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OZET

Kilig, M.A. (2012). Deneysel Kolon Tiimérii Modelinde Manyetik Alan Etkisi
ve Etkilesimde Beta-Katenin Rolii. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Biyofizik Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Anahtar Kelimeler: Beta-katenin, Kolon Kanseri, Polimorfizm, SSCP, PCR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 10808).

Hiicre adezyon molekiilleri, hiicreler arasindaki fiziksel temas:
saglayarak embriyogenezis, morfogenezis, inflamatuar cevap, hemostazis ve
farklilasma gibi bircok fizyolojik siirecte rol alan molekiil grubudur. Katenin
ailesi iiyeleri, hayvanlar aleminde yaygindir ve genellikle hiicrede, kaderinler
ile birlikte adezyon bosluklarinda bulunurlar. Bu ailenin iiyelerinden olan beta-
katenine ait fonksiyon bozukluklar1 ve mutasyonlar, aralarinda kanserin de
bulundugu bir¢ok hastalikta rapor edilmistir. Beta-katenin proteinin hiicre
sitoplazmasinda birikmesi sonucu, kontrolsiiz hiicre boéliinmesine yol agan bir
dizi transkripsyon faktorii aktiflesir. Siniisoidal manyetik alanlar (SMA) {izerine
yapilan epidemiyolojik ve deneysel arastirmalar, bu tiir alanlarin sahip
olduklar1 siddete ve frekansa gore kanser gelisimini tetikleyebilecegini
gostermistir. Bu sebeple 2002 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi
(IARC) tarafindan 2B (muhtemelen kanserojen) sinifinda tanimlandi.

Yapilan arsiv calismamizda parafin bloklara gomiilii 50Hz sintisoidal
manyetik alan etkisi atinda, N-Nitroso-N-methylurea (MNU) ile deneysel
olarak gelistirilmis sican kolon tiimor dokular1 kullanildi. Ornekler kontrol
grubu, SMA grubu, MNU grubu ve SMA+MNU grubu olmak {izere 4’e ayrildi.

Gruplar arasinda beta-katenin genin ekson 3 bolgesi karsilastirildi. Sonug



xii

olarak gruplar arasinda bu bolgeye ait hicbir fark bulunamadi. Bu sonuglara
gore, MNU ile olusturulan kolon tiimorii modelinde siniisoidal manyetik
alanlarin tiimor gelisiminde incelenen bolge acisindan higbir etkisi olmadig:

goruldii.
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ABSTRACT

Kilic M.A. (2012). Influence of Magnetic Fields on Experimental Colon
Tumor Model and Effect of Beta-Catenin Interaction. Istanbul University,

Institute of Health Science, Department of Biophysics. Istanbul.

Key Words: Beta-catenin, Colon Cancer, Polymorphism, SSCP, PCR

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University
(Project No: 10808).

Cell adhesion molecules are an essential molecule group that features in
embryogenesis, morphogenesis, inflammation, homoestasis and cell
differention by establishment of physical contact between the cells. Catenin
protein family members are widespread through animal kingdom and they are
located in cell adhesion junctions with cadherins. Mutation or function loss of
beta catenin -which is a member of the catenin protein family- is reported in
many diseases including cancer. With the accumulation of beta catenin protein
in cytoplasm a series of transcription factors, which leads uncontrolled cell
proferilation are activated. Epidemiological and experimental studies on
sinusoidal magnetic fields suggests that, these fields may lead to cancer
progression depending on strength and frequency of the subjected field.
Therefore magnetic fields are classified as group 2B (possibly carcinogen) by

IARC at 2002.

In our archive study we used rat colon tumor model induced by N-Nitroso-N-
methylurea (MNU) under the influce of 50 Hz magnetic field. Animal samples
are divided on 4 groups control group, SMA group, MNU group and
SMA+MNU group. Exon 3 region of beta-catenin gene is investigated in all

groups. As a result we did not see any difference between the groups.
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According to these results sinusoidal magnetic fields has no effect on MNU

induced colon tumors in terms of investigated exon 3 site of beta-catenin gene.



1. GIRIS VE AMAC

Goriiniir 1siktan diisiik frekansli elektromanyetik alanlarin iyonizan
etkisi olmamakla birlikte, yapilan epidemiyolojik arastirmalar, ozellikle asiri
diisiik frekansli (ELF) manyetik alanlarm, kanser acgisindan risk faktorii
olusturduklar1 gosterilmistir (1,2). Kanser, birden fazla faktoriin etkisi ile ¢ok
asamali olarak gelisen, genetik ve epigenetik bir hastaliktir (3).

Kanserin nedenlerinden biri olan kalitsal mutasyonlar, organizmadaki
enzimleri aktive veya inhibe eden, boylece protein ekspresyonunu etkileyen
kisisel genetik farkliliklardir. Ayrica DNA hasarinin onarimm kapasitesini
etkileyen genetik degisiklikler, kanser riskini arttirabilen diger baslhica genetik
faktorlerdendir (4,5).

Bazi1 hastaliklara kars1 duyarliligin, kisiden kisiye farklilik gostermesinde
bu genetik degisiklikler etkili olabilmektedir. Kalitsal kanserlerde baz1 genetik
faktorler risk oranini arttirirken, kalitsal olmayan kanserlerde cevresel faktorler
daha belirleyici olabilmektedir. Cilinkii ¢evresel bir risk faktorii, bir ya da daha
fazla genin ekspresyonunu etkileyebilmekte ya da bir polimorfik gen iirtinti,
cevresel bir faktoriin etkisini arttirarak kansere neden olabilmektedir (6,7,8).

Elektrik, manyetik ve elektromanyetik alanlarin kanser riskini arttirict
etkileri hakkinda bir¢cok ¢alisma mevcut olmakla birlikte, hangi mekanizma ile
etkiledikleri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Yapilan ¢alismalar, manyetik
alanlarin hiicre icinde bulunan serbest radikalleri etkileyerek, DNA kiriklarmi
arttirdigmi gostermistir. Hiicreler DNA kiriklarmi, kisa stirede DNA onarim
mekanizmalar1 ile tamir edebilmektedir. Ancak bu tamir islemi dogru bir
sekilde yapilamaz ise hiicreler ya Olmekte ya da mutasyonlar meydana
gelebilmektedir. Bu mutasyonlar tiiriine ve hangi gende olduguna bagh olarak

hiicrenin fonksiyonlarin etkileyebilmektedir (9,10).



Beta-Katenin proteini, 90 kDa’ luk, Arm tekrar bolgelerine sahip, katenin
protein ailesinin bir iiyesidir. Arm tekrar bolgeleri, ilk olarak Drosophila' da
beta-katenin’in homologu olan armadillo proteininde kesfedilen, yaklasik 40
amino asitlik bir dizidir (11).

Hiicre-hiicre adhezyonunun koordineli bir sekilde gerceklesmesi ve gen
ekspresyonunun kontrolii, ¢ok hiicreli organizmalarin organ farklilagsmasinda
gereklidir. Beta-katenin geninin {iriinii olan proteinin temel gorevi, kaderin ve
adhezyon reseptorlerini hiicre iskeletine baglayarak hiicreler arasi1 adhezyonu
diizenlemektir. Ayrica sitoplazmada serbest olarak da bulunur. Bu gendeki
degisiklikler sebebiyle yapist1 bozulan beta-katenin proteini, hiicre-hiicre
adhezyonunun zayiflamasina neden olmaktadir. Hiicre adhezyonunun
diizenlenmesi ve gen transkripsiyona yardimci bir faktor olarak calismasi
sebebi ile beta-katenin geninin, metastatik kanserlerin gelisiminde onemli bir
rol oynadig: diisiintilmektedir (7,12).

Beta-kateninin transkripsyona yardimc islevi, Wnt sinyal yolagidaki
gorevinden ileri gelmektedir. Wnt sinyal yolag:1 aktif degilken sitoplazmada
serbest halde bulunan beta-katenin, glikojen sentaz kinaz (Gsk3Beta) ve kazein
kinaz 1 (CK1) tarafindan fosforilize edilerek aktin, adenomatoz polipozis koli
(APC), Gsk3Beta ve CK1 ile birlikte yikic1 kompleksi olusturur. Fosforilize olan
beta-katenin E3 ubikuitin tarafindan taninarak proteazoma gotiiriiliir ve yikima
ugrar. Wnt sinyal yolagi, plazma membraninda bulunan frizzled reseptoriine
Wnt'nin baglanmasi ile birlikte aktiflesir ve uyarilan disheveled proteini beta-
kateninin, kinazlar tarafindan fosforilizasyonunu engeller. Boylece
sitoplazmada serbest halde bulunan beta-katenin bozunuma ugramaz ve
birikmeye baslar. Beta-kateninin sitoplazmadaki miktar1 arttikca hiicre
cekirdeginin igine girer ve burada TCF/LEF molekiilleri ile etkileserek c-myc,

cyclin D1 gibi kritik genleri aktive eder (7).



