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OZET

Gastrointestinal Kanserli Hastalarda G Protein B3 Geni (GNB3) C825 T
Polimorfizminin Degerlendirilmesi

Kanser yilizyilimizda saglik problemlerinin basinda gelmektedir. Neoplastik
biiyiime, malin hiicre toplulugunun kontrolsiiz yayilim gosterdigi otonom bir siireg
olarak tanimlanmaktadir. Kanseri tetikleyen en 6nemli mekanizmalardan birisi de sinyal
ileti yollarmi da etkileyen genetik hasardir.

Heterotrimerik G proteinleri transmembran reseptorlerinin bir kisminin 6nemli
bir bilesenidir ve hiicre i¢i sinyal iletiminin diizenlenmesinde rol alirlar. Heterotrimerik
G proteinleri a, B, ve y olmak {iizere li¢ alt birimden meydana gelmektedir.
Heterotrimerik G proteinlerinin hiicre biiylimesi ve mitozdaki rolleri nedeniyle timdr
gelisimi ve biiyiimesi ile iliskili oldugu diistiniilebilir.

GNB3 geni G protein B3 alt birimini kodlayan gendir. Bu gene ait ¢esitli
polimorfizmler arasinda ise en Onemlisi ve ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmis olan1
C825T polimorfizmidir. Ekzon 10°da 825. niikleotidde C-T seklinde tek baz degisikligi
meydana gelirken, Ekzon 9’daki alternatif RNA kaymasina (splicing) baglh olarak da
123 baz c¢iftlik bir delesyon meydana gelir. Bu durum T allel tasiyicilarinda bir splice
varyant varlig1 ve sinyal iletimindeki artis ile sonuglanir.

Bu noktadan hareket ederek G protein B3 alt birim (GNB3) genindeki C825T tek
niikleotid polimorfizminin gastrointestinal kanserlerdeki potansiyel roliinii belirlemek
amaciyla 202 gastrointestinal kanser hastasi ve 191 saglikli bireyin genetik analizlerini
yapilarak, genotip ve allel sikliklar1 arastirilmistir. Ayrica, bu gen polimorfizminin
kanser progresyonu, metastaz Ozellikleri, yasam siiresi gibi faktorler iizerine olan
etkileri incelenmistir.

Caligmamizda genotip frekanslar1 bakimindan hasta ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Ayrica T alleli tasiyicilarinin hastalik riski
acisindan C allelinden farkli olmadigina karar verilmistir. Hasta grubunda bu
polimorfizmin hastalik evresi ve uzak metastaz varligi ile iligskisi bulundugu
gozlenmistir (p=0,000). Yine TT genotipinde hastaligin daha hizli progresyon gosterdigi
ve yasam sliresinin kisaldigi izlenmistir (p=0,045).

Calisma sonucunda elde edilen verilerin kesin mekanizmasi agiklanamamakla
birlikte, G protein bagli reseptor ve iliskili sinyal yollarinin kanser invazyon ve metastaz
stirecinde rolii oldugu diisiiniilebilir. Sonug olarak, GNB3 geni C825T polimorfizminin
gastrointestinal kanser hastalarinda progresyon takibinde kullanilabilecek bir prognostik
belirte¢ aday1 olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Kanser, GNB3, C 825T polimorfizmi, T allel, Progresyon.
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ABSTRACT

The Evaluation of G Protein B3 Gene (GNB3) C825 T Polymorphism in
Gastrointestinal Cancers

Cancer is one of the most important health problems in the new century.
Neoplastic growth is often regarded as an autonomous process driven by uncontrolled
expansion of malignant cell population. Genetic damage, including the signaling
pathways, is believed to be the main triggering mechanism of cancer.

Heterotrimeric G proteins are important components of a multitude of
transmembran receptors and are involved in the regulation of intracellular signaling
pathways. Heterotrimeric G proteins consist of three subunits as o, 3, and y. Because of
their role for controlling cell growth and mitosis, activity of heterotrimeric G proteins
may be related to the growth and development of tumors.

GNB3 is the gene that encodes the G protein B3 subunit. There are numerous
polymorphisms of this gene but C825T polymorphism is the most important one which
is related with several diseases. There is a single base exchange as C-T at the nucleotide
825 in exon 10, and an alternative splicing associated with 123 bp deletion in exon 9.
This condition appears to induce a splice variant in T allele carriers leading an enhanced
signal transduction.

Beginning with this point of situation, we determine the potential role of G
protein 3 subunit gene (GNB3) C825T single nucleotide polymorphism in
gastrointestinal cancers. We genetically analysed and investigate the genotype and allele
frequencies of 202 gastrointestinal cancer patient and 191 healthy control for this
purpose. Besides, the effects of this gene polymorphism on some factors as cancer
progression, characteristics of metastasis and survive was examined.

In our study, no statistically difference was found between the patient and
control groups for genotype frequencies. Also, we decided that T allele carriers were not
different from C allele by means of the disease risk. In patient group, we observed a
relation with this polymorphism and staging, also distant metastasis (p=0,000). There
was a rapid progression of disease and a short survival period in TT genotype as well
(p=0,045).

Although there was no explanation for the exact mechanisms of the data
obtained by this study, the roles of G protein coupled receptors and related signaling
pathways can be considered in cancer invasion and metastasis. In conclusion, C825T
polymorphism of GNB3 gene might be a candidate prognostic marker in gastrointestinal
cancer patient follow-up for progression.

Key words: Cancer, GNB3, C 825T polymorphism, T allele, Progression.
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1. GIRIS

Neoplastik biiylime, malign hiicre popiilasyonunun kontrolsiiz yayilim gosterdigi
otonom bir siirectir. Neoplazi patogenezinde pek c¢ok etken rol oynamakla birlikte,
karmasik molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilamamuistir. Pek ¢ok kanser
tipi molekiiler, biyokimyasal ve hiicresel 6zelliklere sahiptir. Bunlar, hiicrenin biiyltime
sinyallerine kars1 kendi kendine yetmesi, biliylimeyi inhibe eden sinyallere duyarsizligi,
apopitozisten kaginmasi, sinirsiz kopyalanma potansiyeli, anjiyogenezi devam ettirmesi,
doku invazyonu ve metastazdir (1). Neoplaziyi tetikleyen 6nemli mekanizmalardan biri
genetik temelli hasardir. Olusan mutasyonlar hiicre kontroliiniin kaybina neden olur (1).
Kanserde gozlenen pek ¢ok olaydan biri de hiicresel immiin yetmezlik gelisimidir, fakat

immiin yetmezligin mekanizmasi tam anlasilamamustir (2).

Hiicre biiylimesi ve mitozdaki rolleri nedeniyle heterotrimerik G-proteinlerinin
timor gelisimi ve biiylimesi ile iligkili oldugu diisiiniilebilir (3). Heterotrimerik G-
proteinleri transmembran reseptorlerinin bir kisminin 6énemli bir bilesenidir ve hiicre igi
sinyal iletiminin diizenlenmesinde rol alirlar (3). Pek ¢ok hormon, ndrotransmitter,
kemokin ve lokal mediatdr G-protein bagli reseptorlere baglanarak etki gosterirler (4).

Heterotrimerik G-proteinleri o, B, ve y olmak iizere {i¢ altbirimden meydana
gelmektedir. G-proteinleri GDP bagli iken heterotrimerik ve inaktif formda bulunurlar.
GTP baglanmasi ile GTP- Ga alt birimi, GPy alt biriminden ayrilir. Boylece G-
proteinleri hiicre i¢i sinyal iletimindeki rollerini hem Go, hem de Gy alt birimleri
tizerinden gosterebilirler (4). B-alt birimi, y-alt birimine sikica baghidir ve sadece By
kompleksi halinde iken islev gosterir (5). Yapilan ¢alismalar genellikle G-proteinlerinin
a-alt birimi {izerinden yiiriitilmiistiir (6,7,8). G-protein By alt birimi ile yapilan
calismalar daha sinirlidir. GNB3 geni G-protein [3-alt birimini kodlayan gendir. Bu
gene ait cesitli polimorfizmler iizerinde ¢alismalar yapilmistir. Ornegin, C825T,
G814A, A657T, C1429T, A(-350)G gibi polimorfizmlerin iizerinde durulmaktadir.
Bunlarin arasinda ise en onemlisi ve c¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmis olan1 C825T
polimorfizmidir (9).

GNB3 geni 12. kromozomda yer alir ve 11 ekzondan olugmaktadir. Ekzon 10’da
825. niikleotidde C-T seklinde tek baz degisikligi meydana gelen 825T alleli bir splice



varyant (Bs) olusumundan sorumludur. Ekzon 9’daki alternatif RNA kaymasina
(splicing) bagli olarak 123 baz giftlik bir delesyon meydana gelir. Bu durum wild type
(CC) genotipe gore 41 aminoasitlik bir kayipla sonug¢lanir. Béylece G-proteininin GTP
baglamasina yonelik uyarimi ve Gay,-protein aktivitesi artar (10,11). GNB3 genindeki
splice varyant {lizerinde yapilan ¢esitli ¢calismalarda T allel tastyicilarinin hipertansiyon,
ateroskleroz, inme, obezite, immiin yanitta artis gibi ¢esitli durumlarla iligkili oldugu
gbzlenmistir (10,12,13,14,15,16). T allel tastyicilarinda Ps-alt birimi Gou, ve Gys ile
beraber iglev gostermektedir (10). Yine T allel tasiyicilarinda immiin yanit artmaktadir
(14,17). Homozigot 825C allel tastyicilarinda ise azalmis Gaip-protein aktivitesi
izlenmektedir (10). Ayrica GNB3 geni T hiicre yanitinin artig1 ve inflamatuar yanitla da
ilgilidir. Karsinogenezde inflamatuar degisiklikler de Onemli rol almaktadir. Bu
nedenlere bagli olarak GNB3 C825T gen polimorfizminin kolorektal kanserli hastalarla
iligkisi oldugu diisiiniilmektedir (18).

G-proteinleri ile ilgili gen polimorfizmleri ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmis
olmasina karsin kanser ile iligskisine yonelik yayinlanmig ¢cok sayida arastirma yoktur.
G-proteinlerinin hiicre sinyalizasyonundaki rollerinin énemi agiktir. Bu nedenle hiicre
biliylimesi, mitoz, immiin yanittaki rollerinin tiimérogenezle iliskilendirilmesi yararh
olacaktir. G-protein GNB3 geni C825T polimorfizminin kanser hastaligiyla iliskisi
hakkinda bugiine kadar kesin bir yorum yapilamamistir. Bu konuda yapilacak
arastirmalar hastaligin patogenezinde ve tedavisinde 6nemli gelismeler saglayabilecektir
ve henliz nedenleri, gelisimi, ilerlemesi tam olarak anlagilamamis olan kanser
hastaligimin etiyolojisinin agiklanabilmesine yeni bir boyut kazandirabilecektir.
Calismamizdaki amag¢ G-protein 3-alt birim (GNB3) genindeki C825T tek niikleotid

polimorfizminin gastrointestinal kanserlerdeki potansiyel roliinii incelemektir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. KANSER

2.1.1.Tanim

Kanser homeostatik feed-back mekanizmalara yanit veren normal hiicrelerin bu
mekanizmalarin kontroliinden ¢ikip kontrolsiiz ve spontan olarak ¢ogalabilen ve komsu
dokulara invazyon yapabilen hiicre sekillerine doniismeleridir. Neoplastik biiylime,
malign hiicre populasyonunun kontrolsiiz yayilim gosterdigi otonom bir siire¢ olarak
tanimlanmaktadir. Neoplazi patogenezinde pek c¢ok etken rol oynamakla birlikte,
karmasik molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilamamuistir. Pek ¢ok kanser
hiicresi kanser tipine bagli olarak molekiiler ve biyokimyasal 6zelliklere sahiptir. Bu
ozellikler, biliylime sinyallerine kars1 kendi kendine yetmesi, bliylimeyi inhibe eden
sinyallere duyarsizlik, apopitozisten ka¢inmasi, smirsiz kopyalanma potansiyeli,

angiogenezin siirdiiriilmesi, doku invazyonu ve metastazi kapsamaktadir (19).

2.1.2.Kanser Nedenleri

Cesitli karsinojenler (viral, kimyasal, fiziksel gibi) niikleotid degisikliklerine
neden olur ve normal hiicreler yeni bir hiicre tipine, yani kanser hiicresine doniisiir. Bu
hiicreler, sinirsiz mitoz yetenegi, metastaz yapabilme ve immiin sistemin savunma
yapmasini engelleme gibi yeni kazanilmig baz1 6zelliklere sahiptir. Kanser olusumu
baslica dort durumla ilgilidir: karsinojen miktari, karsinojen etkisinde kalma siiresi,

genetik yatkinlik ve uyarici etkenlerin varligi (20).

2.1.2.1. Kanser ve genetik

Neoplazi gelisme riskinden sorumlu tutulan yiizlerce genetik kusur
bulunmaktadir. Cocukluk cagi kanserlerinin %30’dan fazlas1 genetik yatkinligi olan
bireylerde izlenmekteyken, erigkinlerde bu oran %5—-10 kadardir. Hastaliktaki genetik
gecis orani diigiik gibi goriinmesine karsin, daha 6nemli bir etken oldugu belirtilen
cevresel karsinojenlerin etkileri ise kisilerdeki genetik varyasyonlar nedeniyle degisiklik
gostermektedir. Kalitimsal olarak kansere yatkinlik yaratan genler siklikla hiicre
bliylime ve farklilagsmasinin kontroliinde, DNA onariminda ve genomik biitiinliiglin

saglanmasinda rol almaktadirlar (21).



Biiylime etkenleri, sitokinler, ilgili reseptorler, adezyon molekiilleri, G-
proteinleri, ¢esitli kinazlar, transkripsiyon etkenleri, tiimor baskilayici proteinler vb. pek
cok molekiil sinyal yollarinda rol almaktadir. Cesitli genetik degisikliklere ugramalari
sonucunda islevlerinde meydana gelen degisiklikler, sinyal ileti yollarinin normal
akisin1 bozarak hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalarina ve biiyiimelerine neden olmaktadir

(22).

2.1.2.2. Kanser, immiinite ve Enflamasyon iliskisi

Karsinogenezde inflamatuar degisikliklerin 6nemli rolii bulunmaktadir. Kronik
enflamasyon kanser, diyabet, kardiyovaskiiler, pulmoner ve nérolojik hastaliklara neden
olabilir. Kronik enflamasyon tiimdrogenezin, hiicresel doniisiim, apopitozisin
baskilanmasi, proliferasyon, anjiyogenez, invazyon ve metastaz gibi cesitli evrelerinde
kritik rol oynamaktadir. Ayrica tlimoriin ilag ve radyoterapiye karsi direng 6zellikleri de
kronik enflamasyonla ilgilidir (23) .

Kemokinler, pleotropik biyolojik etkileri olan bir protein ailesidir. Kanserin
ilerlemesi, anjiyogenez, enflamasyon, hiicre toplanmasi, ldkositlerin enflamasyon
alanina gocilinlin  diizenlenmesi gibi ¢esitli rolleri vardir (23). Primer timor
metastazlarinda timor hiicreleri ve konakgi hiicreleri tarafindan kemokinler ve bunlara
ait reseptorler sentezlenmektedir. Kemokinlerin malinitedeki rolleri, timére lokosit
infiltrasyonunu indiiklemek ve tiimorle iligkili makrofajlar, T hiicreleri ve dendritik
hiicreler iizerinden immiin iglevleri diizenlemek, tlimor hiicrelerinin kendilerine 6zgii
metastaz bolgelerine yonelmesini kontrol etmek, anjiyogenezi diizenlemek ve direk
olarak tiimor hiicresine etki ederek hiicrenin malinite ile iliskili islevlerini kontrol etmek
seklinde siralanabilir (24).

