri ¢aligmasinda 1, 3, 6, 8p, 9p,
10q, 11, 13, 14q, 15, 16q, 17p, 18p, 20, 21 ve 22q’da LOH saptanmus ve bu bolgelerin
birgok aday tiimor silipresdr genini igerebilecegi ileri sﬁrﬁlmﬁstﬁr1°1’1°2’1°3’1°4. Her
grade’teki ovaryum tiimoriinde mutasyona rastlanabilmesi p53 mutasyonlarinin
ovaryum tiimérigenezinde endometriyal timorigeneze oranla daha erken evrelerde
ortaya ¢iktigini igaret etmektedir’®?. Nitekim Kohler ve ark.>® endometriyal kanserlerde
sadece %20 oraninda p53 overekspresyonu ve mutasyonu bulmuglar ve bu oranin evre
ilerledikge arttiim saptamiglardir. Mutasyonal analizler, uterin ser6z kanserlerin (Tip II
endometriyal kanser) onciisii olan endometriyal intraepitelyal kanserlerin biiyiik
cogunlugunda (%78) pS3’tin 5-8. ekzonlarinda mutasyon varlifiu géstermistir“.
Dolayisiyla p53 mutasyonlarmim bu tiimdr tipinin patogenezinde erken evrede
gergeklestigi ve agresif bir yapiya sahip uterin serdz kanserlerin 6nemli bir belirleyicisi
olabilecegi ileri sﬁrﬁlmﬁstﬁr“. Buna ek olarak uterin ser6z kanserler oldukg¢a nadirdir ve
sporadik endometriyal kanserlerin yaklasik %5-10’unu olusturmaktadlr45’46’l4l. Sonugta
caligmamizda 5 tripletteki mutasyonlari incelenen endometriyum kanserlerinin yiiksek
oranda (%78) p53 mutasyonlan goriilen Tip II kanserler olmamas1 da muhtemeldir.
Calimamizda ovaryum kanserlerinde pS53 nokta mutasyonlar1 yamnda
kromozom diizeyinde de birgok anomali goriilmiigtiir. Bu anomalilerden en 6nemlileri
1q22[4], 1q32{2], 3p25(3], 3q11[2], 5p13[3], 5931[3], 12p10[3], 12q12[4] ve 14q13[2]
bolgelerinde goriilen frajilitelerdir. Bu frajiliteler en az iki hiicrede gozlenmis ve klonal
degisim olduklan belirlenmigtir. Frajiliteler, kanser olgularinda en g¢ok rastlanan
anomaliler olup 6zellikle klonal olanlarmin 6nemi biiyiiktiir. Ciinkii klonal deZisimler
tiimorigenez siirecinde ortaya gikan primer degisimlerdir ve o kanser tipi i¢in tanisal
6neme sahip marker olarak kullamlabilirler. Ayn1 ya da yakin kromozom anomalileri
tastyan hiicrelerin bir klon olustu;duklan kabul edilir. Kanser sitogenetiginde ama;;,
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rastgele kromozom anomalilerinin arasindan klonal olanlart ayird etmektir. Klonlarin
cogunda ortak olarak bulunan bir kromozom anomalisi varsa, bunun primer bir
kromozom degisikligi olma olasiligi fazladir. Bu spesifik kromozom anomalileri kimi
durumlarda hastalia tan1 koymay: kolaylagtirabilir, tiimor tiplerinin ayird edilmesinde
bir temel saglayabilir, hastalifin prognozu hakkinda fikir verebilir ve tedavinin
yonlendirilmesinde yardimei olabilirler.

Endometriyum  kanseri  olgularimizda da klonal degisim  olarak
nitelendirilebilecek frajiliteler 1p21[2], 1p22[3], 1p32[3], 1p36[4], 1q21[2], 1931[2],
1g32[10], 2p13[3], 2q11[2], 2q21[2], 2935[2], 3p14[5], 3p21[9], 3p23[2], 3q21[17],
3q25[4], 4pl15[2], 4q21[2], Spl15[5]), 5q22[2], 5q31[25], 6q21[2], 7q21[2], 7q22[2],
9q22[3], 9q34[3], 10pl13[2], 10p15[3], 11q23[4], 11q24[2], 12p12[2], 12pl3[4],
12q13[4], 12q24[4], 13ql14[3], 13q22[4], 16p13[2], 17p12[2], 17q21[10], 21p13{2],
Xq26[3] ve Xq27[2] bolgelerinde gozlenmistir. .

Son yaymlarda''®'" 1p36, 1921, 1q32, 2p12, 3p21, 7q22, 8q24, 9q34, 11p15,
11q13, 11923, 12q13, 14ql1, 14932, 16pll, 16pl3, 19p13, 20q13, 21q22 ve 22qil
bolgelerindeki bantlar kanser kirilma noktalari; 1p36, 1q21, 7922, 8q24, 11p15, 11q13,
11923, 12q13, 16p13 ve 19p13 olmak iizere 10 bant kanser kirilma noktalar ve frajil
bolgeler olarak degerlendirilmistir'’’. Bu kirtlma noktalarindan 1q21[4], 1g32[2], 3p21,
7q22 ve 11923 bolgeleri ovaryum kanseri, 1p36[4], 1q32[10], 2p12, 3p21[9], 7q22[2],
9q34{3], 11p15[3], 11q23[4], 12q13[4], 14ql1, 14932, 16p13[2] ve 21922 bdlgeleri de
endometriyum kanseri olgulannmizda gézlenmistir. Bu bolgelerin ¢ogunun saptadigimiz
klonal degisim bélgeleri ile cakigmasi klonal bélgelerin tiimorigenezde ne kadar Snemli
oldugunu bir kez daha ortaya koymaktadir.