Wnt sinyal yolaginda bulunan beta-katenin ve APC mutasyonlar1 tiimor
olusumlari ile iliskilendirilmistir. Ozellikle sitoplazmada serbest beta-katenin
diizeyinin arttig1 gesitli kanser tiirlerinde (hepatoselliiler ve kolon kanserleri
gibi) gosterilmistir. Bu kanser tiirlerinde, beta-katenin artisma bagli olarak
bircok hedef genin aktivasyonu veya inhibisyonu s6z konusudur (11). Bu
bilgilere dayanarak sunulan tez ¢calismamizdaki amag; deneysel kolon tiimiirii
gelisimi sirasinda uygulanan, 50 Hz siniisoidal manyetik alanin ortaya
cikardigr biyolojik etkilerin, beta-katenin geni ile olan muhtemel iliskisini

saglamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu
olusan patolojik duruma verilen genel isimdir. Viicut hiicrelerinin kontrolsiiz
olarak ¢ogalmasi ve biiyiimesi ¢evresel, kalitsal ya da her iki faktoriin etkisi ile
DNA’ da meydana gelen hasar sonucu ortaya gikabilir. Tiimor enflamasyona
bagh sisligi tanimlar, malign tiimorler ise genellikle kanser olarak
adlandirilmaktadir. Ancak gilintimiizde neoplazma ile es anlamh
kullanilmaktadir. Tiimorler benign ve malign olmak tizere ikiye ayrilir; benign
tiimorler metastaz yetenegine sahip olmayan tiimorlerdir. Benign (iyi) kelimesi
hastaligin progresif olmadigini tanimlamak icin kullamilir. Benign tiimorler
cogunlukla zararsiz olsa da tiimoriin gelistigi organin fizyolojisi tizerinde
olumsuz etkileri olabilir. Kanser olarak da tarnumlanan malign tiimorler
bulunduklar1 bolgede cevre dokuyla yapisik bir halde, sinirlar1 belirsiz olarak
bulunurlar. Kanser hiicreleri kan ve lenf sistemini kullanarak viicut igersinde
gelistikleri odaktan ¢ok daha uzak bolgelerde metastaz yapabilirler. Bu gibi
durumlarda ek tam1 yontemleri uygulanmazsa hiicre orijininin belirlenmesi

miimkiin olmayabilir (13).



2.1.1. Kanserin Siniflandirilmasi

Tablo 2-1: Kanserin siniflandirilmasi ve tiimor derecelendirilmesi (13)

Kanserin Siniflandirilmasi

Adenokarsinoma | Glandiiler dokular: temel alir

Blastoma Organlarin embriyonik dokularini temel alir
Karsinoma Epitel dokularim temel alir

Losemi Kan hiicrelerini olugturan dokular1 temel alir
Lenfoma Lenf dokusunu temel alir

Miyeloma Kemik iligini temel alir

Sarkoma Bag ve destek dokusunu temel alir

Tiimor Derecelendirilmesi

Grade 1 Hiicreler iyi diferansiye (diisiik dereceli)

Grade 2 Hiicreler orta derecede diferansiye (orta dereceli)
Grade 3 Hiicreler kotii diferansiye (yiiksek dereceli)
Grade 4 Hiicreler diferansiye olmamusg (ytiksek dereceli)

2.1.2. Kanserin Epidemiyolojisi

Epidemiyoloji, cesitli saglik olaylarimin goriiltis sikligi, dagilimi ve
nedenlerini inceleyen bilim dali olup sadece salginlarla degil, tiim saglik
olaylariyla ilgilenir. Epidemiyolojik c¢alismalar ve saghk hizmetlerinin
planlanmas: sirasinda 6ncelikli sorunlar, gruplarin tespiti ve saglik olaylarinin
nedenleri {izerine yapilan aragtirmalarda hipotezlerin olusturulmasi igin
onemlidir (14). Uluslararast Kanser Aragtirmalar1t Kurumu’ nun (IARC)
verilerine gore 2008’de diinya genelinde 12,4 milyon yeni kanser vakasi ve 7,6
milyon kanser nedenli 6liim meydana gelmistir. 2000 yili itibari ile diinya

genelinde 22 milyon kanserli hastanin yasadigl ve yeni olgular igerisinde



akciger, meme, kolorektal, mide ve karaciger kanserlerinin en sik goriilen tiirler
oldugu belirtilmistir (Tablo 2-2) (15).
Tablo 2-2: DSO'niin verilerine gore, 2008 itibariyle her iki cinsiyet i¢in tahmini ve

ongoriilen kanser vaka ve 6liim sayilar1 (milyon cinsinden), (*Su anki oranlarda bir
degisim olmazsa. **Yillik %1’lik bir artis olmasi halinde) (15).

2008 2030* 2030**
Bolge Vakalar Oliimler Vakalar Oliimler Vakalar Oliimler
Tiim Diinya 12,4 7,6 20,0 12,9 26,4 17,0
Afrika (AFRO) 0,7 0,5 1,2 0,9 1,6 1,3
Avrupa (ERO) 3,4 1,8 4,1 2,6 5,5 3,4
Dogu Akdeniz (EMRO) 0,5 0,3 0,9 0,6 1,2 0,9
Pan Amerika (PAHO) 2,6 1,3 4,8 2,3 6,4 31
Giiney Dogu Asya (SEARO) 1,6 1,1 2,8 1,9 3,7 2,6
Bat1 Pasifik (WPRO) 3,7 2,6 6,1 4,4 81 5,9

2.1.3. Kanserin Etyolojisi (Etkenleri)
Kanserin  etyolojisinde  birden fazla etkenin rol oynadig:

tanimlanmaktadir. Bunlar;

e Virtisler, Bakteriler ve Parazitler

e Fiziksel Faktorler

* Sigara ve Kimyasal Faktorler

e Ureme Faktorleri ve Endojen Hormonlar
* Genetik ve Ailesel Faktorler

* Diyet ve Yasam Tarzi



Viriisler, Bakteriler ve Parazitler: En azindan alt1 farkl: viriis insanlarda belirli
kanser tiirleriyle iliskilendirilmistir (16). Insan karsinogenezinde rol aldig:

bilinen diger enfeksiyon yapic1 ajanlar dort parazit ve bir bakteridir. (Tablo 2-3).

Tablo 2-3: Cesitli kanser vakalari ile iliskilendirilmis viriis, bakteri ve parazitler (15)

Kanser Diinya Genelindeki
Enfeksiyon IARC
Kanserin Yeri/Turii  Vakasi Kanser Vakalarinin
Yapan Ajan Siniflandirmasi
Sayis1 Yiizdesi
H.Pylori 1 Mide 490000 5,4
Serviks ve diger
HPV 1,2A 550000 6,1
yerler
HBV, HCV 1 Karaciger 390000 4,3
Lenfomakar ve
EBV 1 nazofarenks 99000 1,1
karsinomu
HHV-8 2A Kaposi Sendromu 54000 0,6
Schistosoma
1 Mesane 9000 0,1
Haematobium
HTLV-1 1 Losemi 2700 0,1

Fiziksel Faktorler: Endiistriyel, tibbi ve diger kaynaklarin, iyonizan radyasyon
etkisiyle 10semi, meme kanseri ve tiroit kanseri de dahil olmak {izere ¢esitli
neoplazmalarin olusmas: riskini artirabilmektedir (17,18). Insanlarm maruz
kaldig1 radyasyona en biiyiik etki tipta goriintiileme amach kullanilan X-
isinlarindan ve radyofarmasotiklerden, niikleer testlerin neden oldugu diisiik
dozlardaki serpintilerden, niikleer kazalardan (Cernobil ve Fukusima gibi) ve
niikleer tesislerden kazara ve rutin olarak salinan radyasyondan

kaynaklanmaktadir (19). Bunlarin disinda giinesten gelen ultraviyole (UV)



isinlarina maruz kalmanm kutandz melanom (CM), bazal hiicre karsinomu
(BCC) ve skuamoz hiicre karsinomunun (SCC) baslica sebebi oldugu
gosterilmistir ve 1992 yilindan bu yana giines radyasyonu IARC tarafindan 1.

grup karsinojenik olarak smiflandirilmaktadir (15).

Sigara ve Kimyasal Faktorler: Diinya genelinde yaklasik olarak 1,3 milyar
insan sigara igmektedir. Sigara kullanimi, insanlarda akciger, agiz boslugu,
geniz ve siniisler, yutak, girtlak, yemek borusu, mide, pankreas, karaciger, idrar
torbasi, bobrek ve serviks uteri ile miyeloid 16semi kanserlerini tetikleyen
onemli bir etken oldugu gibi, pasif igicilik de akciger kanserine neden
olmaktadir (15,20). Tiitiin dumani insanlarda en yaygmn kanserojen kaynaktir.
Mililitresinde 10 parcacik ve 66s1 kanserojen olan 4800 bilesik icermektedir
(15). Bunlar arasinda polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve tiitiine ozel

nitrozaminler en onemlileridir.

Ureme Faktorleri ve Endojen Hormonlar: Cinsiyet steroidleri ve biiyiime
faktorlerinin meme, over ve endometriyum kanseri gibi birkag tiir kanserin
etiyolojisinde ve gelisiminde rol oynadiklari bilinmektedir (21,22). Insan prostat
kanserlerinin ¢ogu endrojenlere ve anti androjen terapilerine kars: ¢cok hassastir.
Prostat kanserleri ve endrojenik steroidlerin kullanimi arasinda nedensel bir
iliski oldugu diistiniilmektedir (23). Kadinlarda serviks kanseri riski birden
fazla erkekle iliskisi olanlarda, erken yasta cinsel iliskiye baslamis olanlarda ve
erken evlenenlerde yiiksektir (24). Meme kanseri riski ise ge¢ evlenenler, gec

dogum yapanlarda ya da hi¢ dogum yapmamis kadinlarda daha ytiksektir (25).