Kanserlerde hiicresel immiin yetmezlik de goriilmektedir. Bu immiin yetmezlik
genellikle T lenfosit sayisinda azalma, monosit islevlerinde azalma vb. seklinde
karsimiza ¢ikmaktadir. Kanser hastalarinda immiin diizenleyici T hiicreleri araciligiyla

antitiimor immiinite baskilanmaktadir (2).



2.2.GASTROINTESTINAL SiSTEM KANSERLERI
2.2.1.0ZOFAGUS KANSERI

2.2.1.1. Epidemiyoloji ve Patoloji

Ozofagus kanseri gastrointestinal sistem maliniteleri arasinda goriilme siklig
bakimindan {igiincii sirada yer almaktadir. Diinya ¢apinda en sik goriilen on kanserden
biridir (25). Ozofagus kanseri erken evrelerde tespit edilemezse bes yildan daha kisa siire
icinde fatal seyretmektedir. Ozofagusun en sik goriilen tiimdrii skuamdz hiicreli
kanserdir. ABD’de 6zofagus tiimorlerinin  %60°1 skuaméz hiicreli tiimorlerdir.
Ozofagusun adenokanserleri ise ikinci siklikta izlenmektedir. Diger malin tiimérleri ise
olduke¢a nadir goriilmektedir (26,27).

Ozofagus kanserinin evrelendirmesi ve bes yillik yasam oranlari gizelge 2.1°de

verilmistir.

2.2.1.2. Etiyoloji

Ozofagus kanserinin nedenleri olarak genetik, ¢evresel, diyetsel, iyatrojenik ve
enfeksiyoz etkenler sayilabilir. Ayrica tiimor insidansinda oldukg¢a genis bir cografik ve
kiiltiirel degiskenlik de izlenmektedir (26).

Skuamdz hiicreli 6zofagus kanserinin nedeni igin tek bir etkenin belirlenmesi
olanakli degildir. Ozofagus kanserinde rolii olan risk etkenlerinin aralarinda karmasik
etkilesimler vardir ve bunlarin etkileri aditif veya sinerjistik olabilmektedir (26).

Etiyolojik etkenler arasinda baslica diyetteki tiitsiilenmis yiyecekler, tursu
halindeki sebzeler, molibdenyum ve ¢inko gibi mineral eksiklikleri, sigara ve alkol
tilkketimi, akalazya, tylozis gibi hastaliklar ve insan papilloma viriisii sayilabilir (27).

Cevresel etkenler arasinda cografik lokalizasyon énemlidir. Kuzey Cin, Iran ve
Rusya’nin bazi kesimlerinde sik goriilmektedir. Endemik bélgelerde bir¢ok c¢evresel
ozellik izlenmektedir. Topraktaki diisiik molibdenyum diizeyleri, topraktaki tuz orani,
termal hasarlanma, hava kirliligi, su kirliligi bunlar arasindadir (26). Diyetsel etkenler
arasinda diyetteki vitamin A, E ve C, niasin, riboflavin, ¢inko eksiklikleri, alkol ve sigara
kullanimi, aflatoksin ve asbestoz gibi karsinojenlere etkisinde kalmak, nitrozaminler,
cesitli mikotoksinler ve retinol igeren gidalar sayilabilir (26). Kronik 06zofagus

irritasyonu da etiyolojide dnemlidir (26). Diisiik sosyoekonomik kosullar da 6zofagus



kanseri gelisiminde rol almaktadir. Siyah irkta beyazlara oranla hastalik daha sik
goriilmekte ve daha agresif seyretmektedir (26).

Ozofagus kanserinin genetik nedenleri heniiz kesinlesmis degildir. Otozomal
dominant kalitilan tylozis hastaliginda genetik gecis izlenmektedir ve bu hastalig1 tagiyan
bireylerde % 95 oraninda 6zofagus kanseri gelismektedir (26).

Flow-sitometrik ve molekiiler ¢aligmalar sonucunda 6zofagus kanserlerindeki
klonal hiicrelerde hiicre siklusunun normalden farkli bir sekilde diizenlendigi ortaya
konulmustur. Genelleme yapildiginda genomik instabilitenin 6zofagus mukozasinda
histolojik anormalliklere neden oldugu ve hiicre siklusunun diizenindeki bozulmanin da
malinitenin progresyonunda rol aldig1 soylenebilir. Ozofagus kanserlerinde pek ¢ok
onkogen ve tiimor baskilayici gen mutasyonu izlenmektedir ve bunlar hiicre siklusunu
G1 sinirlanma noktasinda bozarak etkilemektedir (25). Ozofagus adenokarsinomlari ile
ilgili olarak ¢esitli protoonkogenlerde (epidermal biiyiime etkeni reseptorii (EGFR),
HER-2/NEU/ErbB2, siklin D, cathepsin B ve GATA-4, K-ras, gibi) amplifikasyon
izlenmektedir. Retinoblastoma (Rb), p53, pl6, gibi tiimor baskilayici genlerde ise

mutasyonlar sonucu inaktivasyon meydana gelmektedir.(25,28).

Cizelge 2.1: Ozofagus Kanserinin Evrelendirmesi ve Bes Y1llik Yasam Oranlar1 (27)
(T: Timdr, N: Lenf nodu, M: Uzak metastaz)

Tiimor Evresi TNM Simiflamasi 5 Yilhik Yasam Oram
0 TiS ,NOS MO %100
| T, No, Mo %78,9

T2, No, My

ITA %37.,9
T3, No, My
T1,Ni, My

1B %27,3
T2, N1, Mo
T3 Ni, My

111 %13,7

T4, Nherhangia MO
o
IV Therhangi, Nherhangia Ml 700




2.2.2.MiDE KANSERI

2.2.2.1. Epidemiyoloji ve Patoloji

Mide kanserinin insidanst 1930’lardan beri, Amerika’daki endiistriyel ve
ekonomik gelisme ile birlikte yasam kosullarindaki degismeye paralel olarak, diismeye
baslamistir. Diinyanin bir¢ok iilkesinde mide kanseri insidasinin diigmesinin aksine
gelismekte olan llkelerde mide kanseri sikliginda artis gozlenmektedir (29). Tiirkiye,
Afrika, Asya’nin dogusu, Kuzey Amerika ve sanayilesmis, modern yasam standartlarina
sahip Japonya’da mide kanseri insidans: yiiksektir (30,31). Ulkeler arasi farklilik kadar
tilke icinde de mide kanseri insidansinda farkliliklar goriiliir. Biiytlik sehirler ve sosyo-
ekonomik bakimdan diisiik olan bolgelerde mortalite hiz1 yiiksektir (32). Ayn1 bolgede
yasayan farkli etnik gruplar arasinda da mide kanseri insidansi onemli derecede
varyasyon gosterir (29).

Mide kanseri insidansi yag ile artis gostermektedir. Hastalarin bircogu 50-70
yaslar1 arasindadir. 30 yas altindaki hasta sayisi ¢ok azdir (29). Mide kanseri erkeklerde
kadinlara oranla daha yaygindir, yaklasik olarak erkek/kadin oram1 mide kanseri
insidansinin yiiksek oldugu bolgelerde 2:1, diisiik oldugu bolgelerde 3:2°dir (33).

Mide kanseri mukozal bir hastalik olarak baslamaktadir ve kanser olusumuna
dek wuzun bir bekleyis donemi bulunur. Yasamin erken evrelerinde baglayan
degisiklikler gastrite ve ardindan displazi ve kansere kadar ilerlemektedir. Hastalik
belirtilerinin iyi huylu hastaliklarla benzerlik géstermesi nedeniyle taninin zorlagmasi ve
tedaviye ge¢ baslanmasi mide kanserinin mortalitesini artirmaktadir (34).

Mide kanserlerinin yaklasik % 90’1 adenokarsinomdur. Non-hodgkin lenfoma ve
leyomiyosarkomlar geri kalan % 10’luk kismi olusturmaktadir (29). Mide kanseri
mikroskobik olarak seliiler ve ekstraseliiler yapist temel alinarak c¢esitli gruplara
ayrilmistir. Gland yapisinin derecesine, mukus salgilayabilme kapasitesine bagli olarak
iyi, orta ve az diferansiye olmus olarak siniflandirilabilir. Klinisyenler ile patologlar
arasinda bir korelasyon saglamak icin Lauren, mide kanserini diffiiz tip ve intestinal tip
seklinde iki gruba aymrmistir (32,35,36). Mide kanseri mide duvarinda invazyon
derecelerine gore erken ve ilerlemis mide kanserleri olarak ikiye ayrilmigtir. Erken mide
kanseri lenf nodu tutulumu olmaksizin invazyonun derinligi mukoza ve submukozada

sinirlanmis olan bir tiimor seklidir (32). Ilerlemis mide kanserinde tiimér, muskularis



propria tabakasin1 ge¢gmis, uzak ve yakin yayilim beraberdir. Tedavi sansi ise ¢ok azdir
(32,35).
Mide kanserinin siniflandirma, evrelendirme ve bes yillik yasam oranlar ¢izelge

2.2 ve 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.2: Mide Kanserinin patolojik TNM Siniflamasi (37)
(T: Tiimor, N: Lenf nodu, M: Uzak metastaz)

Tiimor Evresi (T) Tanmmmlama
Tis Karsinoma insitu, intraepitelyal tiimor.
T, Tiimor lamina propria veya submukozadadir.
T, Tiim6r muscularis mukozaya veya subserozaya ge¢cmistir.
T; Tiimor serozaya invaze olmustur.
Ty Timor bitisik yapilari igsgal etmistir.
Lenf Nodu Evresi (N) Tanmmmlama
No Lenf nodu tutulumu yoktur.
N; 1-6 bolgeselel lenf nodunda metastaz vardir.
N, 7-15 bolgesel lenf nodunda metastaz vardir.
N; 15°den fazla bolgesel lenf nodunda metastaz vardir.
Uzak Metastaz Evresi (M) Tanmmlama
M, Uzak metastaz yoktur.
M, Uzak metastaz vardir.




Cizelge 2.3: Mide Kanseri Evrelendirmesi ve Bes Yillik Yasam Oranlar1 (37)
(T: Tiimor, N: Lenf nodu, M: Uzak metastaz)

Tiimor Evresi TNM Simiflamasi 5 Yillik Yasam Oram
0 Tis, NO’ MO
1A T1,No, My
Tl N1 MO %84-91
IB ’
T2, No, Mo
T1, N2, My
11 T2, Ny, My %61-72
T3, No, Mo
T2, N2, Mo
IIIA T3, N1, Mo
%29-44
T4, No, Mo
I1IB T3, N2, My
T4 N 13, Mg
v T3, N3, My %9-25

Therhangi, Nherhangia Ml

2.2.2.2. Etiyoloji

Mide kanseri gelisiminde artmis riskle iliskili pek c¢ok etken belirlenmistir.
Ancak etiyolojisi heniiz tam olarak belirlenememistir (38). Bunlar arasinda H. pylori ve
Ebstein-Barr enfeksiyonlari, sigara ve alkol kullanimi, mesleksel karsinojenlerin
etkisinde kalma, tuzlu veya tuzlanmig et, konserve, 1zgara yiyecekler ve kizarmis
yiyeceklerle beslenme, 1yi huylu mide iilseri i¢in yapilmis mide ameliyatlan ile diisiik
sosyoekonomik durum sayilabilir. Ayrica sebze, meyve, sarimsak yemek ve yesil cay
icme ile mide kanseri arasinda negatif iligkiler bildirilmektedir. Bu risk etkenlerinin
farkli oranlarda etki etmesi bu etkenlere maruz kalinan siire, bireyin sosyal yapist ve
etnik kokeni ile iligkilidir (39,40,41).

Tip A kan grubu, pernisydz anemi, aile Oykiisii, kalittmsal nonpolipozis kolon
kanseri, Li-Fraumeni sendromu ise mide kanserine neden olan genetik etkenlerdendir.

(41). Bu nedenlerin disinda midede olabilecek bazi hastaliklarin kanser olusumunu



kolaylastirdig1 diistiniilmektedir. Bu hastaliklar; adenomat6z gastrik polipler, kronik
atrofik gastrit, intestinal metaplazi, pernisiyoz anemi ve M¢énétrier hastaligidir
(29,33,38,41). Kanser arastirmasi alanindaki ilerlemeler mide kanserinin gelisiminden
ve ilerlemesinden bir¢ok genetik etkenin sorumlu oldugunu gostermistir (42). Yapilan
calismalar mide kanserinin bir¢ok asamada meydana gelen genetik degisimlerin
birikmesi sonucu ortaya ¢iktigini1 géstermektedir (42,43,44). Mide kanserindeki genetik
anormalliklerin basinda cesitli genlerdeki delesyon ve supresyonlar (siklik sirasina gore
p53, FHIT, APC, DCC, E-cadherin gibi), amplifikasyon ve artmis ekspresyonlar (siklik
sirasina gore COX-2, HGF/SF, VEGF, c-met, AIB-1, B-catenin, k-sam, ras, c-erb B-2
gibi), instabilite ve DNA anoploidi gelmektedir (37)

Genetik veya genomik instabilitenin ¢oklu gen anomalilerinde arka planda
onemli bir rol aldig1 diisiiniilmektedir (45). Mikrosatellit instabilitesinin (MSI) temel
nedeninin DNA mismatch onarim mekanizmasindaki hatalar oldugu diistintilmektedir.
Insan mide kanserlerindeki mikrosatellit instabilite siklig1 incelenen mikrosatellit tiirii
ve sayisina bagl olarak degisse de ortalama %16-39 arasindadir. MSI diffiiz ve
intestinal tip kanserlerde pek goriilmez. Genellikle adenomalar ve intestinal metaplazide
goriiliir (42,45,46).

Adenomat6z polipozis koli (APC), kolorektal kanser (DCC) ve p53 genindeki
mutasyon veya heterozigotlugun kaybi (LOH) ile bu genlerin inaktivasyonu mide
kanserinde onemli bir rol oynamaktadir (42,47). p53 lokusunda heterozigotlugun kaybi
veya mutasyonu, mide kanserlilerin histolojik tipten bagimsiz olarak yaklasik % 60’1inda
belirlenmistir (43,45). APC gen mutasyonu kolorektal kanserde oldugu gibi mide
kanserinde de goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda iyi diferansiye olmus tip mide
kanserlilerin yaklasik % 50’sinde APC gen mutasyonunun oldugunu gosterilmistir (45).

Hiicre adezyon molekiilleri timor baskilayici olarak da gorev alirlar (45,48).
Somatik E-cadherin mutasyonlar1 tim diziyi veya dizinin bir kismini mRNA’dan
kaldiran delesyonlar veya tek niikleotid degisimine neden olan nokta mutasyonlardir
(42,48). Diffiiz tip tlimorlerinin % 50’sinde E-cadherin mutasyonu belirlenmistir (48).
E-cadherin pozitif hastalarin, negatif hastalara oranla yasam siirelerinin 3-5 yi1l daha

fazla oldugunu ortaya konulmustur (46).

Tirozin kinaz reseptorlerini kodlayan c-met, k-sam ve c-erb2 gibi bircok

onkogenin degisimi mide kanseri olusumunda énemli rol oynamaktadir (49).
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Bcl2 onkogeni hiicre 6liimiinii bloke eden mitokondriyal i¢ membran proteinini
kodlar. Bcl2 mRNA’st mide kanserli dokularda ve hiicre kiiltiirlerinde c¢esitli
seviyelerde eksprese edilir. Az diferansiye olmus adenokarsinomlarda bcl2 mRNA
ekspresyonu normal dokuya oranla % 30 daha fazladir (43).