Her iki aragtrma gurubumuzun sonuglarindan goriilecegi gibi ovaryum ve
endometriyum kanseri sitogenetiinde 3. kromozomdaki anomaliler birinci sirada yer
almaktadir. U¢ no’lu kromozomun hem ovaryum hem de endometriyum kanseri
acisindan dikkate deger oldugu ve bu kanserlerin gelisiminde rol oynayan genleri
tagidig diigiiniilebilir. Ayrica ovaryum kanserli gurubumuzda 3. kromozomda delesyon
saptanmarmug fakat 3p25[3] ve 3q11[2]’de klonal degisim ve 3p13, 3pl4, 3p21, 3ql2,
3q21, 3q27, 3q28 bolgelerinde cesitli frajiliteler ve kromatid kiriklari goriilmiistiir.
~ Endometriyum kanserli gurubumuzda ise 3. kromozomda %16.6 oraninda (12 hastanin
2’sinde) delesyonlar [del(3)(p21—ter,q21—ter), del(3)(p21-—ter,q25-ter), del(3)(g25),
del(3)(p13), del(3)(q21) ve del(3)(p23)] saptanmugtir. Nitekim bir galiymada'®® uterin
sarkomlarda, bulgularimizi destekler bigimde 3q26—ter delesyonu rapor edilmistir.
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Delesyonlar kanser olusumunda genellikle tiimor siipresdr genlerin kaybina neden
olarak etkili olurlar. Bazi delesyonlar Ozellikle belirli tiimor tiplerinde sik
gérﬁlmektedirl13'“6’123’124”25.

Endometriyum kanseri gurubumuzda 3. kromozomda frajilitelere 3pl4, 3p21,
3p23, 3921 ve 3q25 bolgelerinde rastlanmistir. Zhou et all'*? tarafindan bu bélgelerden
3pl4 bolgesinde yiiksek diizeyde kinlma oldugu bildirilmistir. Insan genomunda c-fra
bolgelerin en aktif olanidir ve molekiiler temeli tam olarak bilinmemektedir. Ancak, bu
bolgede frajilitenin meydana gelmesinde allel-spesifik ge¢ replikasyonun ise karigtig
diigiiniilmektedir. 3pl4’te ortaya ¢ikan frajilite bazi tiimoérlerin olugumunda rol
almaktadir. Bu bdlgede bulunan FHIT (Frajil Histidin Triad) geninin akciger, kolorektal
ve diger kanserler i¢in aday bir timor siipresor gen olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
son zamanlarda tanmimlanmig DIRC2 (disrupted in renal cancer 2) geninin de 3q21
bblgesindé lokalize oldugu ve bu bolgelerdeki frajiliteler ile sporadik ve ailesel renal
hiicre karsinomlart (RCC) arasinda bir iliskinin oldugu bildirilmistir'®. 3p14, 3p21 ve
3q21 bolgeleri endometriyum gurubunda oldukga yiiksek oranda olmak ilizere her iki
kanser gurubumuzda da eksprese olmugstur. Bu bdlgeler icin dier kanser tlirlerinde
tanimlanmig tiimor siipresor genler veya heniiz tanimlanmarmus daha bagka genlerin bu
iki kanser tiiriinde ozellikle de endometriyum kanserinde etkili olmas: muhtemeldir.
Ayrica gesitli aday tiimor siipresér genler ve hMLH1 geninin (HNPCC’a neden olan 4
DNA mismatch tamir genlerinden biri) bulunmasi nedeniyle 3p’de gesitli
yaymlardaloo’lm‘102’103'lo4 belirlenen LOH ve g¢alismamizda saptadigimuz frajiliteler
oldukca dikkat ¢ekicidir.

5q31 bolgesindeki frajilite hem ovaryum kanseri hem de endometriyum kanseri
" olgularimizda en sik goézlenen frajilitedir. Nitekim 5q’daki delesyonlar birgok
hematolojik malignanside gozlenmistir'*. Hematolojik transformasyonlarda énemli bir
tiimor siipresdr geninin bu bolgede lokalize oldugu diisiiniilmektedir. 5931 bolgesine
haritalanan aday genlerden biri de ETF1/eRF1 (human translation termination factor
gene) miyeloyid timor siipresor genidir'**'*, Ayrica bu bolgede lokalize oldugu
diigiiniilen 18 genle beraber 5 interlokin (IL) geninin de bulundugu rapor edilmistir“’s.
Her iki aragtirma gurubunda da en sik oranda gozlenen bu bolgeye lokalize genlerin
endometriyal ve ovaryum Kkanserlerinin gelisiminde de rol oynadify diigiiniilebilir.
Ayrica ovaryum ve endometriyum kanserlerinde 5q31°de frajil bolge gbzlenmesi
onemli bir gdstergedir. Ciinkii, bu bolgede hiicre adezyonundan sorumlu bir protein
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tireten APC ve fonksiyonu heniiz bilinmeyen, MCC timér siipresdr genleri
bulunmaktadir'“,

Ovaryum kanseri gurubumuzda 1. kromozomda saptadifimiz anomaliler (%
2.22), 1p34 (%0.3), 1921 (%1.26) ve 1g32 (%0.63) bolgelerindedir. Thompson ve
ark.'” , 1p iizerinde yer alan bir veya daha fazla tiimér siipresdr genin ovaryum
kanserlerinde rol oynadigim rapor etmislerdir. Bu arastirma ovaryum gurubundaki 1p34
bulgumuzu desteklemektedir. '

Endometriyal tiimorigenezde rol oynayan timér siipresér genlerin bulundugu
genom bolgelerinin lokalizasyonu ile ilgili ¢alismalar yapan Fujino ve ark'®, 1.
kromozomun cesitli lokuslannda LOH saptamistir. Laxman ve ark'”’min 14 uterin
sarkom ©rnegi ile yaptiklarn bir ¢alismada; 1. kromozomda %54 oraninda anomali
belirlemislerdir. Endometriyal kanser gurubunda saptadigimiz 1pl2, 1pl3, 1p21[2],
1p22[3], 1p32[3], 1p36[4], 1ql1, 1q21[2], 1922, 1923, 1q31[2], 1q32[10] ve 1q42
bélgelerindeki frajilitelerin literatiirle uyumiu oldugu ve 1p21, 1p22, 1p32, 1p36, 1921,
1g31, 1g32’deki degisimlerin klonal degisim olduklar1 belirlenmistir. Zaten 1p36
bo6lgesinde haritalanan 6 genin aday tiimor slipresdr genler oldugu Sne siiriilmiigtiir'>:
Bu genler; gelisimin negatif diizenleyicileri ailesinin néroektodermal eksprese edilen bir
liyesi olan Heir-1(ID3); 2 tiimor nekroz faktor reseptdr geninden biri olan TNFR2;
hiicre d6ngiisii diizenleyicisi kinaz geni PITSLRE; bir transkripsiyon faktorii olan DAN;
Traskripsiyon faktorii diizenleyicisi E2F2 ve PAX7 (paired-box-containing gene) dir.
Bu aday genlerden bir veya bir kacindaki hasarin endometriyum kanseri gelisimine yol
actig1 dﬁsﬁnﬁlmektedirm.