Genetik ve Ailesel Faktorler: Genetik ve ailesel faktorlerin kanser olusumuna
katkisi, kanserin tiirline ve yasanilan gevreye gore degismektedir. Baz1 kanser
vakalar1 yalmizca gevresel faktorlerin etkisiyle, genlerde meydana gelen
bozukluga bagl olarak ortaya gikabilir. Ancak meme, kolorektal gibi kanser

tiirlerinde ailesel yigilhim gozlenmektedir. Bu ailesel kanserlerin ise diisiik



penetransli genler veya diisitk penetransh genlerin ¢evresel faktorler ile
etkilesimi sonucu ortaya ¢iktigi kabul edilmektedir (26). Sporadik kolorektal
kanserli vakalarin birinci derece yakinlarinda, kolorektal kanser gelisme riski 2-
4 kat artmaktadir. Hastanin bir ya da birden fazla akrabasinda erken yasta tani

konan adenom veya karsinom varsa risk daha ytiksektir (27).

Diyet ve Yasam Tarzi: Alkol kullanimi agiz, yutak, girtlak, yemek borusu,
kolon, rektum ve meme kanserleri ile iliskilendirilmistir (3,28,29). Alkol
kullannominin kanserojen etkisinin hangi mekanizma ile isledigi tam olarak
bilinmese de, asetaldehitin genotoksitesi ile baska karsinojen maddeler icgin
solvent rolii oynamasinin ve reaktif oksijen tiirevlerinin metabolizmasi
tizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (30,31). Ozellikle IARC calisma
grubuna ait degerlendirmelerde kolon kanserlerinde fiziksel aktivitenin kanseri
onleyici etkisi olduguna dair yeterli kanitin oldugu savunulmaktadir. Bu
koruyucu etkinin viicut agirlig: ile arasinda herhangi bir iliski bulunmamaistir
(15). Istatistiksel calismalar fiziksel aktivitenin kanseri dnleyici etkisi olduguna
dair yeterli kanit oldugunu gostermektedir. Buna gore diizenli yapilan fiziksel

aktivitenin siiresi ve yogunlugunun artig1 ile 6nleyici etki artmaktadir.

2.1.4. Kolon Kanseri
2.1.4.1. Kolon Kanserinin Simiflandirilmasi

1-Kalhtsal Sendromlar

Familyal Adenomatéz Polipozis (FAP): Kalitsal oldugu bilinen bu sendroma
sahip bireylerde, genclik yillarinda dahi kolonlarindan birden fazla benign
yapida polipler gelisebilir. Bu durumda kolon alinmadig: takdirde, bu polipler
zaman icinde malign ozellik kazanirlar. FAP sendromuna sahip kisilerde
gelisen polip sayisi yas ilerledikge artar, binlerce olabilir. APC (Adenomataus
Polipozis Coli) mutasyonlar1 FAP sendromunun klasik bir bulgusudur. Bu

gende meydana gelen mutasyonlar sonucu FAP sendromunda goriilen polipler
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gelisir. APC mutasyonuna sahip hastalarin biiyiik cogunlugu kolon kanserine
yakalansa da gelisen poliplerin sayis1 ve malign yapiya doniisiip
doniismeyecegi gende mutasyonun olustugu bolgeye gore degismektedir
(32,33,34). Benzer sekilde MUTYH geninde meydana gelen mutasyonlar da
otozomal resesif FAP sendromuna sebep olur. MUTYH mutasyonlar: sonucu
hiicre boliinmeye hazirlanirken meydana gelen DNA hatalarinin diizeltilmesi
miimkiin olmayabilir. Boylece hastalardaki DNA hatalar1 hiicrelerin kontrolsiiz
bliytimesini ve kolon poliplerinin kansere dontisme ihtimalini arttirmaktadir
(34). FAP gelecek nesillere farkli sekillerde aktarilabilir. APC’den kaynaklanan
FAP otozomal dominant yolla geger. Her hiicrede degisiklige ugramis genin tek
kopyas: olmas: yeterlidir. Cogu vakada hastanin ebeveynlerinden birisinde
bulunmasi yeterlidir. MUTYH ise otozomal resesif yolla geger. Her hiicrede
genin iki kopyasinda da degisiklik meydana gelmis olmalidir. Cogunlukla bu

genin tek kopyasini tasiyan kisiler herhangi bir belirti gostermezler (35).

Kalitimsal Non-Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC): Lynch sendromu
olarak ta bilinen HNPCC, otozomal dominant gegisli bir kanser sendromu olup
kolorektal kanserlerin %4-6'sin1 olusturur. Metastazlar1 endometrium, over,
mide, ince bagirsak, hepatobilier traktiis, {ist idrar yollari, beyin ve deride
goriiliir.  HNPCC vakalarmin biiytik c¢ogunluguna sebep olan DNA
uyumsuzlugu tamir genlerinin (MSH6, PMS1, PMS2, MSH3, 6zellikle MLH1 ve
MSH?2) mutasyona ugradiklar1 goriilmiistiir. Bu genler, hiicrede DNA
hasarlarinin tamirinden sorumludur. Hata tamir edilemiyorsa hiicrede
apoptozisi baglatarak hiicrenin imhasmi, dolayisiyla hasarli DNA’ nin ortadan
kaldirilmasmi saglarlar. Bu genlerde meydana gelen bir hasar sonucu

hiicrelerde mutasyonlar birikmeye baslar ve kanser olusur (35,36).
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2-Sporadik Sendromlar

Ailesinde giiclii bir kalitsal olgu olmamasina ragmen, kanser teshisi
konulan vakalar bu sinifta degerlendirilir. Yine de hastalarin %20’sinde ailesel
kanser Oykiisiine rastlanmaktadir. Kalitsal vakalarda siklikla rastlanan; APC,
mismatch tamir genleri, p53, k- ras, MAD (mother against DPP), MADR (MAD-
related genes) ve DCC gen mutasyonlarma, sporadik vakalarda da
rastlanmaktadir. Kolon kanseri gelisme riski, sporadik kolon kanseri
hastalarmin birinci derece yakinlarinda 2-4 kat artmaktadir. Eger kanser, 50
yasindan kiigiik bir aile bireyinde ortaya ¢ikmissa, diger aile tiyeleri i¢in kolon

kanserine yakalanma riski daha da artmaktadir (35,36).
2.1.4.2. Kolon Kanserinin Epidemiyolojisi

Kolon ve rektum kanserleri, ABD, Kanada, ingiltere, Fransa, Almanya gibi
gelismis batili tilkelerde, yiiz binde 40-60 araliginda goriilme sikhigma sahip
onemli bir saglik sorunudur. Yalnizca 2008 yilinda tiim diinyada kanser teshisi
konulmus 12,4 milyon kisiden 7,6 milyonu bu hastalik nedeniyle hayatin
kaybetmistir ve bunlarin arasinda kolorektal kanserler 1,15 milyon ile en sik
rastlanilan 3. kanser tiiriidiir (15,37). Ulkemizde Kanserle Savas Dairesi'nin
yaymnladig1 “2004-2006 Tiirkiye Kanser Insidansi” raporuna goére kolorektal
kanserler erkeklerde en sik goriilen 4. kanser tiirii iken kadinlarda 3. sirada yer
almistir (38). ABD'de yilda yaklasik olarak 150 000, Avrupa'da 170 000 tim
diinyada ise yaklagik olarak yilda bir milyon yeni vaka goriilmektedir. Yagsam
siresi boyunca toplumda her 50 kisiden birinde kolorektal kanser
olugsmaktadir. A.B.D.'de tiim yeni kanser vakalar1 icinde goriilme sikli1 erkekte

ve kadinda % 11 oranu ile {iglincii siray1 almaktadir (15,37).

Kolon kanserinin goriilme sikligr degisik cografyalarda yasayan
toplumlarda farklidir. Ornegin, Kuzey Amerika, Kanada, Avustralya, Yeni

Zelanda ve Orta Avrupa’da yiiksek insidans gosterirken, Asya ve Giiney
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Amerikada diistiktiir. Kolon kanseri ve rektal kanser siklig1 genelde paralellik
gostermekle birlikte cografi farklilik kolon kanserinde daha belirgindir. Kuzey
Amerika gibi ytiksek riskli bolgelerde kolon kanseri rektal kansere gore iki kat
daha sik goriilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar kolorektal kanserin ytiksek
yag ve disik lif orani igeren diyetle beslenen toplumlarda daha sik
gorildiigiinii gostermektedir (39,40). Bazi ailesel kanser sendromlar1 kolon
kanseri riskini spesifik olarak arttirir, bunlar; Ailevi Adenomatous Polipozis
Koli (FAP), Kalitsal Non-Poliozis Kolon Kanseri (HNPCC), Peutz-Jeghers

Sendromu (PJS), ve Cowden Hastalig1'dir (41).
2.2. Manyetik alanlar

Bir miknatis parcasinin yaninda duran igne dogal olarak miknatisa
dogru yonelir. Bunun sebebi miknatis tarafindan olusturulan manyetik alanin
igne tizerine uyguladigr kuvvettir. Manyetik alan bir gozlemciye gore, diizgiin
dogrusal hareket eden yiikler tarafindan da olusturulur. Manyetik alan vektorii
B ile gosterilir, alan ¢izgilerinin yonii hareket halindeki yiiklerin yoniine diktir
(Sekil 2-1). Manyetik alani olusturan manyetik alan ¢izgileri kendi tizerlerine

kapanan egriler olustururlar.