Hiicre siklusu pozitif ve negatif diizenleyiciler tarafindan kontrol edilir. Siklin
bagimli kinaz (CDK) inhibitorleri, siklin ve CDK’nin ¢esitli anormal ekspresyonlar1 ve
genetik degisimleri mide kanserinin patojenitesinde rol oynar. Siklin E’nin
amplifikasyonu diffiiz ve intestinal tip mide kanserlerinin % 10 ve % 20’sinde goriiliir
(42). Mide kanserlilerin yaklagik % 50’sinde siklin D1’in yiiksek ekspresyonunun
oldugu belirlenmistir (46).

Normal hiicrelerde telomeraz aktivitesi bulunmadigi icin yas ilerledikge
telomerlerin boyu kisalmaktadir. Yaslanma ile birlikte kanser riskinde artis
goriilmektedir. Kanser dokularinin birgogunda ise telomerler kisa ve telomeraz
aktivitesi yiiksektir. Bu durum kanserle telomer ve telomeraz aktivitesi arasinda bir
iliski oldugu hipotezini desteklemektedir. Mide karsinomlu dokularin bir¢ogu histolojik

tipten bagimsiz olarak yiiksek telomeraz aktivitesi gdstermektedir (44).

2.2.3. KOLOREKTAL KANSER

2.2.3.1. Epidemiyoloji ve Patoloji

Kolorektal kanser gelismis iilkelerdeki baglica saglik sorunlarindandir. Kolorektal
kanserler erkeklerde sik goriilen kanserler arasinda ii¢lincii, kadinlarda ise ikinci sirada
yer almaktadir. Yine kolorektal kanser, kanserden 6liim nedenleri arasinda doérdiincii
sirada gelmektedir (50).

Kolorektal kanserler endiistriyel toplumlarda sik goriilen tiimorlerdir. Kolorektal
kanserlerin %85 kadar1 adenokanserdir. Yiizde 15 kadar1 ise miisindz adenokanserdir.
Rektal kanserler erkeklerde kadinlara gore daha sik goriilmektedir. Kolorektal kanser
riski yas arttikga artmaktadir. Rektal kanserler icin yas medyan1 69, kolon kanserleri
icin 71°dir. Yaklasik % 20 kadar olguda kalitsal etkenler devreye girmektedir. Aile
Oykiisii kolon kanserlerinde daha 6n planda yer almaktadir ve diyet gibi diger risk
etkenlerinden bagimsizdir. Ailesinde kolorektal kanser Oykiisii olanlarda kanser

goriilme yas1 55 yasa kadar diismektedir (51).
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Kolorektal kanserin siniflandirma, evrelendirme ve bes yillik yasam oranlari

cizelge 2.4 ve 2.5’de verilmistir.

Cizelge 2.4: Kolorektal Kanserin patolojik TNM Smiflamasi (52)
(T: Tiimor, N: Lenf nodu, M: Uzak metastaz)

Tiimor Evresi (T) Tanmmmlama
Tx .
Kaniya varilamayan evredir.
Ty Kansere ait belirti yoktur.
Tis Karsinoma insitu
T, Tiimor submukozadadir.
T, Tiimdr muscularis mukozaya ge¢mistir.
Tiimor subserozadadir ve/veya nonperitoneal perikolik, perirektal
T; dokular tutulmustur.
Timdr diger organ veya dokulart tutmustur veya peritonu
Ty delmistir
Lenf Nodu Evresi (N) Tammlama
Bolgesel lenf nodlart tutulumu ile ilgili olarak kaniya
Ny varilamamuistir.
No Lenf nodu tutulumu yoktur.
N; 1-3 perikolik veya perirektal lenf nodunda metastaz vardir.
N> 4 ve lizeri perikolik veya perirektal lenf nodunda metastaz vardir.
Major bir damarsal yapi ile birlikte herhangi bir lenf nodu
N3 tutulumu vardir.

Uzak Metastaz Evresi (M)

Tanimlama

Mx
M,

M;

Uzak metastaz varlig ile ilgili olarak kaniya varilamamistir.

Uzak metastaz yoktur.

Uzak metastaz vardir.
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Cizelge 2.5: Kolorektal Kanserin Evrelendirmesi ve Bes Yillik Yasam Oranlar1 (52)
(T: Tiimor, N: Lenf nodu, M: Uzak metastaz)

Tiimor Evresi TNM siniflamasi 5 Yilhk Yasam Oram
I T2 No, Mo % 70-95
II T 3.4, No, My % 54-65
I T herhangi,Nl—?;: MO %39-60
v T herhangi, Nherhangia Ml %0-16
2.2.3.2. Etiyoloji

Gastrointestinal kanserlerin olusumunda rol alan 6zgiil etiyolojik ve patojenik
mekanizmalar olduk¢a karmasik ve heterojendir. Gastrointestinal kanserler i¢inde en sik
goriileni kolorektal kanserlerdir. Ailesinde kolorektal kanser Oykiisii olan bireyler
birinci derecede riske sahiptirler. Yine ailesel adenomatdz polipozis Oykiisii olanlarda
risk daha da yiiksektir. Diger risk etkenleri ise yliksek yas, inflamatuar barsak hastaligi,
yag ve hayvansal proteinlerden zengin diyet ve sedanter yasam tarzidir. Ayrica kesin
olmamakla beraber alkol ve sigara kullanimi, aspirin ve nonsteroid antiinflamatuar ilag
kullanimi, selenyum ve kalsiyum igeren diyet gibi risk etkenleri tizerinde durulmustur
(28).

Kolorektal kanser etiyolojisindeki en ©nemli etken kolonik mukoza epitel
hiicrelerindeki genetik degisikliklerdir. Mutajen etkilere acik olmak, fekal mutajenler,
fazla et tliketimi, safra asitleri, vitamin ve mineral tiikketiminin degismesi ve alkali fekal
pH kolorektal kanser olusumuna yatkinlig1 artiran etkenlerdir (50).

Fiziksel aktivitedeki azlik kolorektal kanser ac¢isindan risk olusturmaktadir.
Ozellikle sedanter yasam tarzina sahip bireylerde yiiksek yag igerikli diyet riski
artirmaktadir. Fiziksel aktivitenin az olmasi, barsak transit siiresinde artisa, interlokin-1
diizeyinde azalmaya, sekonder/primer safra asit oraninda artisa, prostaglandin F
diizeyinde azalmaya, serum kolesterol diizeyinde artmaya, gastroenteropankreatik
hormonlarin serum diizeylerinde azalmaya yol agarak kolondaki neoplastik
degisikliklere neden olmaktadir (51).

Normal kolonik mukozada steroid hormon reseptorleri bulunmaktadir. Bu

reseptorler kolorektal tiimor hiicrelerinde de bulunur. Bu reseptorlerin uyarilmasi
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epiteliyal proliferasyonu artirmaktadir. Premenapozal kadinlarda ayn yastaki erkeklere
oranla kolon kanser sikligi daha fazladir. Menapozal Gstrojen kullanimi ise kolon
kanserine kars1 koruyucu etki gostermektedir. Seks hormonlariin kolon kanseri ile olan
iligkisi safra asiti {retimini, barsak transit zamanimm1 ve kolondaki bakteriyal
fermentasyonu etkilemelerinden kaynaklanmaktadir (51).

Diyetin kanser gelisimindeki rolii tartismalidir ve bireysel 6zellikler bu iliskide
olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Ozellikle yiiksek miktarlarda doymus yag tiiketimi ve
lifli gidalarin az tiiketilmesi kolorektal kanserle iliskili olarak bulunmustur. Artmis
viicut kitle indeksi, kalori aliminin artigi, kirmizi et tiikketimi, B-karoten ve kabak,
brokoli gibi sebzelerin az yenilmesi yine riski artirmaktadir. Diyetle kolorektal kanser
arasindaki iligskinin derecesi Ozellikle erkeklerde kadinlara oranla daha yiiksektir.
Diyette yiiksek miktarda yag bulunmasi feceste yag asiti ve serbest safra asit
konsantrasyonunu artirarak, kolon mukozasinda irritasyona ve epitelde onarim amaclh
proliferasyonun artisina yol agmaktadir. Antioksidan 6zellikleri olan vitamin C, E ve
selenyumun antineoplastik etkileri bulunur. Askorbik asit ve vitamin E fekal
mutajenlerin diizeyini azaltmaktadir (51).

Mutajenlerin ortaya c¢ikmasi ve genetik yapi arasinda bir iliski bulunur.
Mutajenlerin detoksifikasyonunda sorumlu olan genlerdeki polimorfizmler nedeniyle
metabolik yollarda degisiklikler meydana gelmektedir. Mutajenle indiiklenen DNA
hasarindan korunmak icin birgok detoksifiye edici enzim gérev yapmaktadir. Ornegin
glutatyon S-transferaz, DT-dioforaz ve N-asetiltransferaz bunlardan bazilaridir. Diyetteki
fazla pismis etlerde bulunan heterosiklik aminlerin detoksifikasyonunda rol alan N-
asetiltransferaz enziminde meydana gelen bir polimorfizm kolorektal kanser gelisiminde
rol oynamaktadir. Ayrica bazi diyetler nedeniyle fekal mikroflora degismekte ve
ekstraselliiler siiperoksit olusumu sonucu fekal mutajenler ortaya c¢ikmaktadir. Fekal
mutajenler arasinda fekapentenler, 3-ketosteroidler ve heterosiklik aminler sayilabilir.
Lifli gidalarin ve antioksidanlarin diyetle alinmasi ile fekal mutajenlerin etkileri
azaltilabilmektedir. Diyette yliksek oranda kirmizi et bulunmasi ve bu etlerin yliksek
1s1larda pisirilmesi de kolorektal kanser riskini artirmaktadir (50).

Kolorektal kanser gelisimi timor baskilayici genlerin inaktivasyonu ve proto-

onkogenlerin aktivasyonunun beraberligi sonucu gelismektedir. Olusan gen
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degisiklikleri delesyonlar, amplifikasyonlar ve tek niikleotid mutasyonlar1 seklindedir
(51).

Kolorektal karsinoma i¢in tiimor baskilayici genler kromozom 5,14,17,18, ve 22
tizerinde yerlesmistir ve kansere zemin hazirlayan gen degisiklikleri birden fazla lokusta
izlenmektedir. Kolorektal kanserlerinde, ras nokta mutasyonlarina %40 oraninda, c-
myc ekspresyonunda artisa ise %73 oraninda rastlanmaktadir. Yine bu ozellikler
metastatik tiimorlerde de izlenmektedir. DCC (deleted in colorectal carcinoma) gen
delesyonlari, p53 mutasyonlar1 da karsinomalarda sik izlenen molekiiler genetik
anormallikleridir. Ayrica ailesel adenomatozis polipozis (FAP) genindeki delesyonlar
da kanserle iliskilidir. Genetik gecisli nonpolipozis kolorektal kanser tiim kolorektal
kanserlerin %4-6’sinin nedenidir. Pek ¢ok olguda kromozom 2’de bir genetik defekt
bulunur. Kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser digindaki diger kalitsal kolon kanser
sendromlari ise herediter flat adenoma sendromu ve ailesel adenomat6z polipozistir(51).

Kalitimsal kolorektal tiimor sendromlar1 incelendiginde bircok gende defekt
oldugu izlenmistir. Bunlardan birisi kromozom 5q’da yer alan ve ailesel adenomatdz
polipozis, Gardner ve Turcot sendromlar ile ilgili olan, adenomatéz polipozis koli
(APC) tiimor baskilayic1 geninde meydana gelen mutasyonlardir. APC proteini hiicre-
hiicre adezyonu, hiicre migrasyonu veya apopitozisin diizenlenmesi ile iligkilidir.
Sporadik kolorektal tiimorlerde ise yine en sik olarak APC mutasyonu izlenirken (%75—
80), ayrica k-ras onkogeninde (%45-50) ve p53 tiimdr baskilayict geninde (%60-70) de
mutasyon oldugu bulunmustur (28).

Kolorektal kanserlerde genetik risk etkenleri de onemlidir. Ailesel polipozis
sendromlar1 (ailesel adenomatdz polipozis, Peutz-Jeghers sendromu, gibi), otozomal
dominant gecisli herediter nonpolipozis kolon kanseri, ailede polip ve kolon kanseri
Oykiisii olmasi1 ve inflamatuar barsak hastaliklar1 (kronik {ilseratif kolit, kronik
graniilomatdz kolit) genetik risk etkenleri arasindadir. Bireyin medikal Oykiisii de
(6rnegin gecirilmis kolesistektomi ve iireterosigmoidostomi operasyonlari, pelvik
1sinlanma) énemlidir (50).

Kolonda adenoma gelisiminde sigara ve alkol kullanimi bagimsiz risk etkenleri
olarak kabul edilmektedir (51).

Primer safra asitlerinin giinde yaklasik %30 kadar1 kolondan ge¢mektedir.

Kolonda bu safra asitleri dehidroksile olarak sekonder safra asitleri meydana
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gelmektedir. Sekonder safra asitleri olan deoksikolik asit ve litokolik asit kolon
karsinogenezinde rol oynamaktadir. Diyetle fazla miktarda yag alinirsa sekonder safra
asiti atilimi yaklasik iki kat kadar artmaktadir. Diger yandan lifli gidalarin tiiketimi ise
intraluminal pH’1 azaltarak sekonder safra asiti olusumunu azaltmaktadir (51).

Normal safra asitleri yag sindiriminde rol alirlar ve neoplazi igin risk olusturan
intestinal mukoza hiperproliferasyonuna neden olurlar. Diyetteki yag oram ile orantili
olarak artan safra asitleri kolorektal kanser icin risk olustururlar. Etkilerini kolonik
hiicrelerde malin doniisiime yol acan bir transkripsiyon faktoriinii aktiflestirerek
gosterirler. Alkali fekal pH’da safra asitlerinin ve karsinojenlerin ¢oziintirligi
bozulmakta ve intestinal mukoza hiicrelerindeki DNA hasarlayici etkileri artmaktadir.
(50). Obezite ve fiziksel aktivite azligi da kolon tliimorlerinin gelisiminde rol
oynamaktadir. Kolorektal kanserler i¢in diger risk etkenlerinden biri de 50 yas {izerinde
olmaktir (50).

Peptik {ilser hastaligi icin yapilmis mide ameliyatlar1 sonrasinda da kolon
kanseri riski artmaktadir. Gastrektomi gegiren hastalarda artan gastrin diizeylerinin
kolon kanserinin biiyiimesini uyardigi diisliniilmektedir. Serum gastrin yiiksekligi ve
kolonik adenoma ve kolon kanseri arasindaki iliski bazi ¢alismalarda belirtilmistir (51).

Kolon kanserlerinin biiylik ¢ogunlugunun adenoma zemininden gelistigine dair
pek cok calisma bulunmaktadir. Adenomun kolondaki lokalizasyonu, boyutu ve villoz
icerigi kanserle iliskisinde &nemlidir. Ileri yas ve birden cok polip varligi da

adenomalarin displazi riski ile iligkilidir (51).

2.2.4. PANKREAS KANSERi

2.2.4.1. Epidemiyoloji ve Patoloji

Pankreas kanseri ¢6ziime kavusturulamamis saglik sorunlarindan biridir ve
kanserden 6liim nedenleri arasinda dordiincii sirada gelmektedir. Tanisindaki giicliikler,
pankreas kanserlerinin saldirgan niteligi ve etkili sistemik tedavilerin yetersizligi
nedeniyle pankreas kanserli hastalarin ancak %5’inde teshisten sonraki sag kalim 5 yil
kadardir (53). Pankreas kanserinin en sik goriilen patolojik tiirii  duktal
adenokarsinomlardir. Ardindan sirasiyla ser6z/miisindz kistadenokanserler ve intraduktal
miisindz papiller tiimdrler gelmektedir (54).

Pankreas kanserinin evrelendirmesi ¢izelge 2.6’da verilmistir.