Her iki kanser gurubumuzda 7. kromozomda 7q22 bolgesinde frajilite
gtiﬁilmiistﬁr. Literatiirlere gore bu noktalar 6nemli kanser kirilma noktalaridir 1%},
7q22’de ortaya c¢ikan frajilite uterin leiomyoma'¥’, endometriyal poliplerm, akciger
kanseri'*, gastrik ve dzofagus adenokarsinomlar1™® ve hematolojik ma.lignansilerin151
olusumunda rol oynamaktadir. CU'le (human cut-like 1) geni, mismatch tamir geni
PMS2L, erythropoietin geni EPO ve asparajin sentaz geni ASNS, 7922 bolgesine
haritalanmig genler arasindadir. ASNS geni bir hiicre dongiisii kontrol enzimini
kodlamaktadir ve AML (acute myelocytic leukemia) olgularinda bu enzimin diigiik
seviyelerde oldugu rapor edilmistir’’. Sonuclarmiza bakarak bu bolgeye lokalize
genlerin ovaryum ve endometriyum kanserlerinin gelisiminde de rol oynadig:

diistiniilebilir.
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Endometriyal kanserlerde 17p’de %9-35 oraninda LOH rapor edilmistir. Uterin
seroz kanserlerle yapilan bir caligmada informatif olgularin %100’linde 17p’de,
ozellikle 17p13 bolgesinde LOH saptanmustir'®>'®1%, Bu bulgu, 17p13 bblgesi p53
geninin lokalize oldugu bdlge oldugu icin dikkat gekicidir. Endometriyum kanserlerinde
17p13[2] bélgesinde klonal degisim bulgumuz bu agidan &nemlidir. 17q21{10] bdlgesi
endometriyum kanseri gurubumuzda gézledigimiz liclincii en sik frajilitedi;. Bu bolgede
de endometriyal karsinogenez agisindan 6nemli fakat heniiz tanimlanmamus genler
bulunmasi olasidir.

Calismamizda, ovaryum ve endometriyum kanserlerinde tiimér grade’i ile
goriilen yapisal anomali oranindaki artig literatiirlerle®>!'? uyumludur. Fakat bu arts,
endometriyum kanserlerinde daha fazla olmus ve malignite arttik¢a anomali gézlenen
kromozom sayisinda bariz bir artig olmustur. Heriki kanser gurubumuzda saptanan ve
kiiciik ¢ift halde bulunan ekstrakromozomal kromatin pargaciklar1 olan dmin yapilar,
sitogenetik olarak gdzlenebilen amplifikasyon seviyesinin dolayisiyla sayilari yﬁzlerée
kez artan genlerin gostergesidir.

Tiimorigenezde sayisal kromozom anomalilerine de rastlanabilir. Wang ve
ark'?, iki ovaryum kanseri olgusunda 10. kromozomun trizomisine rastlamuslardur.
Kohlberger ve ark'?®, 30 malin epitelyal ovaryum kanserinin sitogenetik incelemesinde
14 (%82.3) trizomi 7, 11 (%64.7) trizomi 12 ve 5 (%29.4) trizomi 17 saptarmglardir.
Ovaryum kanseri gurubumuzdan O4, OS5, 06, 07, 08, 09 ve Ol11 ve endometriyum
kanseri olgularimizdan E1, E5, E6 ve E7 olgularinda sayisal sapmalar gdzlenmistir. Bu
sapmalar farkli metafaz alanlarinda farkli olmugstur ve OS5 olgusu diginda belli bir
kromozomun sayisal anomalisi gézlenmemigtir. Sayisal sapmalar endometriyum kanseri
gurubuna gére ovaryum kanseri gurubunda daha fazla goriilmiigtiir. O5 olgumuzda ise
9, 10, 14, 15 ve 20. kromozomlarin trizomisi ve 12. kromozomun pentazomisi
gozlenmigtir. Trizomi 10 ve 12 ovaryum kanserlerinde goriilen primer kromozomal
degisikliler olarak kabul edilirlerlﬁ. Sayisal artiglar etkilerini olasilikla belli gen
tirlinlerinin artisiyla gostermektedir. Caligmamizdaki 11 ovaryum olgusundan birinde
(%9) bu degisiklikleri saptamamiz bu agidan onemli bir bulgudur. Literatiirlerle'**'%
uyumlu olarak sayisal kromozom anomalilerinin ovaryum Kkanserlerinde goriilme
oranimn endometriyum kanserlerinde goriilme oranina gore daha fazla oldufunu
sOylemek miimkiindiir.