Manyetik Alan
Cizgileri
v

v
v
v

/V

Akim Yont

Seki 2-1: Akim yonii ve manyetik alan ¢izgilerinin yonii arasindaki iliski
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Hidroelektrik santraller veya barajlarda iiretilen elektrik alternatif akim
olarak enerji nakil hatlar: {izerinden taginir. Elektrik akimlari, alternatif akimlar
ve dogru akimlar olmak iizere ikiye ayrilir. Alternatif akimlarin, genligi ve
yonii periyodik olarak degisir. Ornegin iilkemizde kullanilan sehir sebekesi
50Hz frekansinda calismaktadir. Bu akimlar tarafindan {iretilen manyetik
alanlar tipki kaynaklar1 gibi zit kutuplar arasinda saniyede 50 salinim yapar.
Saniyede 50Hz frekansa sahip manyetik alanlar ELF (Asir1 Diisiik Frekansh)

manyetik alanlar olarak adlandirilirlar (42,43).

2.2.1. Manyetik Alanlarin Biyolojik Etkileri

ELF manyetik alanlar sahip olduklar1 siddete gore canli viicudunda
bulunan yiikli tanecikleri etkiyerek viicutta elektrik akimciklarmin olusmasina
sebep olabilirler (43). Bir¢ok laboratuar calismasi ELF manyetik alanlarmn
canlilarda stire gelen biyolojik olaylarin biiyiik kismina etkisi olmadigini
gostermistir. Ancak manyetik alanlarin 6zellikle hiicre biiylimesi, hormon
aktivitesi ve hiicre igersindeki kalsiyum miktar1 tizerinde etkili oldugunu
gosteren c¢alismalar da mevcuttur. Ancak kimi etkilerin meydana gelebilmesi
i¢cin kosullarin normal giinliik manyetik alan etkisinden oldukga farkli olmas:

gerekmektedir (44,45).

2.2.2.Manyetik Alanlar ve Kanser

ELF manyetik alanlarin muhtemel kanserojen etkilerini arastiran birgok
calisma yapilmistir. Bu galismalar arasinda laboratuarda yapilan hiicre kiiltiirti
ve hayvan deneyleri, meslekleri sebebiyle manyetik alana stirekli maruz kalan
insanlarm verilerinden ¢ikilarak yapilan epidemiyolojik caligmalar yaygindir.
Sonug olarak siddetli manyetik alana maruz kalan ve c¢ocuklarda goriilen
16semi arasinda zayif ancak tutarh bir korelasyon olduguna dair bir fikir birligi
olusmustur (45). Ozellikle ICNIRP (Uluslar Arast Non-Iyonizan Radyasyondan

Korunma Komisyonu) tarafindan belirlenen limit degerlerin {istiinde, 0,4
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uT’dan yiiksek siddete sahip manyetik alanlar ve cocuklarda artan losemi
insidans1 arasinda bir korelasyon kurulmustur (46,47). Ancak yapilan bu
epidemiyolojik calismalar manyetik alanlarin kanser gelisim mekanizmasini
acitklayamamaktadir. Ayrica, yapilmis olan hayvan deneyleri kanser ve
manyetik alanlar arasindaki iliskiyi tam olarak ortaya koyamamaktadir (48).
Cocuklarda goriilen losemi vakalar1 ve manyetik alan arasmnda bir iligki
olduguna dair kuvvetli siipheler olmasmna ragmen, yapilan laboratuar
calismalar1 manyetik alanlarin  kanser iizerindeki etkisini tam olarak
goOsterememistir. Sonug¢ olarak calisma gruplari arasinda manyetik alanlarin

kanserojen etkisi tizerine bir anlasmazlik ortaya ¢ikmaktadir (49,50).

2.3. Wnt/Beta-katenin Sinyal Yolu

Wnt/Beta-katenin sinyal yolu ismini wnt ligandlar1 ve bir adhezyon
molekiilii olan beta-katenin proteininden alir. Wnt/Beta-katenin sinyal yolu
hayvanlar aleminde, omurgalilar ve omurgasizlar arasinda oldukc¢a yaygindir
(51). Embriyonik dénemde ve yetiskin doku homeostazisinde hiicre ¢ogalmasi,
hiicre polaritesi ve hiicre kaderinin belirlenmesinde kritik oneme sahiptir.
Gelisim ve homeostazis gibi onemli siireclerde rol alan Wnt sinyal yolu
insanlarda bir¢cok dogum defekti, kanser ve bazi gelisim hastaliklar: ile
iliskilendirilmistir (51-54). Kisaca Wnt ligandlarinin sekresyonuna bagh olarak
hiicre, icerisinde bulunan beta-katenin diizeyinin kontrol edilmesini saglayan
bir calisma mekanizmasina sahiptir. Ayrica Wnt ligandlarinin, hiicre
icerisindeki beta-katenin regiilasyonuna ihtiya¢c duymayan birkag farkl sinyal

mekanizmasi daha bulunmaktadir (55,56).
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2.3.1. Wnt/Beta-Katenin Sinyal Yolu Elemanlar:

2.3.1.1. Beta-katenin (Beta-Catenin)

Katenin protein ailesinin bir iiyesi olan beta-katenin proteini, 90 kDa’
luk, armadillo (Arm) tekrar bolgelerine sahiptir. Arm tekrar bolgeleri, ilk olarak
Drosophila' da beta-kateninin homologu olan armadillo proteininde kesfedilen,

yaklasik 40 amino asitlik bir dizidir (11).

Beta-katenin mutasyonlar1 amino terminal bodlgede meydana
geldiklerinde, proteinin yikim kompleksi ile baglanma yetenegi ortadan kalkar.
Bu nedenle fosforilize olamayan beta-katenin ubikitinler tarafindan
tanmamazlar ve sitoplazmada birikirler. Bir¢ok insan ve deneysel tiimorde
beta-kateninin mutasyonuna rastlanmaktadir. Ozellikle APC mutasyonlar1 ile
beta-katenin mutasyonlar1 arasinda bir iliski goze c¢arpmaktadir. APC
mutasyonuna sik rastlanan tiimorlerde beta-katenin mutasyonlari oldukca
seyrek goriiliirken, APC mutasyonunun diisiik seviyede oldugu tiimorlerde
beta-katenin proteinini sentezleyen beta-katenin geni mutasyonuna rastlama
olasilig1 oldukca yiiksektir. APC ve beta-katenin arasindaki bu iliskinin kalitsal
ve sporadik kanser formlarinda da benzer sekilde oldugu goriilmiistiir; ancak
bu korelasyona endometrial kanserlerde rastlanmamistir. Gastrik kanserler ve
hepatoseliiler karsinomada wnt/beta-katenin sinyal yolunda, ©zellikle beta-
kateninde meydana gelen mutasyonlara siklikla rastlanmaktadir. Diisiik oranda
olsa da melanoma ve prostat kanseri dahil bir ¢ok kanser tiirtinde beta-katenin

mutasyonlarma rastlanmistir (12).

2.3.1.2. APC (Adenomatous Polyposis Coli)

Ik olarak FAP hastalarmin genetik analizi sonucu tanimlanmis olan APC
geni, beta-katenin {izerine yapilan c¢alismalarda da siklikla incelenen bir
bolgedir. Drosophila’da yapilan ¢alismalarda APC’nin mutasyonu sonucu beta-

katenin sinyalizasyonunun artti$1 gozlemlenmistir. Bu 6zelligi nedeniyle APC



16

timor siipresor olarak tanimlanir. APC'nin sahip oldugu ii¢ baglanma
bolgesinden birinde meydana gelen mutasyon, aksin ile bag kurmasim

engelleyerek beta-kateninin yikim kompleksine katilmasini engeller (12).

2.3.1.3. Dishevelled

Yapilan genetik analizler wnt sinyal yolunun pozitif mediyatorii olarak
calisan Dishevelled'in hiicre igersinde bulunan beta-katenin proteinin pozitif
regiilatorii oldugu anlasilmistir. Dishevelled'in asir1 ekspresyonu ya da mevcut
miktarinin aktivasyonu sitoplazmada bulunan aksin proteinini baglayarak
yikim  kompleksinin  olusumunu engeller. Bu sebeple neoplastik
transformasyonun olusumu tizerinde etkili oldugu diistiniilebilir, ancak insan
kanserleri ile direkt bir ilgisi rapor edilmemigtir. Dishevelled ile kanser
arasindaki muhtemel bir iliski Dishevelled'in fosforilize ederek baglanabilen ve
lenfoma formasyonun olusumunu tetikleyen kazein kinazlarin etkisi ile

olabilecegi bildirilmektedir (12).