16



2.2.4.2. Etiyoloji

Pankreas kanseri patogenezinde diger kanserlerde oldugu gibi pek ¢ok etiyolojik
etken iizerinde durulmaktadir. Bunlarm basinda sigara kullanimi gelmektedir. Ozellikle
sigara i¢cim siliresi ve miktar1 ile iliskili olarak bu risk artmaktadir. Kesin olarak
belirtilemese de kahve ve alkol i¢ilmesi de etiyolojik etkenler arasinda tartigilmaktadir.
Uzun stiredir diabetes mellitus hastasi olan bireylerde de bu hastaligin pankreas kanseri
gelisimine yol agan bir risk etkeni olabilecegi belirtilmektedir. Kronik pankreatit ve
pankreas kanseri iliskisi lizerinde de durulmaktadir. Ailevi yatkinligin ise %5-8 pankreas
kanseri olgusunda rolii olabilecegi belirtilmektedir. Endokrin ve ekzokrin pankreas
kanserine yatkinlik yaratan kalitsal hastaliklar arasinda ¢oklu endokrin neoplazi tip I
sendromu, kalitsal pankreatit, kalitsal nonpolipozis kolon kanseri/Lynch sendromu, von
Hippel-Lindau sendromu, ataksi-telenjektazi vb. sayilabilir. Pankreatik karsinogenezde
rolii olan gen mutasyonlar1 da &nemlidir. pl6(CDKN2), BRCA2, ve STK11/LKBI
bunlardan bazilaridir. Diger ailevi gastrointestinal kanserlerden farkli olarak, ornegin
kolon kanseri, pankreas kanserinde yas, tiimor histopatolojisi ve sag kalim siiresi
sporadik kanserlerden farkli degildir (53).

Pankreas kanseri ile iligkili olan genetik anormallikler Onemlidir. K-ras
onkogenindeki nokta mutasyonlarinin %75-90 oraninda pankreatik adenokanserlerle
iligkili oldugu bildirilmistir. Sinyal ileti sisteminde rolil olan ras onkogeninde meydana
gelen bir mutasyon sonucunda ras proteini siirekli olarak aktif halde kalir ve kontrolsiiz
hiicresel proliferasyon sinyallerine neden olur. K-ras mutasyonu pankreatik
karsinogenezdeki tiimor progresyonunda erken bir belirte¢ olarak 6nem tagimaktadir. Ras
onkogenindeki mutasyon sonucu vaskiiler endotelyal biiytime etkeni (VEGF)
diizenlenmesinde artis1 gdzlenmektedir. VEGF solid tiimorlerdeki anjiyogenez siirecinde
onemlidir. Anjiyogenez ise tliimorlerin 1 mm ve daha fazla biiylimeleri, metastaz
olusturmalar i¢in esansiyel bir olaydir. Ras mutasyonunun pankreas kanserindeki rolii
hem tiimdr hiicre proliferasyonunu tetiklemesi, hem de indirek olarak VEGF iizerinden
anjiyogenezi uyarmasidir. Yine ras ve src onkogenleri bir ¢cok transkripsiyon faktoriini
(AP-1, Rel/NF-kB gibi) aktive etmek suretiyle pankreas kanserindeki tiimor invazyonu,
anjiyogenez ve metastazla iliskili olan genlerin diienlenmesini artirirlar. Yine p53 ve pl16

gibi tiimdr baskilayici genler de VEGF ekspresyonunu diizenlemekte rol alirlar (53).
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Pankreas kanseri ile ilgili olan ¢esitli delesyonlar {izerinde de ¢alisilmistir. Bunlar
DPC (deleted in pancreas cancer) 1/2, 3 ve 4’tiir. DPC4 (smad4) bir tiimor baskilayici
gendir, TGF-B (transforming growth factor-beta) sinyalizasyon yolaklarinda yer alir ve
epitelyal hiicre biiylimesinin diizenlenmesini azaltir, apopitozisi tetikler. DPC4 pankreas
kanserlerinin %30’unda homozigot olarak delesyona ugramistir. P53 timor baskilayici
geni normal hiicresel islevlerde 6nemlidir ve insan kanserlerinde mutasyonu en ¢ok
bildirilmis gendir. Pankreas kanserlerinin %70’inde p53 islev kaybi vardir ve kotii
prognozla iligkilendirilmistir. Benzer sekilde pl6 geninin inaktivasyon seklindeki
mutasyonu da retinoblastoma (Rb) proteininin hiperfosforile olmasi suretiyle hiicre
dongiisiiniin kontroliinlin kaybina ve regiile edilemeyen hiicre biiyiimesine neden olur.
Siklikla malin melanoma ile iliskilendirilen bu mutasyon pankreatik kansere yatkinliga

da neden olmaktadir (53).

Cizelge 2.6: Pankreas Kanserinin Evrelendirmesi (54)
(T: Tiimér, N: Lenf nodu, M: Uzak metastaz)

Timor
TNM Simiflamasi Tanmmmlama
Evresi
I T2, No, My Timor pankreasla smirhdir.
II T3 Ny, My Tiimdr duodenum, safra kanalina invazedir, lenf nodu tutulumu yoktur.
Tiimdr duodenum, safra kanalindan ileriye gitmemistir,
111 Ti23 N1, My

lenf nodu tutulumu bulunur.
Tiimdr lokal olarak biiyiiyerek kan damarlari, mide, dalak, kolona ulagir.

IVA T4, Nherhangi’ MO
Lenf nodu tutulumu vardir veya yoktur.

IVB  Thiemang, Nherhangis M1 Karaciger ve akciger gibi uzak organ metastazi vardur.

2.3. KANSER VE SINYAL iLETIiMi

Karsinogenezin temelinde hiicrenin yasamasi, biiyiimenin kontrolii ve
farklilasma gibi biyolojik olaylar etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir araya
gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisimi siirecinde tiimor hiicreleri bircok malign

fenotipik Ozellikler kazanir. Bu degisimler, tiimdr hiicrelerinin hizli ve simirsiz
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cogalmalarina ve ¢evre dokuya yayilmalarina neden olur. Ayrica, bu hiicreler 6zgilin
mikrogevreden bagimsiz olarak yasamini devam ettirme ve metastaz yapma ozelligine
sahiptir. Protoonkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin seri mutasyonlar1 farkli
mekanizmalar araciliiyla malign fenotipin olusumuna katkida bulunur (22,55).

Sinyal ileti yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik mutasyonlara
sik rastlanmaktadir. Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler hiicrenin ¢ogalma
ve/veya yasama islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir. Boylelikle, onkojenik sinyal

iletimi tlimor gelisimi ile invazyon/ metastaz siirecinde etkin rol oynamaktadir (22).

2.4. SINYAL ILETIMI

Sinyal transdiiksiyon yollar1 olarak da bilinen ¢esitli sinyal iletim
mekanizmalarinda sinyal terimi reseptor aktivasyonunu, transdiiksiyon ise bir uyarinin
yanita doniismesindeki siireci anlatmaktadir (56). Sinyal olusumunda reseptér adi
verilen 6zgiil proteinlere ihtiya¢ vardir. Reseptorler sinyal molekiiliinii geri doniisiimlii
olarak baglar ve hedef hiicrede bir yanit olustururlar. Pek ¢cok durumda bu reseptorler
hedef hiicre ylizeyinde bulunan transmembran proteinleridir. Ligand yani ekstraselliiler
sinyal molekiilii baglandiginda aktive olurlar. Hiicrenin karakterine gore intraselliiler
sinyal kaskadin1 baslatirlar. Bazi durumlarda ise reseptorler hiicrenin i¢indedir ve sinyal
molekiilii reseptorii aktive etmek i¢in hiicre i¢ine girer. Bu sinyal molekiilleri kii¢iik ve

hidrofobik yapida olduklarindan plazma membranindan difiize olabilirler (57).

Sinyal transdiiksiyon sistemlerinin ortak o&zellikleri 6zgilliik, amplifikasyon,
desensitizasyon ve integrasyondur. Reseptor ligandi yliksek derecede oOzgiillikk ve
duyarhilikla baglamaktadir. Reseptor etki mekanizmalarinda ¢ogunlukla enzim
aktivasyonu olmaktadir. Ozellikle protein kinaz aktivasyonu ile ilerleyen
mekanizmalarda sinyal amplifikasyonu olmakta ve bu sekilde hiicrenin liganda
duyarliligi artmaktadir. Eger uyarict molekiil dolasimda uzun siire yiiksek diizeyde
kalirsa hiicre reseptdrlerini inaktiflestirerek, sayilarini azaltarak veya hiicre yilizeyinden
uzaklastirarak ligand etkisine yanitsiz kalmaktadir. Sinyal transdiiksiyon mekanizmalari
arasinda haberlesme ve etkilesim bulunmaktadir. Bu sayede hiicre wuyarilar

biitiinlestirerek yanitini olusturmaktadir (57).
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2)

3)

4)

5)

Sinyalizasyonda genel olarak bes temel mekanizma bulunur (58):
Lipidde ¢6ziinebilen ligand membran1 gegip intraselliiler reseptore baglanarak etki
gosterir.
Transmembran reseptdr proteininin ekstraselliiler bolgesine ligand baglandiginda
intraselliiler bolgede enzimatik aktivite olur. Reseptoriin kendisi enzim gibi
davranir. Reseptorde intrensek enzim aktivitesi vardir.
Ligand yine transmembran reseptoriiniin ekstraselliiler kismina baglanir ve bagimsiz
bir protein tirozin kinazi aktive eder. Ornegin Jak kinaz. Burada reseptdriin
intrensek kinaz aktivitesi yoktur.
Ligand veya iyon bagimli transmembran kanali ligandin baglanmasi ile acilip
kapanabilir.
Transmembran reseptdr proteinine ligand baglandiginda G-protein stimule olur ve
intraselliiler ikincil haberciler yolu ile sinyal olusur.

Reseptor aracili  sinyal iletimi asagidaki sekilde siniflandirilabilir

(56,58,59,60,61,62):

A) Hiicre i¢i reseptorler (Gen transkripsiyonunu regiile eden niikleer reseptorler)

B) Hiicre yiizey reseptorleri:

a) lIyon kanali bagli reseptérler (iyonotropik reseptdr)
- Voltaj bagimh
- Ligand bagh

b) Enzim bagh (kinaz bagli) reseptdrler
- Reseptor guanilil siklaz
- Reseptor tirozin kinaz
- Tirozin kinazla iligkili reseptorler ( reseptor disi protein tirozin kinaz)
- Reseptor tirozin fosfataz
- Reseptor serin / threonin kinaz

- Reseptor serin / threonin fosfataz
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¢) G-protein bagh reseptorler (metabotropik reseptor) ve ikincil haberciler
- ¢ AMP yolu
- Fosfolipaz C ve inozitol fosfat yolu
Ca "'~ Kalmodulin yolu
¢ GMP yolu
Iyon kanali diizenlenmesi

Fosfolipaz A, yolu

2.5. GTP/GDP BAGLAYICI PROTEINLER (G PROTEINLERI)

GTP/GDP baglayic1 ve diizenleyici proteinler olan G-proteinleri hiicre yiizey
reseptorlerinden gelen eksternal sinyallerin hiicre i¢i molekiillere iletiminde rol alirlar
(Sekil 2.1). Bilginin plazma membranindan transferi yasayan hiicrelerdeki genel bir
ozelliktir (63). Pek ¢ok hormon, norotransmitter, kemokin ve yerel aracilar sinyal
iletimini G-protein bagli reseptorlere baglanarak gosterirler (4).

G-proteinlerinin  biyolojik etkileri arasinda, koku ve tat alma, gdrme,
norotransmitter islevi, endokrin ve ekzokrin bez islevleri, kemotaksis, ekzositoz, kan
basincinin kontrolii, embriyogenez, hiicre biiyiime ve farklilasmasi, onkogenez ve
infeksiyonlar sayilabilmektedir (64).

G-protein bagli reseptorler ilk kez 1986 yilinda beta-adrenoreseptor olarak
tanimlanmistir (62). 1994 yilinda ise Alfred G. Gilman ve Martin Rodbell G-
proteinlerini ve bu proteinlerin hiicre sinyal iletimindeki rollerini agiklamalari nedeniyle

fizyoloji/tip alaninda Nobel ddiiliine layik goriilmiislerdir.

Pek ¢ok ekstraseliiller ligand, cAMP, Ca™ iyonu ve fosfoinozitollerin
intraseliiller konsantrasyonlarini arttirarak etki gosterir. Bu isi ise genellikle i¢ farkl
komponentten olusan bir transmembran sinyal iletimi aracilifi ile saniyeler i¢inde

yaparlar. Sinyal iletimi sirasiyla su sekilde gergeklesir (58):
e Ekstraseliiller ligand hiicre ylizey reseptorii tarafindan algilanir.

e Reseptor plazma membranmin sitoplazmik ylizeyinde yerlesik olan G-

proteininin (GDP/GTP baglayici regulator proteinler) aktivasyonunu tetikler.
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e Aktive olan G-proteini ise genellikle bir enzim veya iyon kanali olan efektor
elemanin aktivitesini degistirir. Bu efektdor eleman ise intraseliiler ikincil

habercinin konsantrasyonunu degistirir. Boylece;
a) Adenilil siklaz/cAMP sisteminin uyarilmasi
b) Fosfolipaz C/inozitol fosfat sisteminin uyarilmasi
¢) Guanilil siklaz/cGMP sisteminin uyarilmasi
d) Ca"" kalmodulin yolunun aktive olmasi ya da

e) Iyon kanallarinin diizenlenmesi gergeklesir (62).

G protein badl reseptir

SR SR bty

- | S

fyoin kanallar
P13k
Fosfolipazlar
Adenilil siklaz
Reseptdr kinaz

GTP oTP

GTP GTR
Ivon kanallar cAMP artig DAG arhiz Rho
CAMP inkibizyonu 3 Aktivazyonu

Fosfolipazlar

Sekil 2.1: G protein bagli reseptor ve heterotrimerik G protein alt birimleri (65)

G-protein ve ikincil haberci yolunu kullanan endojen ligandlar ve bunlara ait

ikincil habercilere 6rnek olarak sunlar verilebilir (57):
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e Ikincil habercisi cAMP olanlar; adrenokortikotropik hormon, katekolaminler
(beta), koryonikgonadotrpin, FSH, LH, Glukagon, histamin, MSH, PTH,
prostoglandin E2, prostasiklin, serotonin (5-HT4), tirotiropin, vasopressindir

(V2).
e Ikinci haberci olarak Ca™ fosfoinozitleri kullanan ligandlar ise; Asetilkolin

(muskarinik), anjiotensin, katekolamin (al), PDGF, serotonin (5-HT1c ve 2),
TRH, vasopressindir (V1).

e cGMP’yi kullananlara 6rnek olarak ise atriyal natriiiretik faktor (ANF), nitrik
oksit (NO) verilebilir.

G-protein siiper ailesinin bir¢ok liyesi bulunmaktadir (4,66):
A) Heterotrimerik G-proteinleri:

Heterotrimerik G-proteinleri a, 3, ve y alt birimlerinden olusan proteinlerdir.