Kimi zaman tiimdr materyalinden elde edilen biitiin hiicrelerde normal (46,XX
ya da 46,XY) kromozom yapist gozlenir. Standart bant teknikleriyle 2x10° niikleotid
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¢ifti ya da daha kiigiik delesyonlar1 saptamak giictiir. Asag1 yukari 1000 gen bant
yontemleriyle farkedilmeksizin duplike olabilir ya da delesyona ugrayabilir. Yani,
kromozom bantlama teknikleriyle saptanabilen degisiklikler, kanser hiicresindeki
genetik degisikliklerin sadece bir boliimiidiir. Bu nedenle kimi tiimérlerde oldugu gibi
sadece normal metafazlar goriilmesi, kanserin somatik mutasyon teorisine ters diismez.
Ayrica tlimdr Orneklerinde gozlenen normal karyotipli hiicrelerin gergekten tiimér
hiicresi olup olmadigi da bilinemez. Bunlarin timérde bulunan stromal
komponentlerden birine ait normal hiicreler olma olasihigi da g6z ardi
edilmemelidir''®'*®. 09 olgumuzda da bu duruma benzer sekilde herhangi bir anomali

gbzlenmemistir.
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6. SONUC ve ONERILER

C.U. Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalinca ameliyat edilmis

hastalarin ovaryum ve endometriyum kanserli dokular1 ile gerceklestirdigimiz

molekiiler ve sitogenetik calismalanimizda, bu iki kanser tipi ile ilgili agagida belirtilen

sonugclar elde edilmigtir.

Caligmamizda, ovaryum kanserlerinin gelisiminde pS3 geninin 7. ekzonundaki
triplet 236 ve 244 nokta mutasyonlarinin 6nemli bir yeri oldugu belirlenmistir.
Endometriyum kanserlerinde pS3 geninin 7. ekzonunun $ tripletinde hi¢ mutasyon
saptanmamgtir. Endometriyum kanserlerinde p53 geni mutasyonlarinin, 7. ekzonun
baska tripletlerinde veya diger ekzonlarinda (5-8) olabilecegi diigtintilebilir.
Tiimorigenez siirecinde ortaya ¢ikan primer degisimler olan ve o kanser tipi i¢in
tanisal Oneme sahip marker olarak kullanilabilen klonal kromozom bdlgeleri
ovaryum kanserleri i¢in 1922, 1q32, 3p25, 3qll, 5pl3, 5q31, 12pl0, 12ql2 ve
14913 olarak belirlenmistir. Bu bélgelerin ovaryum kanserinin tiimérigenezinde yer
alan 6nemli genlerin arastirilmasinda dikkate alinmas: gerekmektedir. -
Endometriyum kanserleri icin; 1p21, 1p22, 1p32, 1p36, 1921, 1q31, 1q32, 2p13,
2ql11, 1921, 2935, 3pl4, 3p21, 3p23, 3q21, 3q25, 4pl5, 4921, 5plS5, 5922, 5q31,
6q21, 7921, 7922, 9922, 9934, 10p13, 10p15, 11923, 11q24, 12p12, 12p13, 12q13,
12q24, 13q14, 13922, 16pl13, 17p13, 17q21, 21pl13, Xq26 ve Xq27’deki klonal
kromozom bolgeleri tiimorigenezden sorumlu aday genlerin arasgtinlmasinda
yardimei olacaktir.

Calismamizda; literatiirde belirtilenen kanser kirilma noktalar1 ve frajil bélgelerden
1921, 1932, 3p21, 7922 ve 11q23 bolgeleri ovaryum kanseri ve 1p36, 1q32, 2p12,
3p21, 7q22, 9q34, 11p15, 11923, 12q13, 14ql1, 14g32, 16p13 ve 21q22 bolgeleri
de endometriyum kanseri olgularimizda goriilmiistiir. Bu kanser tipleri ile iligkili
aday genler arastirilirken bu bolgelere 6zellikle 6nem verilmesi gerekmektedir.
Ovaryum ve endometriyum kanserlerinde tiimér grade’i arttik¢a yapisal kromozom
anomalisi oran: artmaktadir. Ancak bu artigin endometriyum kanserinde ovaryum
kanseri gurubuna gore daha bariz gsekilde oldugu ve giderek karyotipin

komplekslestii ve anomali gézlenen kromozom sayisimn arttii gdz’lenmistir.
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e Dmin yapilar endometriyum kanserinde ovaryum kanserine goére daha yiiksek
oranda goOzlenmigtir. Radial goriinlimler sadece endometriyum kanserinde
gozlenmistir. Bu nedenle frajilitelerin ve gen amplifikasyonlarinin endometriyum
kanserinin tiimorigenezinde ovaryum kanserine oranla daha fazla etkili oldugu
sOylenebilir.

e Ovaryum kanserlerine 6zgli primer kromozomal degisiklik olarak kabul edilen
trizomi 10 ve 12, calismamizda trizomi 10 ve pentazomi 12 olarak bir olgumuzda
gozlenmistir. Bu kromozomlarin ovaryum kanseri patogenezinde Onemli yer

tuttuklar distiniilmiistiir.

Calismamizin sonuglarina dayanarak pS53 geni ekzon 7°deki triplet 236 ve 244
mutasyonlar1 ovaryum kanserlerinde ve ¢alismamizda incelenmeyen baska bir triplette
veya tripletlerdeki mutasyonlarinin endometriyum kanserlerinde belirleyici 6zelligi
olabilecegi soylenebilir. Endometriyum kanserlerinde p53 geni mutasyonlarini
belirlemek igin 7. ekzonun bagka tripletleri ve diger ekzonlarimin incelenmesi
gerekmektedir. Calismamizda ovaryum ve endometriyum kanserlerine 6zgii belirleyici
sitogenetik ozellik olabilecek ve ¢esitli frajiliteler seklihde ortaya ¢ikan ¢ok sayida
kromozomal bélge saptanmistir. Endometriyum kanserlerinde ovaryum kanserlerine
gore ¢ok daha fazla sitogenetik bulgu dolayisiyla daha karmasik bir karyot-ip mevcuttur.
Birgok genin bu kanser tipinin tiimérigenezi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Calismamizda ovaryum ve endometriyum kanserlerinde belirlenen klonal degigimler, bu
kanserlerin gelisiminde rol oynayan major genlerin kromozom lokalizasyonlarinin
arastirilmasinda yol gosterici olacaktir. Bu konuda daha fazla sitogenetik, molekiiler

sitogenetik (FISH, CGH) ve molekiiler gahsmalénn yapilmasi gerekmektedir.
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8. EKLER

KULLANILAN KiMYASALLAR, SOLUSYONLAR VE HAZIRLANMASI
Asagida verilen kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak

“Molecular Cloning”129 »139

ve “Human Cytogenetics” ““esas alinmugtir.
Hazirlanan = soliisyonlar genelde konsantre stoklar halindedir. Caliyma
konsantrasyonlarmm1 elde etmek icin stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.