2.3.1.4. Aksin

Aksin, ilk olarak xenopus embriyolarinda wnt sinyal yolu inhibitori
olarak tanimlandi ve direkt olarak APC, beta-katenin, Gsk3Beta ve dishevelled
ile baglanarak yikim kompleksine katildig1 anlasildi. Xenopus, drosophila,
memeli hayvan kiiltiir hiicreleri aksinin, beta-katenin down regiilasyonunda
merkezi olusturdugunu gosterdi. Calisma mekanizmasi tam olarak bilinmese
de aksin, beta-katenin ve APC’ nin, Gsk3Beta tarafindan fosforilizasyonunu

kolaylastirdig1 bilinmektedir (12).
2.3.1.5. CK1 (Casein Kinase 1)

Kazein kinaz 1 proteinleri Wnt/beta-katenin sinyal yolunda birden fazla
formu bulunan kinaz ailesi tiyeleridir. Kazein kinaz 1'in Wnt/beta-katenin

sinyal yolunda disheveled’in fosforilizasyonundan sorumlu oldugu
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diisiiniilmektedir. Yikim kompleksinin yapisina katilan CK1, aksin, beta-

katenin ve APC proteininlerinin fosforilizasyonunu baslatir (12).
2.3.1.6. Gsk3Beta (Glycogen synthase kinase 3-Beta)

Gsk3Beta, wnt sinyal yolunda bir dizi proteinin fosforilizasyonundan
sorumlu serin/treonin kinaz proteinidir. Sinyal yolunda serbest beta-kateninin
negatif regiilatorii oldugu icin potansiyel tiimor siipressor olarak
smiflandirilabilir. Ancak kolon kanseri vakalarinda yapilan incelemelerde
Gsk3Beta’ya ait herhangi mutasyon ya da kodlamada eksik bir bolgeye

rastlanmamistir (12).
2.3.2. Wnt Ligandlarinin Sekresyonu

Hiicrede wnt sekresyonunun gerceklesebilmesi igin iki onemli protein
bulunmaktadir; wntless ve retromer kompleksi (Sekil 2-2). Endoplazmik
retikulumda porcupine isimli protein tarafindan palmitasyonu gergeklestirilen
wnt ligandlari, golgi cisminin membranlarinda bulunan wntless proteinleri
esliginde sekresyon igin gegici olarak depolandiklar1 endozomlara gotiiriiliirler.
Ardindan tasima gorevini yerine getiren wntless proteinleri retromer

kompleksi tarafindan tekrar golgi membranina taginir ve dongii devam eder.

Tam olarak anlasilamamis olsa da wnt ligandlarinin kisa ve uzun
mesafelerdeki dagilimlar1 iki temel ekstraseliiler dagilim mekanizmas: ile
aciklanmaya calisilir. Kisa mesafelerde Wnt ligandlarinin sahip oldugu lipidler
multimerler tarafindan kaplanarak yiiksek oranda su iceren ekstraseliiler
ortamda ilerlemesini kolaylastirildig: diisiiniilmektedir. Uzak mesafelerde ise
lipoproteinlere baglanarak tasindiklari diistiniilmektedir. Membran yapisinda
bulunan kimi lipoproteinlerin aktivitesi ve Wnt sinyalizasyonunun kat ettigi

mesafe arasinda iliski bulunmustur (54).
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Sekil 2-2: Wnt sekresyonu (54)

2.3.3. Wnt/Beta-Katenin Sinyal Mekanizmasi

Hiicrede iki farkli bolgede beta-katenin proteinlerine rastlanir. ik grup,
sitoplazmada serbest halde bulunan ve sinyalizasyon mekanizmasinda aktif rol
oynayan serbest beta-katenin ya da sitoplazmik beta-kateninlerdir. ikinci grup
ise kaderin ailesi ile birlikte kaderin-katenin kompleksinde yer alarak hiicre
adhezyonunda gorev alan gruptur. Adhezyon bosluklarinda beta-katenin ve
plakoglobin kaderinlerin transmembran reseptorlerinin sitoplazmik uglarma
baglandiklar1 gibi diger taraftan alfa katenin yardimu ile aktin iskeleti arasinda
bag yapmaktadir. Hiicrelerde Wnt sinyal yolunun inaktif oldugu durumda
sitoplazmada serbest halde bulunan beta-katenin yikim kompleksi adi verilen
glikojen sentez kinaz 3, kazein kinaz 1, adenomatus polyposis coli ve aksin
tarafindan yakalanir. Bu kompleks tarafindan fosforilize edilen beta-katenin
ubikuintinler tarafindan yakalanarak protozoma gotiiriliir ve indirgenir.
Boylece sitoplazmada serbest halde bulunan beta-kateninler baskilanmis olur

(Sekil 2-3).
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Sekil 2-3: Wnt/Beta-Katenin sinyal yolu mekanizmasi (54)

Wnt ligandlarmin varliginda ise frizzled ve LRP5/6 reseptorleri uyarilir
ve sitoplazmada bulunan dishevelled proteinini baglarlar. Dishevelled'in
aksine olan afinitesi yikim kompleksindeki diger proteinlerden yiiksektir. Bu
sebeple yikim kompleksinin olusumu engellenir ve sitoplazmada serbest halde
bulunan beta-katenin miktar1 zaman iginde artmaya baglar. Artan beta-katenin
bir siire sonra niikleer membrandan gegerek Groucho tarafindan baskilanan
ekspresyon faktorleri TCF/LEFin aktivasyonunu saglar. Bu sayede cyclin D1
veya MYC gibi transkripsyon faktorleri agiga ¢ikar. Benzeri sekilde beta-katenin
proteininin fosforilizasyon bolgelerinde meydana gelen bir mutasyon, yikim
kompleksinin basarili bir sekilde kurulmasini engeller ve sonug olarak ¢ekirdek

icindeki ekspresyon faktorleri aktiflesir (12).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gruplarin Olusturulmasi ve Orneklerin Eldesi

Bu calismada, Do¢.Dr. Handan Tuncel’in arsivinde bulunan deneysel
olarak gelistirilmis sican kolon tiimorii olgulara ait 58 adet parafin blok
kullanilmistir (57,58). Bu doku oOrneklerine ait kodlar ve gruplar asagida
verilmistir (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Deney gruplar

Gruplar Ornek Kodlar Ornek Sayisi
Kontrol Grubu 1-10 10
SMA Grubu 11-24 14
SMA+MNU Grubu  25-40 16
MNU Grubu 41-58 18

3.1.1 Tiimor Modelinin Gelistirilmesi

Gelistirilen tiimor modeli, manyetik alan uygulamasi ve arsiv bloklar:
Dog¢.Dr.Handan Tuncel tarafindan 1997 yilinda kendi doktora calismasinda
kullanilmak tizere su sekilde yapildy;

60 mg MNU, 6 ml steril izotonik (%0,9 NaCl) icinde ¢oziilmiistiir.
Hazirlanan soliisyon MNU ve SMF+MNU grubu hayvanlarina denek basina 0,2
ml olmak iizere intrarektaral yolla verilmis. Islemde No:8 feeding tiipii,
rektumdan 6 cm sokulmus ve soliisyon uygulanmistir. Bu uygulama haftada 1
defa olmak tizere 10 hafta boyunca tekrarlanmais (57,58).

Manyetik alan kaynag1 olarak 12 adet seri bagli, 560 sarimli, yumusak
demir cekirdekli, bakir telden hazirlanan selenoid bobin kullanilmis. Bobinler

220V, 50 Hz'lik sehir sebeke sistemine baglanmis ve olusturduklari manyetik
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alan siddeti 5 mT olarak 6l¢iilmiis. Hayvanlar bu siddette manyetik alana 13 ay
boyunca haftada 5 giin, giinde 6 saat maruz birakilmislar (57,58).

Deneyin 8. ve 13. aylarinda rastgele segilen hayvanlar sakrifiye edilmis ve kolon
dokular1 formol icine almmustir. Ardindan fikse edilen dokular Istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalr'nda incelenmis

(57,58).
3.2 Kullanilan Malzemeler
3.2.1 Kimyasallar

Tablo 3-2: Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Marka
Agaroz Sigma
Akrilamid Sigma
Asetik Asit Sigma
Bisakrilamid Sigma
dNTP Takara
Etanol Merck
Etidyum Bromiir Sigma
Formaldehit Sigma
Glasiyel Asetik Asit Sigma
Gliserol Merck
AgNO3 Sigma
Ksilen Merck
Marker Biobasic
MgCl2 Qiagen
Na:COs Sigma
Proteinaz K Qiagen
NaOH Merck
Taq Polimeraz Qiagen

TEMED Sigma
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3.2.2 Cozeltiler

%30’ luk Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi: 200 ml distile su
icersinde 60 gr akrilamid ve 1.6 gr N,N’-methylenebisacrylamide

karistirilarak ¢oziiliir.

50X TAE Tamponu: 242 gr Tris karigtirilarak 600 ml distile suda
¢oziiliir, 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 ve 57,2 ml glasiyel astetik asit eklenir

ardindan karigim distile su ile 1 litreye tamamlanuir.

10X TBA Tamponu: 108 gr Tris karistirilarak 600 ml distile suda
¢Oziiniir, 55 gr borik asit ve 40 ml 0,5M EDTA pH 8,0 eklenir ardindan

karisim distile su ile bir litreye tamamlanir.

TRIS 1,5 M pH 8,8: 181,65 gr Tris 700 ml distile suda karistirilarak
¢oziiniir, pH 8.8 olana kadar HCI eklenir ardindan ¢ozelti distile su ile 1

litreye tamamlanur ve otoklavlanarak sterilize edilir.

TRIS 1 M pH 6,8: 121 gr Tris 750 ml distile suda karistirilarak
¢ozuniir, pH 6,8 olana kadar HCI eklenir ardindan ¢ozelti distile su ile 1

litreye tamamlanir ve otoklavlanarak sterilize edilir.

SSCP Yiikleme Tamponu: 49 ml formamid, 1 ml 0,5M EDTA,

0,0013gr bromfenol mavisi, 0,0013 ksilen siyanol
Giimiis Nitrat Boyama Cozeltileri:

1. Cozelti: 20 ml etanol ve 10 ml asetik asit karistirilir

ardindan karisim distile su ile 250 ml’ye tamamlanair.
2. Cozelti: 250 ml distile su igersinde 0.25 gr AgNO3
cozdirilar.