B) Kiiciik (small) G-proteinleri:

Okaryotlarda yiizden fazla iiyesi tanimlanan kii¢iik G-proteinleri 20-40 kDa
molekiil agirligina sahip monomerik proteinlerdir. Diisiik molekiil agirliklar1 nedeniyle
bu adi almislardir. Tiim G-protein ailesinde oldugu gibi GTP/ GDP baglayicit ve GTPaz
aktiviteleri bulunur. GTP bagl iken aktif, GDP bagl iken inaktif durumdadirlar. Guanin
niikleotidlere baglanma ve hidrolizi sirasinda proteinin G katalitik bolgesindeki I ve II.
anahtar bolgelerinde belirgin yapisal degisiklik meydana gelir. Heterotrimerik G-
proteinlerinde yer alan ve alfa alt biriminde olan III. anahtar bdlgesi kiiciik G-
proteinlerinde yoktur. Ras, Rho/Rac, Rab, Sar-1/Arf ve Ran olmak {izere bes alt ailesi
tanimlanmustir. Bunlar pek cok hiicresel islevi diizenlemektedirler. Ornegin; Ras
proteinleri  gen  ekspresyonunu, Rho/Rac  proteinleri  hiicre  iskeletinin
reorganizasyonunu, gen ekspresyonunu ve diiz kas kasilmasini diizenler. Rab ve Sar-
1/Arf proteinleri hiicre i¢i vesikiiler trafigi, Ran proteinleri ise niikleositoplazmik
transportu diizenlemektedir. Bu proteinler fizyolojik islevlerinin yani1 sira kanser,
hipertansiyon, diabetes mellitus ve koroner vazospazm gibi ¢esitli hastaliklarin

patogenezinde de rol oynamaktadirlar (67,68,69).
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C) Translasyon elongasyon etkenleri :

Elongasyon etkenleri protein sentezi, mitotik aparat organizasyonu, sinyal
iletimi, bilyiimenin diizenlenmesi, yaslanma ve transformasyonda rol alirlar. Enerjilerini
GTP veya ATP’den saglarlar. EF-1, EF-2 ve EF-3 seklinde alt gruplar1 bulunmaktadir.
EF-3 Okaryotlarda mevcut degildir. EF-1, aminoagil tRNA’lar1 ribozomun A bdlgesine
tasirken, EF-2 ise ribozomda peptid bagi olusumundan sonra peptidil t-RNA’nin P

bolgesine translokasyonundan sorumludur (70,71).

2.5.1. HETEROTRIMERIK G PROTEINLERININ YAPISI

G-protein sliper ailesi liyelerinden olan heterotrimerik G-proteinleri a, B, ve vy
subtinitlerinden olusan proteinlerdir. G-protein aracili sinyal yollarinin karmagiklig1 ve
0zgilligli G-proteinlerinin pek ¢ok farkli alt birimden olusmasindan kaynaklanmaktadir
(Sekil 2.2). Ayni noérotransmitter farklt G-protein bagh reseptorler tizerinden farkli
etkiler gosterebilmektedir. Ornegin, insanda oniki adet serotonin, on adet adrenerjik
reseptor bulunmaktadir. Ayn1 nérotransmitter tek bir G-protein bagli reseptor ile farkl
G-protein alt birimleri iizerinden farkli etkiler gdsterebilmektedir. Ornegin, G-protein
yapisindaki o ve Py alt birimleri farkli efektorleri uyarmaktadirlar. Yine bir
norotransmitter tek bir G-protein baglh reseptdr ile farkli G-proteinleri de aktive

edebilmektedir. Ornegin Gq, Gs gibi (72,73).

medbran

Heteratrimerik
G protein

Sekil 2.2: Heterotrimerik G proteini (74)
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Kiiciik G-proteinlerinde oldugu gibi fizyolojik kovalent modifikasyonlar
heterotrimerik G-proteinlerinin de islevlerinde 6nemlidir. Tim a ve vy alt birimleri lipid
modifikasyonlar1 tagimaktadirlar. o alt biriminde amino terminalde miristoilizasyon
ve/veya palmitoilizasyon seklinde lipid modifikasyonlari izlenmektedir. y alt biriminde
ise karboksi terminalden kovalent olarak baglanan izoprenil grup (farnezil, geranil-
geranil seklinde) ile modifikasyon olmaktadir. Gamma alt birimindeki prenilasyon geri
dontisiimlii iken, a alt birimindeki ise proteinin dmriiniin sonuna kadar kalicidir. Bu
lipid modifikasyonlar1 o alt biriminin protein-protein ve protein-membran iligkilerinde
onemli iken, y alt birimindeki izoprenoid modifikasyon fu kompleksinin membranla
iliskisinde 6nemlidir (73,75). Bu modifikasyonlar kanser tedavisinde kullanilabilecek
cesitli ilaglar i¢in de hedef olusturmaktadir (75).

G-proteinleri hiicresel fizyolojideki rollerini membrana bagli sinyalizasyon
komponentinin bir parcasi olarak gosterirler. Fakat simdi bilinmektedir ki, plazma
membrani disinda G-proteinleri farkli hiicresel lokalizasyonlarda da yer almaktadirlar.
Ornegin, golgi aparati, endoplazmik retikulum, niikleus gibi (76). Hormonal uyariy1
takiben G-proteinleri gesitli bolgelere transloke olmaktadir. Ornegin; hiicre iskeletinin
yeniden organizasyonunda rol alirlar. Kii¢iik G-proteinleri de niikleusta énemli roller

istlenirler (76).

2.5.1.1. Heterotrimerik G-proteinlerinin alfa alt birimi:
Alfa (o) alt biriminde boyutlar 39-52 kDa arasinda degismektedir. G-
proteinlerinin o alt birimi 16 gen ile kodlanmaktadir Bilinen 16 memeli alfa alt birimi

aminoasit dizilerinin karsilastirilmasi ile 4 alt aileye ayrilmistir (Cizelge 2.7) (4,5,73).
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Cizelge 2.7: G-protein alfa alt birimlerini kodlayan genler (73)

iind EM
Alfa alt birimi
Gas sinifi
[ (rrats
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G as alt birim geni 14 ekzondan olusurken, Ga i/o ise 8 ekzondan meydana

gelmektedir (4,5,73) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: G-protein alt birimlerini kodlayan gen yapilari (5)

26



Go alt birimi yapisal olarak iki boliimden olusur. Bunlardan birincisi
GDP/GTP’nin baglanma ve GTP hidrolizinde rol alan GTPaz yani katalitik kisimdir. Bu
boliim yapisal olarak kiiciik G-proteinleri ve elongasyon etkenlerini kapsayan
siiperaileye identiktir. Bu kistmda guanin niikleotid baglayic1 bir cep, Mg baglayici
boliim, guanin halkasi baglayici motif ve GTP hidrolizi i¢in gereken treonin ve glutamin
birimleri yer alir. Ga alt birimindeki Mg varhigi bu {initenin GTP baglayabilmesi icin
zorunludur. Ikincisi ise helikal béliimdiir, GTP’yi proteinin merkezine baglamaktadir ve
islevi tam olarak bilinmemektedir. Go alt biriminde bir de lipid modifikasyonunun
gergeklestigi N-terminal heliks bulunur. Membranla olan etkilesimi i¢in G-proteini
lipidlere kovalent olarak bagli durumdadir. Ga alt biriminde ii¢ adet anahtar (switch)
bolge vardir. Bunlar GTP/GDP baglanmasi sirasinda konformasyonel degisiklige
ugramaktadirlar. G-protein ve GTP’nin y fosfati arasindaki yeni hidrojen baglar
olusumu ile konformasyonel degisiklik meydana gelmektedir. Bu bolgeler efektor
baglamada 6nemlidir. Anahtar I ve II bolgesi B alt birimi ile iligki halindedir (Sekil 2.4)
(4,5,73).

GDP ve GTP Bagli G alfa altbirimi

GTPaz bolgesi (GDP)
ﬂ GTPaz bolgesi (GTP)

v

P : S
" )
7”7~ i -

p ‘g"\\\ '(\ Yoy u

(A)

Sekil 2.4: Heterotrimerik G proteini yapist

A: Alfa, beta ve gamma alt birimlerinin yapilar1 (77), B: Alfa alt biriminin yapis1 (78)

27



2.5.1.2. Heterotrimerik G-proteinlerinin beta-gama alt birimi:

Beta () ve gamma (y) alt birimleri ise dimer seklinde birlikte islevsel bir iinite
olusturmaktadir ve denatiirasyon disinda birbirlerinden ayrilmazlar. Bu iki alt birim
yalnizca kompleks halinde islev gosterirler (4,79). G, alt birimi tiim etkilesimlerini Gg
alt birimine bagh iken gerceklestirmektedir, tek basina etki gostermemektedir (Sekil
2.5)(79).

Beta (B) alt biriminin boyutu 36 kDa kadardir (5). N-terminal bdlge ve ugak
pervanesine benzeyen yedi tabakali bir yapidan olusmustur. Bir hipoteze gore bu yedi
tabakal1 pervane yapisinin amaci protein iizerinde farkli farkli hedef ligandlarla iliskiyi
saglayacak yedi farkli bolgeye olanak tanimasidir (80). Bu tabakali yapiya 40 adet
aminoasitten olusmasi nedeniyle WD 40 tekrarlar1 adi da verilmektedir. WD motifi
(WD tekrar dizi motifi) bir takim diizenleyici protein ve enzimlerde yer almaktadir.
Genellikle sinyal iletiminde gorevli proteinlerin yapisinda bulunmaktadir. Bu proteinler,
transkripsiyonu, hiicre iskeletini, vezikiiler olusum ve trafigi diizenleyen, hiicre
boliinmesini kontrol eden proteinler gibidir (80,81). Genel formu: Xe 94 — (GH-X33.41-
WD) seklindedir. Bu form, bir degisken N-terminal yapiy1 takiben bir ucuna GH yani
Gly-His (glisin-histidin), diger ucuna WD vyani Trp-Asp (Triptofan-Aspartat)
baglanmis, goreceli olarak sabit uzunlukta bir ¢ekirdek yapidan olusmaktadir (80). Her
bir tabakada (pervane yapraginda) dort iplikcikli anti-paralel P tabakasi (B-strand)
bulunmaktadir (79,80). Ug iplikcik birinci pervane yapraginda yer alirken, dérdiincii
iplikcik bir diger pervane yapraginda bulunmaktadir. Bu sekildeki iist iiste binen
yapilanma pervane yapraklarimin saglamliginda 6nem tasimaktadir (81). Yedinci
pervane yapragmin ilk ¢ iplikcigi, G yapisinda karboksi terminal (C-terminal)
kisimda yer alirken, dordiincii iplik¢ik aminoterminalde (N-terminal) yer almaktadir
(79). Ikinci WD tekrar tabakas1 Ga alt biriminin anahtar bdlgesi ile etkilesmektedir. Gf3
yapist Gy yapisina sikica baglanirken, bir yandan da ayni anda onbesten fazla farkl
proteinle etkilesime girebilmektedir (81).

Gamma alt birimi betaya gore daha heterojen bir yapidadir. Boyutlart 7-8 kDa
kadardir. Gy alt biriminin C-terminal kismi 5-6—7. pervane yapraklarinin hizasinda
yerlesmistir. N-terminal kuyruk ise coiled-coil heliks etkilesimi ile B alt birimine (N-
terminal) baglanmaktadir. C-terminal boélgede ise lipid modifikasyonlart meydana

gelmektedir (79).
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B-alt birimi 5, y alt birimi ise 12 gen ile kodlanir (5,73) (Cizelge 2.8). Beta alt
birimini kodlayan genler 11 ekzondan meydana gelmistir. B-alt biriminin toplam 5 adet
alt tipi vardir ve bunlar aminoasit homolojisine gore 14 ve Bs seklinde iki alt aileye
ayrilmaktadir. y-alt birimini kodlayan genler, dort ekzondan olusan y5 disinda, iic
ekzondan olusmaktadir. C-terminaldeki homolojiye gore yc—11; y2,3.4; v5,8,10 ve y7—
12 seklinde dort alt aileye ayrilmig olan y-alt biriminde 12 adet y alt tip bulunur
(5,64,73).

Sekil 2.5: Beta- gamma alt birimlerinin yapisi (82)

Cizelge 2.8: G-protein beta ve gama alt birimlerini kodlayan genler (73)
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2.5.1.3. G-protein Bagh Reseptorler

G-protein baglh reseptorler (GPCR: G-protein coupled receptors), binden fazla
tiyesi olan belirgin bir yapisal motife sahip iyi bilinen bir ailedir (64). G-protein baglh
reseptorlere membrani yedi kez gegen bolgelere sahip olmasi nedeniyle 7-transmembran
gecisli veya metabotropik reseptorler veya heptahelikal reseptorler adi verilmektedir.
(Sekil 2.6) Bu reseptorler serpentin reseptorleri olarak bilinen bir aileye mensupturlar.
insan genomundaki 10° genden 10*’ii bu reseptérleri kodlamaktadir. Adrenerjik amin,
serotonin, asetilkolin, pek ¢ok peptit hormonu ve visiiel reseptdrlerin tiimii bu aileye
dahildir (58). Bu reseptorlerin amino terminal grubu ekstraseliiller yerlesimli iken
karboksi terminal kisimlar1 intraseliiller yerlesir. Bu terminaller membran1 yedi kez
gecen bir transmembran polipeptid zincirle birlesirler. Transmembran bolgelerde 20-28

hidrofobik aminoasit yer almaktadir (62).

Sekil 2.6: G protein bagli reseptor yapisi (83)

Eksternal uyarilar yani norotransmitterler, hormonlar, fosfolipidler, fotonlar,
bliylime etkenleri vb. gibi pek ¢ok molekiill bu reseptor ailesinin 6zgiil {iyelerini
uyarmaktadir. Bdylelikle membranin intraselliiler kisminda reseptéor ve G-protein
etkilesimi olmaktadir (64). Ekstraseliiller kisimda agonist reseptor ile etkilesime

girdiginde reseptorde bir konformasyonel degisiklik olur ve G-protein reseptdriin
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sitoplazmik bolgesine baglanir. G-proteininin tam olarak reseptdre baglandigi yer
reseptoriin bes ve altinc1 transmembran bolgeleri arasindaki {igilincli sitoplazmik
ilmigidir. Reseptoriin sitoplazmik terminal kuyrugu cesitli sayida serin-threonin
birimleri igerir. Bunlarin hidroksil gruplari fosforile olabilmektedir. Bu fosforilasyon ise

reseptor-G-protein baglanmasi ile gerceklesmektedir (58,59,62).

Yapisal ve sinirli da olsa dizi benzerliklerine gére G-protein bagl reseptorler iig

gruba ayrilir (Sekil 2.7) (72,84):
I) Grup A reseptorler:

Rodopsin tipi reseptorlerdir. Klasik norotransmitterler, prostaglandinler, genis
bir grup peptid ve noropeptide ait reseptorlerdir. Diger grup reseptorlerden bazi
farklarla ayrilmaktadir. Ikinci ve iiciincii ekstraselliiler ilmikler arasinda bir disiilfid
kopriisti vardir. Karboksi terminal ugta palmitoillenmis bir sistein vardir ve bu dordiincii
intraselliiler ilmigi olusturmaktadir. Ugiincii intraselliiler ilmikte ise DRY seklinde bir

motif bulunur (72,84).
IT) Grup B reseptorler:

Bu tip reseptorler sekretin/glukagon reseptorleridir. Kalsiyum, glukagon,
parathormon, sekretin, vazopresin gibi hormonlar i¢in reseptorlerdir. Yapisal ozellikleri
bakimindan amino terminal grubu A tipi reseptorlerden uzundur ve aralarinda distilfid
kopriileri olusturan pek ¢ok sistein aminoasitinden olusur. Grup A reseptorlere benzer
sekilde ekstraselliiler ilmikler arasinda da disiilfid kopriisii bulunur, fakat burada
palmitoillenmis u¢ yoktur. Yapisindaki prolin aminoasitleri de A grubundakinden

farklidir (72,84).
III) Grup C reseptorler:

Metabotropik glutamat reseptorleridir. Glutamat, GABA, Ca' iyonlar1 igindir.
Yaklasik 600 aminoasitlik uzun bir aminoterminal u¢ vardir. Aminoterminal ug¢ ligand
baglayici bolgeyi de kapsamaktadir. Sadece bir adet disiilfid kopriisii vardir. Cok kisa

ve olduke¢a korumali bir iigiincii intraselliiler ilmik bulunur (72,84).
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Grup A reseptor

Grup B reseptor

© Grup C reseptdr

Sekil 2.7: G-protein bagl reseptor tipleri (84)

2.5.1.4. G-proteinlerinin Molekiiler Mekanizmasi

Gs ve diger G-proteinleri GTP’ye baglanma ve onun hidrolizini igeren bir
molekiiler mekanizma kullanirlar. G-protein o, B ve y alt birimlerinden olusur. Bunlar
lipit kistmlart (prenil grup) ile membrana baglidir. Guanin niikleotidleri o alt birimine
baglanir. Bu alt birimde GTP/GDP katalizini saglayan enzimatik bir aktivite bulunur.
Reseptor agonist ile baglaninca G-proteinin dinlenme aninda trimer seklinde bulunan alt
birimleri o ve Py olarak ayrilirlar. Reseptorde yapisal bir degisiklik olusur ve G-
proteinin a alt birimi reseptore baglanir. GDP bagli olan o alt biriminden GDP ayrilir
ve proteinin niikleotid baglayici kismma GTP baglanir. Sonugta o-GTP kompleksi
olusur. Bu kompleks ise reseptorden ayrilarak hedef proteini ile etkilesime girer. G-

proteininin GTP bagli hali efektdor bir enzimin veya iyon kanaliin aktivitesini

diizenlemektedir (Sekil 2.8) (4,58,59,62,63).