Konsantrasyon doniistiirmelerinde basit¢e su formiilden yararlanildr;

MIXV1= MzXVz

M, = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %).
V= Stoktan alinmas1 gereken miktar (v).
M,= Caligma (son) konsantrasyonu (M,N veya %).

V,= Hazirlanacak olan ¢ozelti (¢alisma ¢6zeltisi) miktar (v).

EK-1
MOLEKULER CALISMALARDA KULLANILAN SOLUSYONLAR ve
YONTEMLER

1.1.STE

100 mM NaCL

50 mM Tris-HCI (pH: 7.5)

1 mM EDTA
Istenen hacimde STE hazirlamak i¢in final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde gerekli
0.5 M EDTA miktar hesaplanarak alinir. 0.5 M tris-HCI’den de final konsantrasyonu 1
mM olacak sekilde gerekli miktar Iiesaplanarak alinir. Final konsantrasyonu 100 mM
olacak gekilde NaCl tartilir ve bu ii¢ bilesen temiz sigede bir miktar su ile ¢oziiliir. pH

ayarlandiktan sonra gerekli hacme tamamlanir, otoklavlanir ve 4°C’de saklanur.
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1.2. SDS SOLUSYONU

% 10 SDS
20 ml i¢in; 2 gr SDS tartilir, bir siseye aktarildiktan sonra {izerine 20 ml steril saf su
ilave edilir ve iyice (pelet eriyinceye kadar) vortekslenir. Kullanilincaya kadar

buzdolabinda veya oda 1s1sinda tutulabilir.

1.3. DNA’NIN KONSANTRASYON VE SAFLIGININ OLCULMESI

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve kesim gibi reaksiyonlar hazirlanirken her bir
Ornege ait DNA’nin miktarim1 ve safligim1 bilmek 6nemlidir. 260 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunan her absorbans degeri 50 pg/ml DNA miktarnina kargilik
gelmektedir. Bu absorbans degeri DNA’nin saflik degerini kontrol etmek amaciyla da
kullanilabilmektedir. Saf bir DNA 6rneginde spektrofotometrede 260 ve 280 nm’ deki
absorbans oram Ajsp/Ajge=1.8 dir. Bu degerden diisiik degerler proteinlerle, biiyiik

degerler ise RNA ile kontaminasyonu gostermektedir! 213153154,

1.4. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZi

Bir su yosunundan elde edilen agaroz, D-Galaktoz ve 3,6-anhidro L-Galaktoz
birimlerinin lineer polimerdir.

Agaroz jeller, uygun tamponla berrak bir ¢ozelti elde edene kadar isitilip
kaynatma yoluyla hazirlanir. Igine 0.5ul/ml oraminda ethidium bromide (EtBr)
eklenerek jel dokme kabina dokiiliir ve katilagmaya birakilir. Katilagan jel, yogunlugu
agarozun konsantrasyonu ile belirlenen bir matriks olusturur. Jel boyunca glektrik akimi
uygulandig: zaman, nétral pH da negatif ytikli olan DNA, anoda dogru gti_g eder. Gog

oram birgok parametre ile belirlenir! 2152153134155

a)DNA nin molekiiler biiyiikliigi

Lineer cift iplikli DNA molekiilleri bir elektrik alaninda bir biitiin halinde
hareket etme egilimindedir. Jel matriksi boyunca baz ¢ifti sayisinin 10 tabanina gore
logaritmas1 (logjo) ile ters orantili bir oranda go¢ eder. Biiyikk molekiiller stirtiinme
direncinden otiirti daha yavag hareket ederler ve porlar boyunca katettikleri yolu kiigiik
molekiillere oranla daha fazla 1sitirlar.
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b)Agaroz Konsantrasyonu

Bilinen biiyiikliikte lineer bir DNA pargas: farkli agaroz konsantrasyonlarindaki
jellerde farkli oranda go¢ eder. Jel konsantrasyonu ( Y ) ile DNA’nin elektroforetik
hareketinin logaritmasi ( | ) arasinda asagidaki esitlikle tanimlanan lineer bir iliski
mevcuttur:
Logu=Llogu .KrY
Lo: DNA’nin serbest elektroforetik hareketi ve
Kr: Gecikme sabitesi (Jelin 6zelliklerine, biiyiikliigline ve go¢ eden molekiiliin gog
sekline bagh sabit bir sayidir).

Farkli jel konsantrasyonlarint kullanarak biiytikliigiine gore genis bir araliktaki
DNA molekiillerini aynistirmak miimkiindiir (Cizelge 18).

Cizelge 18. Farkh miktarlarda Agaroz igeren jellerin ayristirma arali

Jeldeki Agaroz Miktar Lineer DNA molekiiliiniin etkili ayrisma

(Tefw/iv]) araligr (kb)

0.3 5-60

0.6 1-20

0.7 , - 0.8-10

0.9 0.5-7

1.2 0.4-6

1.5 0.2-3

2.0 0.1-2

¢) DNA nin konformasyonu

Ayn1 molekiiler agirliktaki siiperhelikal sirkiiler (form I), ¢entikli sirkiiler (form
II) ve lineer DNA, agaroz jellerde farkli oranlarda goceder. Ug formun rolatif hareketi
primer olarak jeldeki agaroz konsantrasyonuna baghdir, fakat uygulanan akimin giici,
tamponun iyonik giicii ve form I DNA nin siiperhelikal kivrimlarinin yogunlugu da bu
hareketi etkilemektedir. Aym sartlar altinda form I DNA, form II DNA dan daha hizli -
gbc eder; farkli sartlar altinda ise durum tam tersidir. '
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d) Uygulanan voltaj \