3. Cozelti: 250 ml distile su igersinde 3,75 gr NaOH

¢ozdiiriiliir ardindan 375 pl formaldehit eklenir



4. Cozelti 250 ml su igersinde 1,875 gr Na:COs ¢ozd{iriiliir.

3.2.3 Ekipman

Tablo 3-3: Kullanilan gerecler

23

Kullanilan Gereg Marka
Buzdolab1 Arcelik
Yatay Elektroforez Sistemi Thermo
Dikey Elektroforez Sistemi Hoefer
Gii¢ Kaynag: Thermo
Hassas Terazi Radwag
Isitict Sinbo
Manyetik Karistirict Elektromag
Mikrodalga Firin Altus
Mikropipet (1-10ul, 10-250pl, 100-1000p1) Eppendorf
Mikrotom Slee
Mikrosantrifiij Scanspeed
Otoklav Hirayama

Termal Cycler
Termomiksir
Translimiinator
Vorteks

Fotograf Makinasi

Nanodrop

pH Metre

Techne TC-312

Eppendorf

Harmony VTX-3000L
Kodak

Thermo

Hanna
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Tablo 3-4: Kullanilan sarf malzemesi

Kullanilan Sarf Malzemesi Marka

Eppendorf (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml) Eppendorf
Mikropipet Ucu (1-10ul, 10-250ul, 100-1000ul) Capp

Lam Isoterm

3.2.4 Kit

QIAGEN - QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
3.3 Parafin Bloklardan DNA Eldesi

1. giin

1- Mikrotom ile 5 pm kalmhginda kesilen ornekler lam {izerine almarak

kurumalar1 saglandi.

2- Orneklerin bulundugu lamlar parafinin ¢dziilmesi icin iki defa 10’ar dakika

temiz ksilen igersinde bekletildi.

3- Deparafinizasyon islemi ardindan dokularda kalan ksileni temizlemek icin
lamlar iki defa 10 dakika %96’lik temiz etanolde bekletildi. Bu islemin sonunda

ornekler alkolden gikarildi ve oda sicakliginda kurumalar1 saglandi.

4- Kuruyan Orneklerin lamdan kazinmas: igin {izerlerine bir damla ATL
tamponu (QIAGEN-QIAamp DNA FFPE Tissue Kit) damlatildi ve

otoklavlanmus steril kiirdanlar ile lamdan kazind.

5- Her bir 6rnek kendi i¢in hazirlanmis olan ve igersinde 180 ul ATL tamponu
(QIAGEN - QIAamp DNA FFPE Tissue Kit) bulunan ependorflara alindi.
Ependorfa alinmis her bir 6rnege 20 pul proteinaz K (QIAGEN - QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit) eklendi, vorteks ile karistirildiktan sonra tiipler 56 °C’deki
inkiibatore kaldirillarak tiim dokular parcalanana kadar gece boyunca inkiibe

edildi.
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2. giin

6- Ertesi sabah proteinaz K (QIAGEN-QIAamp DNA FFPE Tissue Kit)
inaktivasyonunun saglanmasi icin 6rnekler 90 °C’ deki termomiksira alinarak 1

saat inkiibe edildi.

7- Her bir tiipe 200 pl AL tamponu koyuldu (Qiagen FFPE DNA Extraction Kit) ve
200 pl %96’lik etanol eklendi, vorteksin ardindan tiipler kisa bir siire santrifijj
edildi.

8- Karisim, QIAGEN-QIAamp DNA FFPE Tissue Kit'ine ait kolonlara

aktarilarak 6000 g'de 1,5 dakika satrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan

kolonun altindaki tiip atilarak kolon yeni bir tiipe yerlestirildi.

9- Kolona 500 pl AWltamponu (QIAGEN-QIAamp DNA FFPE Tissue Kit)
eklenerek karisim 6000 g’de 1,5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden alinan

kolonlarn altlarindaki tiipler atilarak yeni tiipler yerlestirildi.

10- Her kolona 500 pl AW2 tamponu (Qiagen FFPE DNA Extraction Kit) eklendi
ve karisim 20.000 g’de 4 dakika santrifiij edildi.

11- Santrifijjiin ardindan kolonlarin altindaki tiipler atilarak kolonlar temiz
ependorflara yerlestirildi. Kolonlara 100 ATE tamponu (Qiagen FFPE DNA
Extraction Kit) eklenerek tiipler 20000 g’de 1,5 dakika santrifiij edildiler. DNA

altta kalan tamponda toplandi.

12- Ardindan DNA Orneklerinin ¢ozeltideki konsantrasyonu nanodrop cihazi

ile ol¢aldii.
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3.4 PZR Reaksiyonlar1
3.4.1 Kullanilan Primer Dizisi ve PZR Miksi

Tablo 3-5: Beta-Katenin ekson 3 primer dizileri

Foward 5-GGAGTTGGACATGGCCATGG-3
Reverse 5-TCCACATCCTCTTCCTCAGG-3

Tablo 3-6: PZR Miksi

Bilesen Miktar
10X Dream Taq Green

5ul
Buffer

dNTP(0,2 mM her baz) 5ul

Forward Primer 0,5ul
Reverse Primer 0,5 nl
Kalip DNA 1ul

Dream Taq DNA Polimeraz 1,25 U

Distile Su 39 ul
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Tablo 3-7: Kullanilan PZR Program (¥)

Siklus Asamasi Sicaklik Siire
[lk Denatiirasyon ~ 94 °C 3 dakika
Anneling 57°C 30 saniye
Elongasyon 72 °C 1 dakika
Bitis 72 oC 1 dakika

(*)Ornekler tabloda verilen degerler ile 35 dongiiye tabi tutuldu.

3.5 Elektroforez
Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi PZR tepkimelerinin verimli calisip
calismadiginin kontroliinde kullanild:. Ornekler, % 2 oraninda hazirlanmis olan
agaroz jelde 110 voltta 20 dakika (50-1100 bg araliginda) DNA belirleyici
esiliginde yuritildii ve etidyum bromiir ile boyanarak UV 1sik altinda

goriintiilendi.

%2’ lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi: 100 ml 1X TAE tamponu 200 m!'lik erlende
2 gr toz agaroz karstirildi. Karisim mikrodalga firma konularak toz agaroz
tamamen ¢Oziiniip, karisim seffaflasana kadar kaynatildi. Firindan ¢ikartilan
¢Ozeltinin 1s1l dagiliminin dengeli bir bicimde saglanmasi i¢in 5 dakika dairesel
hareketlerle sallayarak bir miktar sogumasi beklendi. Igersine 10 ul etidyum
bromiir eklendi ve ¢ozelti icersinde homojen bir bicimde dagilmasi saglandi.
Son olarak ¢ozelti yatay elektroforez sistemine ait tabaga dokiildii ve taraklar

yerlestirildi, jel donana kadar bekletildi.



28

Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi Tayini (SSCP)

Dikey Sistemin Kurulmasi: Hoefer sistemine ait contalar yumusak kismi alta
gelecek sekilde statife yerlestirilirler. Camlar %70’lik alkol ile silinerek
temizlendi ve spacerlar camin iki tarafina gelecek sekilde dikkatlice
yerlestirildi. Ikinci cam spacerlarin {izerine yerlestirildikten sonra camlar
kiskaglarla iki ucundan sikistirildi. Kiskaglarin statife yerlestirilmeden 6nce alt
uglar1 vazelinlendi. Boylece jellerin boyama safhasinda sistemden kolay

ayrilmasi saglandu.

spacer

kiskag

statif

Sekil 3-1: SSCP incelemesinde kullanilan Hoefer dikey elektroforez sistemi

Kiskaglarin statife yerlestirilmesinin ardindan kamlar yuvalarina takilip
cevrilerek sikistirildi. Ardindan asagidaki protokole uygun olarak hazirlanmis
jel ¢ozeltisinden bir miktar alindi ve kapatma jeli olarak sisteme 1-2 cm
yliksekliginde olacak sekilde dokiildii. Kapatma jelinin donmasinin ardindan

alt jel sisteme dokiildii (Sekil 3-1).
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%12’1ik Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi
Sistemin kurulmasimnin ardindan ilk olarak alt jel hazirland: (Tablo 3-7).

Tablo 3-8: Alt Jel Bilesenleri

10 ml dH20

7,5ml 1,5 M Tris ( pH:8,8)
12 ml Akrilamid/Bis

1,5 ml Gliserol

100 pl %10'Tuk APS

25 ul TEMED

Alt Jelin Hazirlanmasinin 1. Giin Islemleri:

1-10 ml dH20 igersinde; 12 ml akrilamid/bis, 1,5 ml gliserol, 7,5 ml 1,5 M Tris
pH 8,8 ve 100 pl APS karistirilda.

2- Karisimdan 5 ml kapatma jeli hazirlamak tiizere ayr1 bir kaba alindi ve
tizerine 25 pl TEMED eklendi, jel donmadan dikey sisteme 1-2 cm
yliksekliginde kapatma jeli olarak dokiildii.