Go alt birimine GTP baglanmas1 yapida 0Ozellikle anahtar bolgelerde

konformasyonel bir degisiklige neden olarak Py dimerine baglanma afinitesini
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azaltmaktadir (4). By alt birimi yapidan ayrilinca o alt birimine benzer sekilde diger bir
hedef protein (efektdr) ile etkilesime girer. Hedef proteine baglandiginda a alt biriminin
GTPaz aktivitesi artar ve GTP/GDP hidrolizi ile sinyal sona erer. Sistem bazal
sartlardaki trimerik yapisina geri doner ve heterotrimerik G-protein-GDP kompleksi

yeni bir aktivasyon i¢in hazirlanir (4,58,59,62,63).
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Sekil 2.8: Heterotrimerik G protein etki mekanizmasi (85)

G-proteinleri GDP bagli iken heterotrimerik durumda ve inaktif formdadir. Reseptdr katalizli guanin
niikleotid degisimi ile a alt birime GTP baglanir ve aktivasyon olay1 gerceklesir. GTP baglanmasinin
ardindan GTP-Ga alt birimi Gfy alt biriminden ayrilir. Bu sekilde hem Go- GTP kompleksi, hem de GBy
alt birimi ayri ayrt molekiilleri aktiflestirerek sinyalizasyonda goérev alabilirler. Sinyalizasyon
mekanizmasinin sonlanmasi G-protein deaktivasyonu ile yani Ga alt birimindeki GTP’nin GDP’ye

hidrolizi ile gergeklesir (4).

2.5.2. G-proteinlerinin islevleri

G-protein bagli reseptorler, degisik ligandlarla uyarilmalarmin ardindan, sinyal
iletimindeki rollerini  G-proteinleri aracilifiyla yiiritiirler. G-proteinlerinin  alt
birimlerinin her biri ise farkli islev ve 6zglinliige sahiptirler. Bu nedenle heterotrimerik
G-proteinlerinin islevleri olduk¢a genis bir ¢esitlilik gostermektedir (63). G-protein
bagli reseptorlerini uyaran bazi endojen ligandlar, reseptor tipleri ve iligkili olduklart G-

protein alt siiflar ¢izelge 2.9°da verilmistir (73).
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Organizmada G-proteinlerinin araci oldugu pek c¢ok islev vardir: Bunlar sinyal
iletimi, ribozomal protein sentezinin yoOnetimi, hiicre biiylime ve farklilagsmasinin
diizenlenmesi, endoplazmik retikuluma proteinlerin translokasyonu, hiicrede vezikiiler
tarfigin kontrol edilmesi vb. gibidir (63).

G-proteinleri islevlerine gore ise ¢esitli siniflara ayrilir (4,59,61):

I. Gas: Adenilil siklaz enzimini aktive eder.
Ca"" kanallarini aktive eder.
II. Gai: Adenilil siklaz enzimini inaktive eder.
K" kanallarim aktive eder.
III. Gaq: Fosfolipaz C enzimini aktive eder.
IV. Gao: K kanallarii aktive eder.
Ca"" kanallarini inaktive eder.
Fosfolipaz C enzimini aktive eder.
V. Gayz.13: Rho-Rho kinaz yolaginda rol alir.

VI. Gpy: K" kanallarini acar.

Ca'" kanallarini kapatir.

Fosfolipaz A veya C enzimini aktive eder.
Adenilil siklaz enzimini aktive veya inhibe eder.
Reseptor kinazlar1 aktive eder.

++ :
Transmembran Ca' pompasini aktive eder.

G-proteinlerin uyarici yani stimiilator (Gs) etkilerinin yani sira pek ¢ok farkl
etkileri de bulunur (Sekil 2.9). Bunlar farkli reseptdrlerle etkinlik gosterirler. Ornegin
uyarict G-protein (Gs) ¢esitli hormon ve nérotransmitterler tarafindan uyarildiginda
cAMP i¢in efektor enzim olan adenilil siklazi uyarirken, inhibitér G-protein (Gi) ise
adenilil siklazi inhibe eden reseptorlere baglanmaktadir. Gi proteinleri ayrica bazi
hiicrelerde fosfoinozitol ikincil haberci sistemini uyarirken K™ ve Ca’™" kanallarim1 da
regiile edebilmektedir. Gi ailesinin bir iiyesi olan ve Gtl-Gt2 olarak da adlandirilan
transducin’ler ise retinal rod ve kon hiicrelerinde foto-transdiiksiyonu
yonlendirmektedirler. Heterotrimerik G-proteinlerinin alt gruplarinca diizenlenen

efektorler cizelge 2.10°da verilmistir (58,73).
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GABL, opioid, &lfa 2
Glutaminik 2,34 5,7
cat 5.HT, M2, M4, D2-4

Glutaminik 1,5
1 pA3
Alfa 1
5-HT2 l B,
Pl-3-K Beta adrenetjik
[ D5
Adenozin
-t
IPJ/DAG . L AC
o &
; L
Ca®™PKC4 ATP
cAMP

Sekil 2.9: G protein aracilikli sinyalizasyon mekanizmalar1 (73)

AC, Adenilil siklaz; PLC, Fosfolipaz C; PI-3-K, Fosfoinoziol-3-kinaz; GIRK, G-proteinle diizenlenen
potasyum kanallar;; RhoGEF, Rho guanin niikleotid degisim etkeni; M: Muskarinik reseptor; PKC,
Protein kinaz C; IP3, Inozitol trifosfat; DAG, Diagil gliserol; GABA, Gama amino biitirik asit reseptorii;

5-HT, serotonin reseptorii; D, dopamin reseptorii.
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Cizelge 2.9: G-protein baglh reseptorlerin endojen ligandlari, reseptor tipleri ve iliskili olduklar1 G-

protein alt siniflari (73).

Endojen Ligand Reseptor Bagh G-protein Alt Sinifi
Glutamat mGluR1,5 Gg/11
mGluR2,3,4,6,7,8 Gi/o
Asetilkolin MI,M3,M5 Gg/11
M2,M4 Gi/o
olA;alB;alD Gq/11
Adrenalin /Noradrenalin a2A; o 2B; o 2C Gi/o
B1;B2;B3 Gs
Dopamin D1,D5 Gs
D2,D3,D4 Gi/o
H1 Gg/11
Histamin H2 Gs
H3,H4 Gi/o
. Gg/11
Kalsiyum CaSR Gilo
ATP P2Y Gg/11
Gs
ACTH MG, Gs
Kalsitonin CT Gq/11
Gs

Endotelin 1,2,3

Glukagon

Somatostatin

GHRH

PTH

FSH

LH

Vazopressin

TRH

TSH

ETA (ET-1, ET-2),
ETB (ET-1, -2, -3)

Glukagon

SST1, SST2, SST3, SST4,

SSTS

GHRH

PTH/PTHrP

FSH

LH

V1a,V1b
V2

TRH-1, TRH-2

TSH

Gg/11, G12/13, Gs

Gs, Gg/11

Gs

Gs, Gi

Gq/11
Gs

Gq/11

Gs, Gq/11, Gi, G12/13
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Cizelge 2.10: Heterotrimerik G-proteinlerinin alt gruplarinca diizenlenen efektorler (73)

EFEI«{T-("_')R EFEKTAR ALT TP % PROTEIMLERCE DUZEMLENNE

AC 1 Gos 1: Ggpore |, GBy |
1 G, 1: Gy |
11 Ga, 1: G |
[\ G, 1: Gpy |
v Ga, 1: Gay, |
VI Go, 1: Gy, |
Vil G, 1: Gpy |
VI Go, 1: G |
X Gos 1: G |
PDE &y (rod) Go,, 1
oy (cone) Goy o T
PLC I Getgrn 1
p2 Gtgrnn 1, Gy 1
3 Gogn T, Gy 1
[i21 Gogny 1
GIRE Kir3.l (GIRK1) Gy 1
Kir3.2 (GIRK2) Gy t
Kir3.3 (GIRKS) Gy t
Kir3d4 (GIRK4) Gpy 1
VDO Ca,2.1 (P/Q-type) Gy |
Ca,2.2 (Nype) Gy |
Ca, 2.3 (R-type) Gy |
Pl-3-K PL3K [ Gy 1
PL3-Ky Gy 1
GRE GRK2 Gy 1
GRES Gy 1
RhoGEF Lac/pl13RhoGEF Gogs 1
PDZ-RhoGEF Goyana 1
LARG Gogans 1

AC, Adenilil siklaz; PDE, Fosfodiesteraz; PL.C, Fosfolipaz C; GIRK, G-proteinle diizenlenen potasyum
kanallari; VDCC, Voltaj bagimli kalsiyum kanallari; PI-3-K, Fosfoinoziol-3-kinaz; GRK, G-proteinle
diizenlenen kinaz; RhoGEF, Rho guanin niikleotid degisim etkeni

2.5.2.1. G-proteininin Hedefleri:

1) Adenilil siklaz/ cAMP sistemi:
G-proteinleri (6zellikle Gs) adenilil siklaz enzimini aktiflestirerek, Gi ise bu

yolu inhibe ederek islev gostermektedir (56,61).
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cAMP adenilil siklaz enzimi ile ATP’den meydana gelir. Intraselliiler ikincil
haberci olarak cAMP pek ¢ok olayda rol alir. Ornegin: depolanmis enerjinin
mobilizasyonu (KC’de karbohidrat ve yag hiicrelerinde trigliserit yikimi gibi), Ca™"
homeostazi, kalp kasinin kasilma hizinin ve kontraksiyonunun artisi, adrenal ve seks
steroidlerinin tiretimi, diiz kas gevsemesi vb. cAMP bu etkilerini ¢ AMP bagimli protein
kinazlar1 (A-kinaz) aktiflestirerek yapar. Bu tetramerik kinazlarda cAMP baglayan
diizenleyici dimer (R) ve iki adet katalitik zincir (C) bulunur. cAMP R dimere
baglaninca, aktif C zincirleri sitoplazmaya salinir ve oradanda nukleusa geger. Burada
ATP’deki fosfatlar1 substratlarina aktarir. Bu substratlar siklikla enzimlerdir.
Fosforilasyon hedef enzimleri aktive veya inhibe eder. Ayrica iyon kanallarinin
aktivitesini artirir. Ornegin: lipazi aktiflestirerek lipolizi artirirken, glikojen sentazi
inaktiflestirerek glikojen sentezini azaltir. Kalp kasinda voltaj bagimli kalsiyum
kanallarmi etkiler. Bu kanallarin fosforilasyonu Ca'" gegisini artirarak, kalp

kontraksiyonunu artirir (56,58,62).

Hormonal uyar1 sona erdiginde cAMP’nin intraselliiler aktivitesi yine bir seri
enzim ile sonlandirilir. cAMP ile stimiile olan fosforilasyon 6zgiil ve 6zgiil olmayan
fosfatazlarla hizla tersine ¢evrilirken, cAMP’nin kendisi de siklik niikleotid

fosfodiesterazlar ile 5’ AMP’ye yikilir (56,58,62).

2) Fosfolipaz C ve fosfoinozitol yolu:

G-proteinleri ozellikle Gq, fosfolipaz C iizerinden etki gosterir (56).
Fosfoinozitlerin hidrolizi iyi bilinen ikincil haberci sistemlerindendir. Cesitli hormonlar,
norotransmitter ve biiylime etkenleri Gq protein bagli reseptorlere baglanarak bu yolu
tetikler. Tiimiinde ana basamak fosfolipaz C-B adli membran enziminin
stimiilasyonudur. Bu enzim plazma membraninin mindr bir fosfolipid bileseni olan PIP,
(fosfatidil inozitol 4,5 bifosfat)’1 6zgiil olarak hidroliz eder. PIP, bdylece 2 ayr ikincil
haberciye ayrilir. Bunlardan birisi diagilgliserol (DAG) digeri ise inozitol-1,4,5-trifosfat
(IP3)diir (58).

DAG membranda yerlesiktir ve protein kinaz C (C kinaz) ad1 verilen bir enzimi
aktive eder. Bu enzim Ca™" sensitif bir protein kinazdir. Protein kinaz C aktive olunca
hedef proteinlerdeki 6zgiil serin-treonin birimlerini fosforiller. MAP kinaz da bu hedef
proteinlerden birisidir. MAP kinazin fosforillenmesi ile niikleusta bulunan Elk-1 adl

gen diizenleyici protein fosforillenir ve aktive olur. Elk-1 ise SRE (serum response
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element) adi verilen kisa bir DNA dizisine baghdir. Elk-1’in aktivasyonu ile

transkripsiyon aktiflesir (59).

Protein kinaz C’nin aktivasyonu bir bagka yol ile de transkripsiyonu aktive eder.
Bu yolda ise Ixp fosforile olur ve bir diger gen diizenleyici protein olan NF-kf} salinir.
Bu da niikleusa girerek dzgiil genlerde transkripsiyonu aktive eder. Ornegin TNF bu

yolu kullanmaktadir (59).

IP3 ise suda ¢oziinebilir 6zelliktedir ve sitoplazmaya diffiize olabilir. Burada
internal depo vezikiillerinden Ca""~un salinimima yol acar. Yiiksek sitoplazmik Ca"™
konsantrasyonu ise Ca” ’un Ca"" baglayic1 bir protein olan kalmodulin ile baglanmasina
onciiliik eder. Bu ise Ca" -Kalmodulin bagimli protein kinazlar (CAMkinaz) gibi ¢esitli

enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesini saglar (58).

Fosfoinozitol sinyal yolu cAMP yoluna gére daha karmasiktir. Ornegin farkli tip
hiicrelere 6zgiil Ca’ -kalmodiilin bagimli protein kinazlar bulunur (myozin hafif zincir

kinaz gibi). Ayrica yapisal olarak 9 farkli tipte protein kinaz C bulunmaktadir (58).

cAMP sisteminde oldugu gibi sinyal iletiminin durmasi gerektiginde IP3 hizla
defosforile olur. DAG ise fosfatidik asite fosforile olur ve fosfolipidlerin yapisina girer.
DAG ayrica arasidonik asite deagcile olur. Ca™ ise sitoplazmadan Ca'" pompasi ile

uzaklagtirilir (58).

3) Ca"- Kalmodiilin yolu:

Ca"" intraseliiler haberci olarak islev goriir. Ca™ sinyalizasyonunda 2 yol
bulunur. Bunlardan birisi sinir hiicrelerinde tanimlanmistir. Plazma membrani
depolarize olunca voltaj bagimli Ca™ kanallarindan Ca™" hiicre igine girer. Diger yol ise
reseptor aktivasyonudur. Ekstraselliiler sinyal molekiilleri (birincil haberci) hiicre ylizey
reseptoriine baglanarak Ca™" kanallarmin agilmasina yol acar. Ya reseptdriin kendisi
kanal icerir ya da reseptor G-protein araciligi ile cAMP gibi ikincil habercileri uyarir.
Ote yandan endoplazmik retikulumdaki Ca™" kanallarinin agilmasi yine bir ikincil
haberci olan IP3 ile saglanmaktadir (59).