Diisiik voltajlarda, lineer DNA parcalarinin gd¢ orani uygulanan voltajla
orantilidir. Yani agaroz jellerde etkili aywma orami voltaj arttikga azalmaktadir. 2
kb’dan daha biiylik DNA pargalarim1 maksimum oranda aynstirmak igin agaroz jellere 5
V/cm den daha fazla voltaj uygulanmamalidir. Mesafe jelin uzunlugu olarak degil,

elektrodlar arasindaki en kisa yol olarak 6lciilmelidir.

e) Elektrik akiminin yonii

50-100 kb’dan daha biiyiik DNA molekiilleri elektrik akiminin y6ni sabit kalirsa
agaroz jelde ayn1 oranda gog¢ ederler. Bununla birlikte elektrik akiminin yonii periyodik
olarak degistirilerek DNA molekiillerinin zorunlu olarak yonlerini degistirmesi saglanir.
Daha biiyiik olan DNA molekiillerinin yeni akim yoniine uyum saglamalar1 daha uzun
zaman alir. Pulsed-field jel elektroforezi ekstrem biiyiiklikteki DNA molekiilii

populasyonunu ayirmak i¢in kullanilabilir.

f) Baz kompozisyonu ve 1s1

Poliakrilamit jellerin aksine agaroz jellerde DNA nin elektroforetik davramsi,
DNA nin baz kompozisyonu veya elektroforez esnasindaki 1sidan pek etkilenmez. Yani
agaroz jellerde, farkli biiyiiklitkteki DNA fragmanlarinin elektroforetik hareketi 4-30°C
arasinda degismez. Agaroz jel elektroforezi genelde oda 1sisinda yapilir. %0.5’ten daha
az agaroz igeren jeller ve diigiik kaynama 1sih agaroz jeller daha narindir ve zarar

gormemeleri igin elektroforezlerinin 4°C’de gergeklestirilmesi daha iyi sonug verir.

g) Boyalarin etkisi

Ethidium bromid, agaroz ve poliakrilamit jellerde DNA’y1r gozlemek igin
kullamlan floresan bir boyadir ve lineer DNA nmn elektroforetik hareketini %15
oraninda azaltir. Boya, baz ¢iftlerinin arasma girerek lineer ve centikli sirkiiler DNA

molekiillerinin boyunu uzatarak onlar1 daha rijit hale getirir.

h) Elektroforez tamponunun kompozisyonu

Elektroforez tamponunun iyonik giicii ve kompozisyonu DNA’nin elektroforetik
hareketini etkiler. Ortamda iyonlar olmazsa elektriksel iletkenlik minimal diizeydedir ve
DNA olduk¢a yavag hareket eder. Yiiksek iyonik giice sahip tamponlarda (10X
elektroforez tamponu yanlighkla kullanilirsa) elektriksel iletkenlik oldukga etkili olur ve '
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onemli oranda 1s1 ortaya ¢ikar. Daha da kétlisii jel kaynar ve DNA denatiire olur. Cift
iplikli DNA mnin elektroforezi icin kullanilabilen c¢esitli tamponlar mevcuttur.
Elektroforez tamponlari genellikle konsantre ¢ozeltiler olarak hazirlanirlar ve oda

1s1sinda saklanirlar,

1) Agaroz jel elektroforezinin hazirlanmasi

Agaroz hazirlanmasinda Oncelikli olarak jel dokiim tablasinin boyutlar1 (jel
kalinlig1 da dikkate alinarak) Olgiiliir ve hacmi belirlenir. Hazirlanmak istenen yiizde
konsantrasyona gore (6rn. %2.5’luk) belirlenen hacim icin gereken miktar agaroz
dikkatli bir sekilde tartilir ve erlen igine konur. Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE
tamponu (1lhacim 5X TBE iizerine 4 hacim saf su ilave edilerek hazirlanir) konarak bek
alevine veya mikrodalga firina alinir ve eritilir (Cok kisa stireli bir kaynama yeterlidir).
Bunu takiben jelin i¢ine son konsantrasyon 0.5p1g/ml olacak olacak $eki1de stok EtBr
soliisyonundan ilave edilir. Jel sicaklifn 45-50°C’de (el yakmayacak sicakliga)
geldiginde hazirlanan jel kabina dikkatli bir sekilde, hava kabarcigl olusturmadan
dokiiliir, kuyucuk olusturmak igin tarak yerlestirilir ve yaklagik 30-45 dakika beklenerek
polimerize olmas: saglanir. Jel elektroforez tankina alinir ve iizeri ortiillene kadar 1X
TBE tamponu ilave edilir. Kuyucuk olusturmak icin yerlestilen tarak jelin
zedelenmemesi igin dikkatli bir sekilde gikartilir. Artik jel, Srneklerin uygulanmasi i¢in

ve elektroforez igin hazirdir.

1.5. TE-9
500 mM Tris baz
20 mM EDTA pH: 9.0
10 mM NaCl
Hazirlanacak hacim igin kullanilacak olan tris, EDTA ve NaCl hesaplanarak

tartilir, {izeri saf su ile tamamlanur, otoklavianir ve kontamine edilmeden kullanilir.
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1.6. KULLANILAN RESTRiKSiYON ENZIMLERI ve OZELLIKLERI

Calismada kullamlan restriksiyon enzimleri, 6zellikleri ve caligma sartlan

Cizelge 19°da verilmistir.