3- Kapatma jelinin donmasinin ardindan hazirlanan ana stoka 25 ul TEMED
eklenir. Cozelti dikey sisteme dokiildiikten donmasi igin sistem 16 saat +4 °C’

deki buzdolabina kaldirildi. Ertesi giin iist jel hazirlandi(Tablo 3-8);

Tablo 3-9: Ust Jel Bilesenleri

6,5 ml dH20
1,25 ml 1M Tris (pH: 6,8)
2 ml Akrilamid/Bis

100 pl APS (%10'luk)

25 ul TEMED
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Alt Jelin Hazirlanmasinin 2. Giin islemleri:

4- Alt jelin donmasinin ardindan tst jel hazirland1 ve sisteme dokiilerek
taraklar yerlerine yerlestirildi.

5- Ust jelin donmas1 beklendi. Jelin donmasinin ardindan olusan kuyular TEB

tamponu ile yikanarak temizlendi.
Orneklerin Hazirlanmasi ve Yiiklenmesi

Daha Once agaroz jelde yiiriitiilen pozitif 6rnekler 10 ul 6rnek + 10 pl
denatiire edici tampon ile karistirilarak ependorflara alindi. Orneklerin
denatiirasyonlarmin saglanmasi i¢in ependorflar 10 dakika 95 °C’de kaynar
suda bekletildi. Ardindan ¢ikarilan 6rnekler buz kaliplarma yerlestirilerek 5
dakika 4 °C’de olan buzdolabma alindilar. Her kuyuya 20 pl boya+ornek

karisimi yiiklendi ve 6rnekler 5 saat boyunca 200 V gerilimde yiiriitiildii.
Giimiis Nitrat Boyamasi ve SSCP Sonuclarinin Goriintiilenmesi

Poliakrilamid jel ile ayrilan tiriinlerin gozlenmesi igin jel giimiis boyama
yontemi ile boyandi Jelin yiiriimesi tamamlandiktan sonra elektroforez
tankindan alman camlarmn arasindaki ayiraglar ¢ikartildi. Bistiiriyle dikkatli bir
sekilde camin birbirinden ayrilmas:i saglandiktan sonra jel glasiyel asetik asit
¢Ozeltisine alinarak 15 dakika orta hizda c¢alkalandi. Ardindan jel giimiis nitrat
icerisine alinarak 30 dakika calkalandi. 30 dakika sonunda boyanan jelde
bantlarin goriiniir hale gelmesi i¢cin NaOH ¢ozeltisine alinarak elle yavas bir
sekilde calkalandi. Daha sonra jel Na:COs ¢Ozeltisi igerisine almarak 5 dakika
calkalandi. Boyama isleminin ardindan jeller filtre kagitlar1 arasina almarak
nemi alindi. Son olarak jeller seffaf dosyalara alinarak negatoskop iizerinde

incelendi ve fotograflandi.
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3.5 Istatistik Degerlendirme

Yapilan PCR-SSCP incelemesi sonucunda kontrol ve deney gruplarinin
beta-katenin geni ekson 3 bodlgesi karsilastirildiginda gruplar arasinda bant
kaymasi bulunmamasi sebebiyle istatiksel inceleme yapilmasina gerek

kalmamasgtir.
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$ekil 4-2: Parafin bloklardan elde edilmig DNA'Tun %2'lik agaroz jelde UV, altindaki goriintiisii: SMA grubu
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Sekil 4-3: Parafin bloklardan elde edilmis DNA'min %2'lik agaroz jelde, UV altindaki goriintisi: SMA+MNU grubu
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Sekil 4-4: Parafin bloklardan elde edilmig DNA'mun %2’lik agaroz jelde, UV altindaki gortintiisti:: SMA+MNU grubu
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Sekil 4-5: Parafin bloklardan elde edilmig DNA'min glimiis boyalh SSCP sonuglari: Kontrol Grubu ve SMA Grubu

Sekil 4-6: Parafin bloklardan elde edilmis DNA'nun glimiis boyali SSCP sonuglari: SMA ve SMA+MNU Grubu
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Sekil 4-7: Parafin bloklardan elde edilmis DNA'mun glimiis boyali SSCP sonuglari: SMA+MNU grubu

Sekil 4-8 Parafin bloklardan elde edilmis DNA'in gimiis boyali SSCP sonuglari: MNU grubu
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Sekil-4.1’de izole edilmis genomik DNA'nin beta-katenin genin ekson 3
bolgesini ¢ogaltmak igin uygun primerlerle PZR ile amplifikasyonundan elde
edilen iriinler %2’lik agaroz jelde yiiritiildiikten sonra UV 1sik altinda
goruintilenmistir. Yapilan primer dizanynina bagh olarak teorikte PZR’den
sonra elde edilecek amplikonun biiytikligii 150 bg olarak hesaplanmistir. Buna
bagh olarak elde edilen amplikonun hesaplanan biiytikliikle aynmi olup
olmadiginin anlasilmasi i¢in i¢in agaroz jelde 50 b¢’lik DNA ladder ile birlikte
ylriitiilmiis ve hepsinin 150 b¢’lik bantlara sahip oldugu gortilmiistiir.

Sonuglara gore kontrol grubu ve SMA grubu arasinda bir fark
bulunmamistir. MNU grubu ve kontrol grubu arasinda bir fark
bulunmamaktadir. Benzer sekilde beta-katenin geninin ekson 3 Gsk3beta
fosforilizasyon bolgesinde kontrol grubu ve MNU+SMA grubu arasinda bir

fark bulunmamuistir.
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4. TARTISMA

Beta-katenin proteini hayvanlar aleminde oldukca yaygin olarak
rastlanan katenin protein ailesinin bir iiyesidir. Kateninler hayvan hiicrelerinde
genellikle hiicre membraninda, kaderin-hiicre adhezyon molekiilleri ile
olusturduklar1 komplekslerde bulunurlar. Beta-katenin proteini, adhezyon
boslugunda bulunmas: sebebiyle canlilarmn embriyonik gelisiminden, doku
rejenerasyonuna kadar bir¢ok fizyolojik aktivitede rol oynamaktadir (51,52,54).
Beta-katenin proteini, rejenerasyon ve proliferasyon kontroliinde gorev almasi
sebebiyle, beta-katenini kodlayan CTNNB1 geninde meydana gelen herhangi
bir mutasyon yada fonksiyon kaybina kimi kanser tiirlerinde siklikla
rastlanmaktadir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar basta kolon kanseri
olmak tizere bazal hiicreli karsinoma, medulloblastoma ve rahim kanserlerinde
siklikla tespit edilmistir (54,59-60). CTNNB1 geninde meydana gelen
mutasyonlar yada fonksiyon kayiplar1 sebebiyle fosforilizasyon bolgelerinde
defekt bulunan beta-katenin proteinleri sentezlenebilmektedir. Bu tiir bir
defekte sahip olan beta-katenin proteini yikim kompleksinin yapisma
katilamadi81 igin sitoplazmada birikir ve niikleusa niifuz ederek cesitli

transkripsyon faktorlerini aktiflestirir (51,53,54,59).

Malign tiimorlerin en belirgin Ozellikleri olan invazyon ve metastaz
yetisini kazanmalar1 olduk¢a 6nemlidir. Bu 6zellikleri kazanan tiimor hiicreleri
bulunduklar1 dokudan ayrilarak, kan yada lenf dolagimina gecerek damarlar
yoluyla gog¢ eder. Bu sebeple hiicre adhezyonunda 6nemli bir yeri olan beta-
katenin proteinini kodlayan CTNNB1 geninde meydana gelen mutasyonlar

onem kazanir.

ELF-Manyetik alanlar 2002 yilinda IARC tarafindan 2B simifina alinarak,
muhtemelen kanserojen olarak tanimlandilar (63). Yapilan epidemiyolojik

calismalar enerji nakil hatlarmin g¢evresinde yasayan c¢ocuklarda ldosemi
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insidansinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica, benzeri calismalar ELF manyetik
alanlari, siddete ve frekanslarma bagli olarak; beyin, gogiis, cilt kanserleri ile
iliskilendirmigtir (64-67). Canli dokularinin manyetik gecirgenligi boslugun
manyetik gecirgenligine oldukc¢a yakindir, bu sebeple manyetik alanlar tipki
bosluktaki gibi ciddi bir siddet kaybma ugramadan dokulardan gegebilirler.
Calismamizda, sahip olduklar1 bu ozellik sebebiyle siniisoidal manyetik
alanlarin tiimor gelisiminde beta-katenin geni tizerinde etkili olabilecegini

diistinerek, MNU ile gelistirilmis sican kolon tiim6r modellerini inceledik.

Calismamiz daha dnceden MNU kullanilarak, siniisoidal manyetik alan
etkisi altinda gelistirilmis sican kolon tiimodr modellerine ait arsiv bloklar:
tizerinde yapildi. Onceki calismada MNU ile gelistirilmis kolon tiimorii
modelinde manyetik alanlarin e-kaderin molekiiliiniin {izerindeki etkisi
immiinohistokimyasal boyama ile incelenmis, niikleus ve sitoplazmada e-
kaderin  ekspresyonun arttig1  goriilmistiir  (58). Artan e-kaderin

ekspresyonunun kanser metastazi ile iliskilendirilmektedir (68).