Ca"" kalmodiilin ile baglaninca kalmodulinin yapisi degisir, bu ise cesitli

. . ee -~ . . . . . ++
enzimleri 0rnegin protein kinazlar1 aktive veya inhibe eder. Ca

un hiicrelerdeki pek
cok etkisi Ca''-kalmodiilin bagimli protein kinazlar (CAM kinaz) ile katalizlenen

protein fosforilasyonu ile gerceklesir. Bu kinazlar proteinlerdeki serin-threonin
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birimlerini fosforiller ve hiicre yaniti olusur. Bu kinazlara 6rnek olarak diiz kas
kasilmasini aktiflestiren myozin hafif zincir kinaz, glikojen yikimini aktiflestiren

fosforilaz kinaz ve sinir sistemindeki ¢ok islevli CAM kinaz II verilebilir (59).

4) ¢cGMP yolu:

cAMP’nin aksine cGMP yolu yalnizca birkag tip hiicrede bulunur. Intestinal
mukoza ve vaskiiler diiz kaslarda cGMP tabanli sinyal mekanizmalari cAMP’ninkine
paraleldir. Hiicre yiizey reseptorii ile taninan ligandlar membran bagimli guanilil siklazi
aktive ederler ve ¢cGMP olusur. cGMP ise cGMP bagimli protein kinazlar1 (G kinaz)
uyararak etkisini gosterir. cGMP’nin bu hiicrelerdeki etkisi ise ya siklik nukleotidin

enzimatik yikimi ile ya da kinaz substratlarin defosforilasyonu ile sonlanir (58).

cGMP artinca diiz kas hiicrelerinde kinaz ile yonlendirilen bir mekanizma ile
myozin hafif zincirleri defosforile olur ve diiz kaslar gevser. Diiz kaslarda 2 farkl
guanilil siklaz enzimi gorevlidir. Bunlardan birisi membran bagimlidir ve tirozin kinaz
ailesine benzer aktivitesi vardir. Ornegin atrial natriiiretik faktdr (ANF) transmembran
reseptoriin ekstraseliiller kismina baglaninca reseptoriin intraseliiler kisminda yer alan
guanilil siklaz enzimini aktive eder. Diger yandan bazi guanilil siklaz enzimleri ise
sitoplazmada yer alir. NO hiicre membranini gegebilen bir ligand’dir. Hiicre igine

girerek sitoplazmik guanilil siklaz1 aktive etmekte ve cGMP olsumunu tetiklemektedir
(58).

5) Iyon kanah diizenlenmesi:

G-proteinleri iyon kanallarin1 direk veya indirek olarak regiile ederler. Direk
mekanizmada G-protein kanal ile dogrudan iligkilidir, olaylar plazma membraninda
gerceklesir. Burada ikincil haberciler gérev almazlar. G-proteininin o alt birimi ve Py
alt birimi kanal kontroliinde mediatordiirler. Direk etkilere 6rnek olarak kalp kasi ve
noronlardaki K kanallar1 verilebilir. Indirek olarak ise G-proteinleri cAMP ve IP3 gibi

ikincil haberciler araciligi ile kanallar regiile ederler (56,59,62).

6) Fosfolipaz A, yolu:

Reseptor bagimli G-proteinleri ayrica fosfolipaz A,’yi aktiflestirerek arasidonik
asit olusumuna yol acar. Ayrica diagil gliserol de aragidonik asit olusturmak tiizere
kesilir. Arasidonik asitin kendisi de bir ikincil habercidir. Ayrica eikasonoidlerin

olusumunda rol almaktadir (62).
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G-proteinlerinin islevlerindeki bu ¢esitlilik, yapinin pek c¢ok alt birimden
olusmasindan ve bunlarin da farkl etkilere sahip olusundan kaynaklanmaktadir. Tiim bu
sinyal yolaklarinin yani sira G-protein aracili sinyal sistemi yukarida sdzedilenlerden
farkli bazi sinyal yollarinin da diizenlenmesinde rol almaktadir. Ornegin, G-protein
bagli reseptorler ve reseptor tirozin kinazlar arasinda ¢ift yonlii bir iligki s6z konusudur.
G-protein bagl reseptorler Ras/MAP kinaz sinyal yolunu aktive ederken, reseptor
tirozin kinazlar da G-proteinlerinin ve reseptorlerinin ekspresyonlarmi diizenlerler.
Reseptor tirozin kinazlar araciligiyla olan bu diizenlenme, G-proteinlere ait sinyal

yolunun uzun donemde ayarlanmasini saglamaktadir (86).

2.5.3. G-protein Aracihi Sinyal Yolunun Diizenlenmesi

G-protein bagh reseptorlerle iliskili sinyal yollar1 kisa ve uzun siireli olarak
regiile edilmektedir. Kisa siireli diizenlenmede reseptoriin kendisi ve heterotrimerik G-
proteini rol almaktadir. G-protein bagli reseptor kinazlar ile fosforillenen reseptore
endozomlarda ayiric1 (uncoupling) proteinler (6rnegin arrestin) baglaninca reseptor
defosforile olarak plazma membranina donmektedir (87,88). G-protein diizeyinde ise
fosforilasyon, asetilasyon veya lipid modifikasyonlar1 reseptoriin membrana olan
afinitesini degistirmektedir. Uzun donemde ise mRNA diizeyinde transkripsiyonel

diizenlenmeden bahsedilmektedir (87).

G Py dimerinin aktivitesi esas olarak, Ga alt biriminin, G} iizerindeki baglanma
bolgesine baglanmasi ile inhibe olmaktadir (4). G By dimerinin aktivitesi yine dimerin
phosducin (retina ve pineal bezden salinan sitozolik bir protein) veya pleckstrin (platelet
ve 10kosit C kinaz substrat protein) gibi molekiillere baglanmasi ile sonlanmaktadir

(75).

Go alt biriminin GTPaz aktivitesi sinyal yolunun deaktivasyonunda Onem
tasimaktadir. Invivo G-protein sinyal yolunun deaktivasyonu, invitro yapilan GTP
hidrolizinden 10-100 kat daha hizlidir. Bu durum o alt birimini deaktiflestiren GTPaz
aktiflestirici proteinlerin varligini gostermektedir. Bu proteinler G-protein sinyalizasyon
diizenleyicileri (RGS proteinleri: Regulators of G-protein Signalling) adini almaktadir.

Bu proteinler G-proteinlerini inaktif heterotrimer formunda tutmaktadirlar (Sekil 2.10)

(8).
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Yaklagik 25 kadar RGS proteini izole edilmistir (87). Sadece insan
miyokardinda 16 farkli tipte protein bulunur. RGS proteinleri, genlerinin
organizasyonuna, yapisal benzerlik ve islevsel farkliliklara bagli olarak alt1 alt aileye

ayrilmaktadir. Hepsinde 120 aminoasitlik homolog bolge vardir (67).

RGS ailesine bagli proteinler, G-protein aracili sinyal yolunda hizli
sonlandiricilar olarak rol almaktadirlar. Homolog RGS bolgelerinde GTPaz aktiflestirici
islevleri bulunur. Ayrica G-proteinlerinin efektorlere baglanmasini onleyen efektor
antagonisti gibi de davranmaktadirlar. GTP hidrolizinin ardindan o alt biriminin By

dimerine olan afinitesini artirip, efektorlerle etkilesecek serbest dimer sayisini azaltirlar

(87).

Bazal durum Reseptdr aktivasyonu
han
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i
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|
11
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Toksin g’- GOA:- .

RGS Protein

T

ayrimas
\ Efektdr aktivazyonu
-
s
fector IPeEffector
o\ B

Sekil 2.10: G protein aracilt sinyal yolunun diizenlenmesi (73)

—

2.6. G PROTEINLERI iLE ILISKIiLi HASTALIKLAR

Sinyal yollarinda yer alan proteinler mutasyonlar ic¢in olasi hedeflerdir. G-
protein alt birimlerindeki pek ¢ok mutasyon memeli fizyolojisindeki merkezi gorevleri
nedeniyle 6liimciil olabilmektedir. Gen haritalanmasinin temel amaglarindan birisi de

hastaliga neden olan gen lokuslarinin belirlenmesidir (5,8).
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Bozuk G-protein aracili sinyal iletimi, G-protein bagl reseptorler ve G-
proteinlerindeki ekspresyon diizeyinde olusan farkliliklar veya translasyon sonrasi
modifikasyonlar nedeniyle gelisen, nicelik ve/veya niteliksel degisikliklere bagli olarak
ortaya ¢ikmaktadir (89).

G-protein bagl reseptorler veya G-proteinleri ile ilgili mutasyonlar iglev kaybi
veya islev kazanimma yol agmaktadir. Islev kaybima yol acanlar kalitsal bozukluklar
iken, islev kazanimina neden olan mutasyonlar ise genellikle germ line agamasinda
izlenen kalitsal hastaliklar veya sporadik olarak goriilen somatik olaylardir (89).

Endokrin hastaliklar, ilgili hormonun az veya ¢ok salmimu ile iliskilidir. G-
protein veya reseptdr mutasyonlar1 her iki sekilde de hastaliklara yol agabilitler. Islev
kaybi izlenen mutasyonlar hormon direncine neden olarak, klinikte normal bir reseptor
aktivasyonu varliginda hormon yetmezligi varmis gibi belirti verirler. Mutasyonla
olugsan hormon direnci ilgili hormonun dolasimdaki artmis diizeyi ile birliktedir (89).
Islev kazamimi seklindeki mutasyonlarda ise, ilgili hormonun hipersekresyonu bulunur,
fakat dolasan diizeyleri baskilanmistir ve hedef bezde otonom hiperfonksiyon vardir
(89).

G-protein sinyal yolunda goriilen mutasyonlara bagli gelisen hastaliklar
asagidaki sekilde siniflandirilabilir:

1) G-protein bagh reseptorlerle ilgili mutasyonlar:

G-protein bagli reseptdrlere bagli mutasyonlar islev kaybi veya kazanimi ile
sonuglanmaktadir (Cizelge 2.11). Islev kaybina neden olan mutasyonlar normal mRNA
ve/veya protein sentezini bloke eder, sentez edilmis proteinin normal hiicre i¢indeki
lokalizasyonuna ulasmasini onler veya proteinin sentez ve hedefe yonlenme agisindan
normal islev gostermesini engeller. Pek cok G-protein bagli reseptor mutasyonlari
yanlis anlamli (missense) mutasyonlardir ve proteinin anormal katlanmasi ve
endoplazmik retikulumda tutulumu ile ilgilidir. G-protein bagli reseptorlere ait islev
kayb1 mutasyonlari, sentez ve hedefe yOnlenme asamasinda goriilenlerin disinda,
reseptor aktivasyonu ve agonist baglanmasi asamasinda da zayiflama seklinde
izlenebilir. G-proteinini aktive etmek amaciyla olan reseptor birlesmesi asamasinda da
zayiflama olabilir (89).

Islev kazanim seklinde izlenen mutasyonlar ise uygunsuz veya siirekli

aktivasyona neden olmaktadir. Hormon baglanmasi olmadan, siirekli bir sekilde aktive
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olan G-protein bagl reseptorler nedeniyle G-protein aktivasyonu olmaktadir. Bu
sekildeki mutasyonlar GDP salinimini hizlandirmakta ve reseptér bagimsiz G-protein
aktivasyonuna neden olmakta veya G-protein aktivasyonunu sonlandiran GTPaz

reaksiyonunu bloke etmektedir (89).

Cizelge 2.11: G-protein bagl reseptdr mutasyonlar1 nedeniyle ortaya ¢ikan hastaliklar (89)

Reseptor Hastahk Mutasyon tipi
V2 vazopressin Nefrojenik diabetes insipitus Kay1p
ACTH Ailevi ACTH direnci Kayip
GHRH Ailevi GH eksikligi Kayip
FSH Hipergonadotropik overyan disgenezi Kayip

LH Erkek psodohermafroditizm Kayip
TSH Ailevi hipotiroidizm Kayip

CaR Ailevi hipokalsiiirik hiperkalsemi / Kayip

Neonatal siddetli primer hiperparatiroidizm

Rodopsin Retinitis pigmentoza Kayip

LH Ailevi erkek pubetre prekoks Kazanilmig
TSH Sporadik hiperfonksiyonel tiroid nodiilleri Kazanilmig
TSH Ailevi otoimmiin olmayan hipertiroidizm Kazanilmis
CaR Ailevi hipoparatiroidizm Kazanilmis
PTH/PTHrP Jansen metafizyal kondrodisplazi Kazanilmig

2) G-protein a alt birimine bagh hastaliklar:

G-proteinlerinin kesfedilmesinin ardindan yapilan calismalar siklikla o alt
birimine yo6nelmis olup, bu bdliime ait mutasyonlar ¢esitli hastaliklarla
iligkilendirilmistir (Cizelge 2.12). Bu mutasyonlar1 eksternal ajanlarla olusanlar,

somatik mutasyonlar ve genetik mutasyonlar seklinde siniflandirmak miimkiindiir (5):
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a) Eksternal ajanlara bagh olarak olusan mutasyonlar:

Bu grup hastaliklara 6rnek olarak kolera toksini ve bogmaca (pertussis) toksini
verilebilir. Kolera toksini bir ADP ribozil transferazdir. NAD’den as’in Arg 201
birimine ADP transfer etmektedir. Normal kosullarda burada GTP’nin GDP’ye hidrolizi
ger¢ceklesmektedir. Buraya ADP riboz grubu gelince GTP hidrolizi ve dolayisiyla G-
protein inaktivasyonu Onlenir. Sonucta hormon uyarimindan bagimsiz olarak adenilil
siklaz enzimi aktive olur, cAMP miktar1 artar, barsaktan Cl iyonu ve su salinir, sonugta
diyare gelisir (5,8).

Bogmaca toksini ise G-proteinlerinin ai alt birimlerinin karboksi terminal
bolgelerindeki sistein kalitlarini ribozillemektedir. G-proteini GDP bagli halde kalmakta
ve aktiflesmesi dnlenmektedir. Boylece G ai’nin adenilil siklaz enzimini inhibe etmesi
onlenmis olmaktadir. cAMP diizeyi artmakta ve solunumsal sekresyonlar ve mukus
tiretimi artmaktadir. Sonug olarak kolera toksini Gs proteininin GTP bagli aktif seklini,
bogmaca toksini ise Gi proteininin GDP bagli inaktif formunu stabilize etmektedir (5,8).

b) Somatik mutasyonlar:

Genellikle as’in Arg 201 mutasyonlari hastaliklara neden olmaktadir. Ornegin
tiroid ve hipofiz adenomlar1 bu bolgede goriilen yerine koyma seklindeki (substitution)
mutasyonlarla ilgilidir. Mc Cune Albright sendromunda goriilen somatik mutasyonlar
ise iki yanlis anlamli (missense) mutasyondur. Bunlarda Arg 201-His, Arg 201-Cys
seklinde aminoasit degisimleri izlenmektedir. Bu sendrom poliostotik fibroz displazi,
cafe-au-lait lekeleri, ve otonom endokrin hiperfonksiyonla seyretmektedir. Bu somatik
mutasyonlarin etkileri embriyonik gelisme sirasinda meydana gelir. Bu mutasyonlar
adenomlarda ge¢, Mc Cune Albright sendromunda ise daha erken embriyonik gelisim
evrelerinde olugur. Mutantin etkisi hiicrede aktif olan sinyal ileti yolunda
gozlenmektedir. Mutant as GTP’yi hidrolize edemez ve protein aktif halde kalir, bu ise
hiperproliferasyon ile sonuglanir (5,89,90).