Cizelge 19. Calismada kullanilan restriksiyon endoniikleazlar, dzellikleri ve ¢aligma sartlar

RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZ

BspLU 111 Mae III Ital Msp 1 Hinf I

Tamima Dizisi (5’=3") | A"CATGT *GTNAC GC'NGC C'CGG G*ANTC
[zosizomeri — — Fnu4HI Hpa Il —_
Caligma Sicaklify 48°C 55°C 37°C 37°C 37°C
Saklama Sicaklifn -20°C -20°C =20°C -20°C —20°C
Kaynagi Bacillus Methanococcus | Ilyobycter | Acinetobacter Haemophilus

Species Aeolicus tartaricus Iwoffii Influenzae Rf

LU 11 PL-15/H )
[naktivasyonu EDTA EDTA 65°C ta 65°C ta EDTA

(05M) (0.5 M) 10 dk 15 dk 0.5M)
Inkiibasyon Tamponu 10XH 2 X Mae ITI 10X H 10XL 10X H
ve konsantrasyonu inkiibasyon t.
Hacim Aktivitesi 10 2 10 10 10
(Ufud)
Farklt A 2 156 380 328 148
DNA’larda PBR322 1 17 42 26 10
Kesim Bélge | pUCI8 — 11 — 13 —
Sayisi pUC19 — — — 11 6
Firma ROCHE ROCHE ROCHE ROCHE TaKaRa

1.7. 0.5 M EDTA (pH: 7.5 ve 8.0)

Istenen hacimlerde 0.5M olacak sekilde gerekli EDTA tartilir, bir miktar su ile
¢6ziiliir, NaOH ile pH’lar ayarlandiktan sonra gerekli hacme tamamlanir, otoklavlanir

(121°C’de 15-20 dakika) ve 4°C’de saklanir.

1.8. YUKLEME TAMPONU (6X)
%40 sukroz (w/v), (suda ¢oziiliir)

%0.25 bromfenol mavisi

Yukarida verilen oranlara gére, istenen hacim igin gereken miktarda sukroz ve

boya tartilir, vorteksle iyice karigtinlir ve ependorflara paylagtirilarak 4°C’de saklanr.

DNA soliisyonu ile 1/5 oraninda (1hacim boya 5 hacim DNA soliisyonu) karigtirilir.

93




1.9. POLIAKRILAMIT JEL ELEKTROFOREZ]

Genellikle amonyum persiilfattan saglanan serbest radikallerin varhifinda ve
TEMED (N, N, N’, N’, tetrametiletilen-diamin) in stabilize edici etkisi altinda akrilamit
monomerlerinin uzun zincirler halinde polimerize olmas: saglamr. Iki fonksiyonlu bir
ajan olan N, N’-metilenbisakrilamit, polimerizasyon reaksiyonuna katildii zaman
lineer akrilamit zincirlerini, ¢apraz baglayarak jeli olusturur. Jelin goézenekliligini
zincirlerin uzunlugu ve capraz baglanma oram belirler. Zincirlerin boyunu belirleyén,
polimerizasyon reaksiyonundaki akrilamidin konsantrasyonudur (%3.5-20). Reaksiyon,
her 29 akrilamit monomeri icin 1 molekiil ¢apraz baglayici yani bisakrilamit
129,153

icermelidir . Nondenatiiran jellerde farkli poliakrilamit konsantrasyonlarindaki

etkili aynigtirma aralig1 Cizelge 20’de g6sterilmisgtir.

izelge 20. Poliakrilamit jelde DNA’larin etkili ayngtirma aral

AKRILAMIT? ETKILI AYIRMA ARALIGI
(Fowiv) (be)
3.5 1000-2000
5.0 80-500
8.0 60-400
12.0 40-200
15.0 25-150
20.0 6-100

2 Reaksiyon N,N’-metilenbisakrilamiti, akrilamit konsantrasyonunun 1/30 u oraninda igermelidir.

Poliakrilamit jellerin hazirlanmasi ve -elektroforezi agaroz jele oranla oldukca
zahmetlidir. Karigim, spacerlerle aynilmis, ve alttan akmasi Snlenmis iki cam arasina
dokiiliir. Poliakrilamit jeller, gerekli olan aynma bagli olarak 10-100 cm arasinda
degisen uzunluklarda olabilir. Poliakrilamit jeller istisnasiz olarak dikey caligilirlar.
Agaroz jellerle kiyaslamada ti¢ temel avantaja sahiptirler:

(1) Ayirma giigleri o kadar biiyiiktiir ki uzunluklan sadece % 0.2 oraninda degisen

(6rnegin 500 bg’de 1bg) DNA molekiillerini bile ayirabilir.

(2) Tek bir poliakrilamit kuyusuna uygulanabilen DNA miktar1 hem agaroza goére daha
fazladir ve hem de rezoliisyonda bir fark yoktur.

(3) DNA jelden daha saf ve gesitli amaclara uygun olarak izole edilebilir.
Yaygin kullanimda olan iki tip poliakrilamit jel meveuttur:
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e Cift iplikli DNA fragmanlarinin purifikasyonu ve ayimi icin kullanilan
nondenatiiran poliakrilamit jeller:

Bu jeller, polimerize olduktan ve drnekler uygulandiktan sonra 1X TBE’de ve diigiik
voltaj da (1-8 V/cm) elektroforeze tabi tutulurlar. Elektrik akimi nedeniyle olugan 1sinin
kiiciik DNA fragmanlarini denatiire etmesini 6nlemek amaciyla diisiik voltétj uygulanir.

20 cmX40 cm’lik cam plaklan tutmak fizere dizayn edilmis birgok vertikal
elektoforez tanki, ticari kaynaklardan saglanabilir. Uygun tanklarla daha biiyiik veya
daha kii¢iik jellerin de kullanimi miimkiindiir. Spacer’lar 0.5-2 mm arasinda degisebilen
inceliktedir. Jel ne kadar kalin ise elektroforez esnasinda o kadar fazla isinir. Fazla
isinma kuyruklu DNA bantlarina ve daha bagka problemlere sebep olur. Bu yiizden
daha keskin ve yass1 DNA bantlarina imkan tanidigindan ince jeller tercih edilir. Ayrica
biylik miktarlarda DNA hazirlamak gerektiginde (1 pg/bant) daha kalin jellér
kullanmak gereklidir.

a. %40 Poliakrilamit

38.6 gr akrilamit

1.3 gr N, N’-metilenbisakrilamit

H,0 ile 100 ml’ye tamamlanir.