Inomato ve ark. 1996 yilinda yaptiklar: calismada 8 FAP sendromu ve 5
sporadik kolon kanseri olmak tizere toplam 13 vaka incelemistir (69). Incelenen
FAP sendromlu hastalarin 5i kolon kanseri hastasidir. Vakalara ait saghkl
kolon epiteli, adenom ve kanser dokusunda beta-katenin proteinin dagilimina
immiinohistokimyasal metodlarla bakilmistir. Calisma sonucunda FAP
sendromu bulunan 8 hastaya ait saglikli kolon epitelinde, beta-kateninin
proteinin dagilimmin olmas1 gerektigi gibi hiicre membran1 yiizeyinde
yogunlastigr goriilmiistiir. Buna karsmn ayni hastalara ait adenom ve kanserli
dokularda beta-katenin dagilimi niikleus ve sitoplazmada, hiicre membraninda
oldugu kadar yogun oldugu goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada incelenen sporadik
vakalarda ise niikleusta beta-katenin yogunlugunun FAP sendromlu vakalara
gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica calismaya katilan yalnizca

FAP sendromu bulunan 3 vakada APC geni mutasyonuna rastlanmaistir, normal
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epitel dokusunda mutant ve wild-type APC proteinleri bir arada bulunurken
timor dokularinda sadece APC mutantlarina rastlanmistir. Wnt/beta-katenin
sinyal yolunda yikim kompleksinde gorev alan APC proteinin mutasyonuna
FAP hastalarinda siklikla rastlanmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalara gore APC
ve beta-katenin mutasyonuna ayni anda nadiren rastlanmaktadir (70).

Dashwood ve ark. IQ ve PhIP mutajenlerini oral yoldan vererek F344
sigan soyundan olusan iki ayr1 grupta gelistirdikleri hayvan modelinde beta-
katenin mutasyonlarini incelemislerdir (71). Calismada mutajen ajanlarin etkisi
ile hayvanlarda 12 kolon ve 23 meme tiimorii indiiklenmistir. Incelenen gen
bolgesi  beta-kateninin  onemli  bir  fosforilizasyon  bolgesi  olan
Gsk3Beta bolgesine denk gelmektedir. IQ ile gelistirilen 5 kolon tiimoriinde ve
PhIP ile gelistirilen 4 kolon tiimoriintin SSCP analizi sonucu bant kaymalarina
rastlanirken, PhIP grubuna ait 3 Ornekte beta-katenine ait herhangi bir bant
kaymas1 gozlenememistir. Ayni ¢alismada gelistirilen meme tiimorlerinde ise
beta-katenin mutasyonuna rastlanmamaistir. Calismamizda kullanilan primer
tasarimi bu makaleye dayanmaktadir.

Brabletz ve ark. tarafindan yapilan calismada 44 kolon kanseri vakasi
immiinohistokimyasal metotlarla incelenmistir (72). Calisma sonucunda
orneklerin 24’tiniin niikleus bolgesinde asir1 beta-katenin ekspresyonu tespit
edilmistir. Ancak yiiksek ekspresyona sahip olan bu boélgelerin, tiimorlerin
invazif 6zellik gosteren ug noktalar: oldugu saptanmis, tiimor dokusunun solid
yapidaki bolgelerinin sahip oldugu beta-katenin dagiliminin normal epitel
dokusunda oldugu gibi hiicre membranda yogun oldugu goriilmiistiir. Invaziv
uclardan uzaklastik¢a niikleusta goriilen asir1 beta-katenin ekspresyonunun
azaldig1 goriilmiistiir. Timoriin sahip oldugu bu heterojen ekspresyon paterni
24 Ornegin 20’sinde gozlemlenmistir. Bu sonuglara dayanarak beta-katenin

proteininin invazyon ile dogrudan iliskili oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Miyaki ve ark. herideter non polizis kolorektal kanser hastalarinda APC
ve beta-katenin gen mutasyonlarmi incelemistir (70). Beta-katenin
mutasyonuna sahip 11’i karsinom 1'i adenom olan 12 HNPCC tiimoriinde
onceki c¢alismalarda oldugu gibi APC mutasyonuna rastlanmamaistir.
Immiinohistokimyasal boyama sonucunda ise beta-katenin mutasyonlari
bulunan 6rneklerde beklendigi gibi niikleus civarinda beta-katenin yogunlugu
oldukga ytiksek bulunmustur.

Shimizu ve ark. yapti§1 calismada MNU yardimi ile sicanlarda
gelistirilen gastrik karsinoma modelinde beta-katenin mutasyonlar1 ve beta-
katenin proteinin, tiimorlerdeki dagilimlari incelenmistir (73). Calismada
kullanilan gen bolgesi beta-katenin geninin intron 2 bolgesine denk
gelmektedir. Immiinohistokimyasal ~boyama sonucunda beta-katenin
proteinlerinin genellikle hiicre membraninda yogunluk gosterdigi buna karsilik
sitoplazma ve niikleusta birikmedigi goriilmiistiir. Bu sonug Brabletz’in yaptig1
calisma ile karsilastirildiginda indiiklenen tiimor dokularinin invazyon 6zelligi
olmadig1r sonucuna varilabilmektedir (72). Ayrica yapilan SSCP analizi ile
incelenen bolgede beta-katenin genin herhangi bir mutasyona sahip olmadig:
gorilmistiir. Yapilan benzer calismalarda ekson 3 bolgesinde beta-katenin
geninin mutasyonu 1- HA, MAM, AOM ya da HCA ile gelistirilen kolon kanser
modellerinde saptanmistir (74-76). Ancak MNU gibi MMNG ile gelistirilen
kolon tiimor modellerinde aym bolgeye ait mutasyonlara rastlanmamistir
(77,78). Shimizu bu bulgulara dayanarak MNU ile gelistirilen gastrik kanser
modelinin olusumunda beta-katenin geninin bir etkisi olmadigi, MNUnun
olusturdugu kanser modelinin farkli bir mekanizma ile gelistigi sonucuna
varmistir.

Biz calismamizda Dashwood ve Shimizu 'ninde calistig1 beta-katenin
geni ekson 3’'te bulunan Gsk3Beta fosforilizasyon bolgesini inceledik. Yapilan

klinik ve deneysel calismalarda beta-katenin genin bu bolgesinde cesitli
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mutasyonlar rapor edilmistir (79,80,81). Calismamizda bulunan deney
gruplarma ait doku ornekleri bu bolgede sahip olduklar: farkliliklar agisindan
degerlendirildi. MNU ve kontrol grubuna ait SSCP sonuglar1 incelendiginde
beta-katenin geninin ekson 3 bolgesinde herhangi bir farklilik bulunamamuistir.
Ancak Dashwood yaptig1 calismada heterosiklik aminlerle gelistirdigi kolon
tiimorlerinde cesitli mutasyonlar tespit etmistir. Bizim sonuclarimiza uygun
olarak, Shimizu tarafindan MNU kullanilarak gelistirilen gastrik kanser
modelinde de beta-katenin geninin intron 2 bolgesinde bir mutasyona
rastlanmamistir. Deneyimizdeki MNU ve kontrol grubundan elde ettigimiz
verileri bu sonuglarla karsilastirdigimizda, MNU ile gelistirilen kolon tiimor
modelinde beta-katenin geninin ekson 3 bolgesinde de bir mutasyon
olusmadig1 goriilmektedir. Yani Shimizunin gosterdigi gibi MNU ile
gelistirilen tiimor modellerinde de beta-katenin geni mutasyonlarmm rol
oynamadig1 sonucu desteklemektedir. Diger c¢alismalardan farkli olarak
deneyimizde 50 Hz sintisoidal manyetik alan etkisi altinda MNU ile gelistirilen
tiimor dokularinda da beta-katenin geninin ekson 3 bolgesi incelenmistir. Elde
edilen sonuglardan kontrol grubu ve SMA gruplar karsilagtirildiginda
incelenen bolgede herhangi bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonug 50 Hz
sintisoidal manyetik alanlarin beta-katenin geninin ekson 3 bolgesine herhangi
bir etkisi olmadigini gostermektedir. Benzeri sekilde kontrol grubu SMA+MNU
grubu ile karsilastirildiginda ayni1 gen bolgesinin herhangi bir farklihiga sahip
olmadig1 goriilmiistiir. Boylece SMA ve MNU etkisinin kombinasyonu oldugu
durumlarda dahi beta-katenin geninin ekson 3 bolgesinde herhangi bir

mutasyona rastlanamamaktadir.
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Sonu¢ olarak arsiv bloklar1 iizerinde yaptigimiz bu c¢alismada
sicanlarda MNU yardimi ile gelistirilen kolon tiimdrii modelinde 50 Hz
siniisoidal manyetik alanin varlifinda beta-katenin geninin ekson 3 bdlgesi
tizerinde bir degisim go6zlenmemistir. Ancak beta-katenin geninin baska bir
bolgesi ya da Wnt/beta-katenin sinyal yolunda gorev alan basgka
molekiillerde mutasyonlar arastirlmalidir. Ozellikle APC genine ait
mutasyonlara kolon kanserlerinde siklikla rastlanmasi nedeniyle elimizdeki
orneklerle ileride yapilacak calismalarda incelenmesi gereken bir
molekiildiir.

Ayrica ¢aligsmalarimizin ilerleyen asamalarinda hiicre icersindeki beta-
katenin  dagilimimmin  immiinohistokimyasal = acidan  incelenmesi
diisiiniilmektedir. Yapilan c¢alismalar beta-katenin dagiliminin tiimor
dokularinda solid ve invaziv uglar arasinda farkl1 oldugunu gostermistir (72).
Ancak manyetik alanlarin bu dagilim iizerindeki etkisi hala

arastirilmamaistir.
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ETIiK KURUL KARARI

Yapilan arastirma bir arsiv calismasi olup etik kurul iznine ihtiyag

duymamaktadir.
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