100 ml %40’lik poliakrilamit soliisyonu hazirlamak ic¢in yukarida verilen
miktarlarda kimyasallar tartilir ve toplam hacimden biraz az saf su ile ¢oziilir.
Kimyasallar ¢6ziiniince saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlanir. Kimyasallarin iyice
¢cOziinmesi igin soliisyon 37°C’de su banyosunda bir siire bekletilir. 0.22 um por ¢apina
sahip steril filtreden siiziiliip steril edilir ve oda 1sisinda saklanir.

Uyart: Akrilamit, potansiyd bir norotoksindir ve deri yoluyla absorbe edilir. Toz
halindeki akrilamit ve metilenbisakrilamit tartilirken maske takilip, eldiven giyilmelidir.
Bu kimyasallar1 igeren ¢ozeltiler ile galisirken eldiven kullamimalidir. Poliakrilamit
cozeltisi nontoksik olsa da ¢ok az miktarlarda polimerize olmamus akrilamit

icerebilecegi ihtimaline karsilik dikkatli ¢aligiimalidir.
b. 1IX TBE

89 mM Tris-borat
2 mM EDTA (pH: 8.0)
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TBE genellikle 5X stok ¢tzeltisi olarak hazirlanir ve saklanir. Tamponun pH’s1
yaklagik olarak 8.3 civarinda olmalidur.

c. %25 Amonyum Per Siilfat (APS)

0.125 gr APS

Saf su ile 0.5 ml’ye tamamlanir

1,5 ml’ lik temiz bir ependorf tiipiine yukarida belirtilen miktarda APS tartilir ve
tzerine saf su eklenir. Karisim vortekslenir ve iyice ¢oziilmesi igin 37°C’de su

banyosunda bir siire bekletilir. 4°C’de 1-2 hafta saklanabilir.

d. SXTBE
Bir litre igin;

54 gr Tris baz

27.5 gr Borik asit

0.01 M EDTA (pH: 8.0)

Hazirlanmak istenen miktar igin gereken bilesenler yukaridaki dégerlere gore
orantilanarak alinir. Manyetik karistirici tizerinde ¢oziiliir, NaOH ile pH 8.0’e ayarlanir
ve otoklavlanir.

1X yapmak icin 1 hacim 5X’lik TBE iizerine 4 hacim saf su ilave edilir.

e. EtBr (10 mg/ml)

Hazirlanacak hacim igin gereken miktar Ethidium Bromid (EtBr) dikkatli bir
sekilde tartilir ve suda iyice vortekslenerek ¢oziiliir. Is1ga hassas oldugu igin renkli bir
cam sisede veya aliiminyum folyo ile sanla;ak 4°C’de saklanir. Jele son konsantrasyon
0.5 pig/ml olacak sekilde ilave edilir.

EtBr, floresan bir boyadir 've DNA ve RNA’nin bazlan arasina girerek
kuvvetlice baglanir. UV ile parlayarak goriintli verir ve jeldeki niikleik asitlerin yerinin
belirlenmesini saglar.

Ayrica EtBr son derece mutajen bir maddedir. Tartim ve kullanim sirasinda
mutlaka eldiven ve maske giyilmelidir ve gevreyi de kontamine etmeden dikkatli bir
sekilde kullanilmalidir.
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EK-2
SITOGENETIK CALISMADA KULLANILAN BESIYERLERININ
HAZIRLANISI

2.1. Yikama Besiyeri
100 ml F-10 HAM’s
2.3 cc Penicillin-Streptomycin
1 cc HEPARIN

0.2 cc Gentamycin

2.2. Chang medyumu

Irvine Scientific firmasindan saglanan Chang in situ medyumu, bir doku kiiltiirii
medyumunun serum dahil tiim bilesenlerini igermektedir. Bu nedenle yeni agilan
medyum sisesine sadece %1.2 oraninda antibiyotik eklenerek kullanilmistir (100 ml’lik
medyuma 1.2 ml penicillin-streptomysin).

EK-3
SITOGENETIK CALISMADA BANTLAMA iCiN KULLANILAN
SOLUSYONLAR

3.1. Tripsin soliisyonu (Stok soliisyon, 30 mg/ml)
3 gr tripsin, 100 ml % 0.9’luk NaCl icerisinde ¢oziilir. 1.5 ml’lik kisimlara

ayrilarak -20°C’de saklanr.

3.2. %0.9’luk NaCl (Sodyum klorid)

Ticari olarak satilan steril serum fizyolojik kullanilmsgtir.

3.3. Fosfat tamponu

Iki ayn soliisyon halinde hazirlanir ve egit oranda karigtirilir.
Soliisyon1. 9.073 gr KH,PO4 tartilip 1000 ml bidistile suda ¢oziiliir.
Soliisyon 2. 11.87 gr Na,HPO, 2H,0 1000 ml bidistile suda ¢oziiliir.

3.4. Giemsa boya soliisyonu

Fosfat tamponu igerisinde % 7-10 oraninda olacak sekilde hazirlanir.
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9. OZGECMIS

1963 yiimmda Adana’min Yiiregir ilcesinde dogdu. ik 6grenimini Adana’da
Yamach Ikokulunda, orta 6grenimini Karsiyaka Kiz Sanat Ortackulunda ve lise
ogrenimini Adana Karsiyaka Lisesinde tamamladi. 1980 yilinda Cukurova Universitesi
Fen-Edebiyat Fakdiltesi Biyoloji Boliimiinii kazandi ve buradan 1985 yilinda mezun
oldu. 30 temmuz 1986 tarihinde Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalinda Uzman kadrosunda goéreve basladi. 1988 yilinda Cukurova
Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dalt yiiksek lisans
programin kazandi. 1992 yilinda yiiksek lisans programini tamamiadi. 1998 yilinda
Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali doktora
programini kazandi. “Prenatal Tanida Amniyosentez, CVS ve Karyotip Analizi” konuiu
laboratuvar tekniklerini 6grenmek tizere 1 Mart 1999 tarihinden itibaren 1.5 ay siireyle
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Bilim Dalinda bulundu. Halen
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda uzman
kadrosunda gorevini yiirtitmektedir.

Evli ve 2 ¢ocuk annesidir.

98