¢) Genetik mutasyonlar:

Gas’i kodlayan gen GNAS I genidir. Bu gene ait Gas mutasyonlar1 genellikle
aktiflestirici, inaktiflestirici tiirden mutasyonlardir. Aktiflestirici mutasyonlar siklikla
somatik mutasyonlardir. Baz1 durumlarda her iki islev ayn1 anda izlenebilmektedir (8).

Inaktiflestirici tiirdeki GNAS 1 gen mutasyonlarmda genel hormon direnci

meydana gelmektedir. Bu tip mutasyonlara bagl olarak gelisen ve en iyi tanimlanmis
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hastalik psddohipoparatiroidizm Tip I’dir. Normalde PTH reseptorii Gs baghdir ve
cAMP’yi aktiflestirerek etki goOstermektedir. Bu kisilerde iki adet yanlhis anlaml
(missense) mutasyon izlenmektedir. Bu mutasyonlar aminoasit degisiklikleri ile
seyreden ve siklikla islev kaybi ile sonuclanan mutasyonlardir. Arg385-His
mutasyonunda reseptor aracili Gs uyarilmasi engellenmektedir. Arg231-His
mutasyonunda ise reseptor aracili Gs’in GTP baglamasi engellenmektedir. Mutasyonlar
sonucu Gs aktivitesi azalinca, ¢esitli hiicre tiplerinde (eritrosit, fibroblast, trombosit
gibi) mRNA ve protein diizeyleri azalmaktadir. Bu kisilerde serum PTH diizeyleri
yiiksektir. Hipokalsemi, hiperpotasemi ile seyreder. Renal iglevlar normaldir. PTH
aktivitesine kars1 direng vardir (5,84,89,90).

Aktiflestirici tiirdeki gen mutasyonlar1 siklikla hipofiz somatotrop tiimorlerde
(akromegali ile seyreden), hiperfonksiyone tiroid adenomlarinda izlenmektedir. Bu tiir
mutasyonlar germ-like olmaktan ¢ok siklikla somatik mutasyonlardir (89). Bu
mutasyonlar hipofiz, tiroid adenomlari, adrenal bez ve overe ait adenomlar veya
endokrin bezlerin hiperfonksiyon sendromlari olarak klinige yansimaktadir (8). Arg201-
Cys, GIn227-Arg seklindeki mutasyonlar sonucu 6zellikle GDP/GTP baglanmast ile
ilgili durumlar ortaya ¢ikmaktadir (8,89). Aktiflestirici GNAS I gen mutasyonlarinda
gsp onkogeni meydana gelmekte ve G-proteinin intrensek GTPaz aktivitesi inhibe
olmakta ve siirekli bir aktivasyon durumu olusmaktadir. Boylelikle adenilil siklaz
enzimi siirekli olarak aktif halde kalmaktadir ve cAMP olusumu artmaktadir. cAMP
burada mitojenik bir sinyal gibi davranmaktadir. Protein kinaz A aktivasyonunun
ardindan cAMP yanit elemani baglayici protein (CREB) fosforillenmekte ve bu da
niikleusta cAMP yanit elemaninin (CRE) etki gostermesine ve transkripsiyonun artigina
neden olmaktadir (8).

Psodohipoparatiroidizm Tip I ve gonadotropinden bagimsiz puberte prekoks
birlikteligi (testotoksikozis) gibi bazi durumlarda ise her iki tiirden islev degisiklikleri
izlenebilmektedir. Ala366-Ser, Arg385-Ser mutasyonlarinda hem islev kazanimi, hem
de kaybr birlikte izlenmektedir. Liiteinizan hormon (LH) reseptorii ile testikiiler leydig
hiicrelerinde testosteron otonom olarak firetilirken, baz1 dokularda hormona direng
gelismektedir. Mutant protein 37 °C’de hizla yikilmakta, Gas inaktive olmaktadir ve
psOddohipoparatiroidizm Tip I seklinde genel hormon direnci ortaya cikmaktadir.

Testiste ise 1s1 3-5 °C daha diisiik oldugu i¢in bu 1sida mutant protein aktiftir. Boylece
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reseptorden bagimsiz GDP ayrilmasi olmakta, G-protein aktiflesmekte ve leydig
hiicrelerinde cAMP olusumuna bagli hormon salgilanmakta ve puberte prekoks
olusmaktadir (8,89,90).

Gas’i kodlayan GNAS I gen mutasyonlart disinda Gai2 ile ilgili mutasyonlar da
bulunur. Kodlayict gen GNAI 2’dir. Buradaki nokta mutasyonlar1 GTP baglama
bolgesinde meydana gelmektedir ve aktiflestirici tiirden, somatik mutasyonlardir.
Normalde Gai2 yolaginda adenilil siklaz enzimi inhibe olmakta, cAMP azalmaktadir.
Ayrica bu reseptorler mitojenle aktiflesen protein kinaz (MAP kinaz) yolunu da
aktilestirmektedir. Argl79-His mutasyonunda adrenal korteks ve over seks kord stromal
tiimorleri olugsmaktadir. GIn205-Arg mutasyonunda ise islevi olmayan hipofiz adenomu
gelismektedir. Olusan gip 2 onkojenine bagli olarak ise over graniiloza hiicre tiimorleri
ve tekomalara rastlanmaktadir. Bu onkojen aracilikli hiicre proliferasyonu muhtemelen
MAP kinaz aktivasyonu ile iligkilidir (8).

Ca""-Kalmodiilin ve protein kinaz C yoluna ait Gaq mutasyonlar1 ise

tanimlanmamustir (8).

Cizelge 2.12: G-protein a alt birimine ait mutasyonlara bagli ortaya ¢ikan hastaliklar (89)

G-protein a alt birimi  Hastahk Mutasyon Tipi

oS Psodohipoparatiroidizm Tip 1 Kayip

oS Psddohipoparatiroidizm Tip I ve puberte Kayip/ Kazanilmis
prekoks

os Akromegali, hiperfonksiyone tiroid Kazanilmis

nodiilleri, Mc Cune Albright sendromu

ai2 Over ve adrenokortikal tiimorler Kazanilmis

3) G-protein Py alt birimine bagh hastahklar:

G-protein By dimeri sinyalizasyonda 6nemli rol almaktadir. Bu nedenle § ve v alt
birimlerindeki mutasyonlar da hastaliklarla iligkili olabilmektedir. Bu mutasyonlar
hakkindaki bilgiler daha sinirli olmakla birlikte B3 genindeki mutasyonlar son yillarda
cesitli hastaliklarla (6rnegin hipertansiyon) iliskilendirilmistir (5,8).
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2.7. GNB3 GENI

Heterotrimerik G-proteinleri hiicre i¢i sinyal yollarinda yer alan transmembran
reseptorlerinin  6nemli bir bilesenidir. G-proteinlerinin B3 alt birimi kromozom
12p13°de (12. kromozomun kisa kolunun, 1. segment ve 3. bandinda) yerlesik olan
GNB3 geni tarafindan kodlanmaktadir. Gen 11 ekzondan olusmustur. 3. ekzonda ATG
baslama kodonu, 11. ekzonda ise TGA sonlanma kodonu yer alir (Sekil 2.11)(10).

1 2 34 5678 9 10 11
| i
HHH H‘I@ il
| | |
ATG Cr TGA

tggeag [TGCC__ —TCCTGAC - 33 nt -M._ otga
[ I I |

498 379 S5B5 6240 699

- -

123 bp=41aa

Sekil 2.11: GNB3 geni (10)

2.8. GNB3 GEN POLIMORFiZMLERI

GPB3’i kodlayan gen GNB3’diir. Bu gene ait ¢esitli polimorfizmler iizerinde
calisilmistir (Cizelge 2.13). Bunlar G814A, A657T, C1429T, A(-350)G, ve C825T
gibidir. C825T polimorfizmi esansiyel hipertansiyon, obezite, diabetik nefropati gibi
cesitli hastaliklarla iliskilendirilmektedir (9).
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Cizelge 2.13: GNB3 gen polimorfizmleri (91)

. Lokalizasyon
Polimorfizm y Alleller Sekens Yap1
(bp)
G(-350)A -350 (-350) G gccagtcaagtgtatc Promotor
(-350) A gecagtcaGgtgtate Promotor
76G caggaaagcctgtgct Ala
G76A 1387
T6A caggaaaAcctgtgct Thr
1906G ttttatgagccagata Int.4
G1906T 1906 1906T ttttatCagccagata Int.4
2906G gagagcgggagtgage Int.5
G2906A 2906 2906A gagagcAggagtgagg Int.5
657T cctgecgtcagacttt Arg
T657A 3725
657A cctgecgAcagacttt Arg
3882A gtattttttt Int.9
A3882C 3882 3882C gtCttttttt Int.9
5177G gcagagcgggcgagoog Int.9
GITTA 27 SITTA geagagcAggegagggg  Int9
5249G aaaccaagggagggaca Int.9
G5249A 5249 5249A aaaccaaggAagggaca Int.9
814G atctgcggcatc Gly
G8laa 489 814A atctgcAgcatc Ser
gteegtggect
C825T 5500 gl gteTgtggect o
CACA- cccacacacccacacat Int.10
InsCACA 6496 CACA+  cccaCACAcacacccacacat  Int.10
C1429T 7036 1429C ctggcaccactagggtcctg 3’-UTR

1429T ctggcacTactagggtcctg 3’-UTR

Bu giine kadar bildirilmis dort cesit GNB3 GPB3 varyantt vardir. 340
aminoasitten olusan dogal tip (wild) GB3 ve c¢esitli hastaliklarla iligskilendirilmis olan
GP3s en ¢ok bilinenlerdir (92). GNB3 gen polimorfizmi ilk olarak Siffert W. ve
arkadaglan tarafindan aciklanmis bir polimorfizmdir ve Oncelikle hipertansiyon ile
iliskilendirilmistir (93). Bu polimorfizm, T allel tasiyicilarinda GB3s seklinde izlenen
varyant, ekzon 9’da 498-620. niikleotidde 123 baz ciftlik delesyon, translasyon sonrasi
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41 aminoasit kayip ve bir WD tekrar domaini kaybr ile karakterizedir (93,94). Ekzon
10’da meydana gelen polimorfizm ve olusan T alleli ekzon 9’daki kriptik splicing
bolgesinin taninabilmesini saglamaktadir (13).

GNB3’iin 10. ekzonunda C825T seklinde bir dimorfizm tanimlanmustir (93,95).
Ekzon 10°da 825. niikleotidde C-T seklinde tek baz degisikligi saptanmistir (11). Bu
durum nedeniyle T alleli GB3s seklinde kodlanan bir splice varyant (s) olusumu ile
iliskilidir (93). Ekzon 9°daki alternatif RNA kaymasina (splicing) bagl olarak, 498—
620. niikleotidlerde 123 baz ciftlik bir delesyon meydana gelmektedir. Bu durum wild
type (CC) genotipe gore 41 aminoasitlik bir kayipla sonu¢lanmaktadir (93). Bu gerceve
i¢i (in-frame) delesyon nedeniyle normalde yedi adet olan WD tekrar kalitinda bir adet
kayip olmakta ve pervane benzeri (propeller) parga sayisi altiya inmektedir (Sekil 2.12)
(93).

Heterotrimerik G-proteinlerinin 3 alt birimini kodlayan GNB3 geninde, ekzon
10°daki C825T polimorfizmi sonucu dogal (wild) tip allel (C) Timin kalit1 (T) ile yer
degistirir. Sonugta CT (heterozigot) ve TT (homozigot) genotipler meydana gelir (93).

1998 yilinda Winfried S ve arkadaglarinin GB3s varyantini tanimlamasinin
ardindan, 2003 yilinda Rosskopf D ve arkadaslar1 da GB3s-2 seklinde tanimlanan ek bir
splice varyant tarif etmislerdir. Bu biyolojik olarak aktif varyant da C825T
polimorfizminin yer aldig1 ekzon 9°daki alternatif splicing nedeniyle gozlenmektedir.
Dogal tipe gore 129 baz cifti eksiktir ve alt1 adet WD tekrar1 igermektedir. GP3s ve
GP3s-2 varyantlarinda farkli pervane benzeri yapilar eksik bulunmaktadir. GB3s’de 3-4.
yapraklar eksik iken, GP3s-2 ‘de ise 5-6. yapraklar yoktur. Kalp, kan hiicreleri ve timor
dokusundan ekspresyonu T alleli ile korelasyon gostermektedir. Bu varyant da degisik y
alt birimleri ile etkilesmekte ve hiicre ic¢i sinyal yolunu uyarmaktadir. Sf9 insekt
hiicrelerinde, GP3s-2 varyantinin ekspresyonu sonucunda bu varyant G y12 ile birlikte
Gai2’nin reseptdrle uyarilan aktivasyonunu artirmaktadir. Yine bu varyantin memeli
hiicrelerinden ekprese edilmesi sonucunda mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
kaskad1 da aktive olur (96). Bu varyantlarin disinda fibroblast, B lenfoblast, retinoblast,
mesane kanser dokusu, yag doku ve kolondan ekprese edilen GPB3v varyanti da
bulunmustur. Bu varyant ekzon 10°da intron 9 boliimlerinin de alternatif kullanimi
sonucu olugsmustur. Yedi degil sadece dort WD tekrar yapragi vardir. 5, 6, 7. pervane

yapraklar1 yoktur. C terminali uzundur. C terminalindeki 59 aminoasit yenidir ve bunlar
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GPB3s varyantinda yer almamaktadir. GB3v varyanti C825T polimorfizmi ile iligkisi
yoktur (92).

Nﬁ :'_5;‘4/' <))

T
Gp3
3

Gp 3s

Sekil 2.12: G B3 ve GB3s yapilar1 (10)

2.8.1. GNB3 C825T Gen Polimorfizmi Sikhig:

Bu polimorfizmin siklig ile iligkili diinyanin pek ¢ok bolgesinde yapilmis yerel
calismalar vardir (11,97,98). Konu ile ilgili olarak yapilmis en kapsamli ¢alisma ise
1999 yilinda Siffert W. ve arkadaslarinca yapilan ve diinyadaki pek ¢ok 1rki kapsayan
calismadir (16). Cahismaya beyaz 1k (Almanya, Ispanya, Italya, Yunanistan,
Finlandiya, Rusya, Polonya, Hirvatistan, Macaristan, Misir, Suudi Arabistan, Tiirkiye),
siyah Afrikalilar (Gine, Gana, Nijerya, Kamerun, Kongo, Namibya, Zimbabve, Giiney
Afrika, Kenya, Uganda, Tanzanya, Amerika zencileri) Pigmeler, Mongoloidler (Cin,
Kore, Japonyai Tayland), Amerika yerlileri (Brezilya, Sili, Dogu Kanada), Avusturalya
yerlileri, vb. degisik irklardan insanlar dahil edilmistir (16).

Tiirkiye’de bu gen polimorfizm siklig ile ilgili yapilmis bir calisma ulasilabilen
yerli ve yabanci literatiirlerde yer almamaktadir. Calismaya dahil edilen 138 Tiirkiye

vatandasi ise yurt disinda yasamakta olan kisilerdir. Calisma sonuglarina gére GNB3
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C825T gen polimorfizmine ait genotiplerin etnik dagilimi ¢izelge 2.14°de, iilkelere gore
T allel sikliklar1 sekil 2.13’de verilmistir.

Cizelge2.14: GNB3 C825T gen polimorfizmine ait genotiplerin etnik dagilimi (16)

Calismaya TT CT CC
T allel
Etnik Koken  Katilanlarin  genotipi genotipi  genotipi
sikhig1 (%)

Sayisi (n) () (n) (n)
Siyah Afrikalilar 1015 625 349 41 9479
Beyaz Irk 3289 348 1443 1498 %33
Beyaz Irk (Tiirkiye) 138 19 66 53 %38
Mongoloidler 520 100 276 144 %46
Amerika yerlileri 245 16 98 131 %26
%72

Avustralya yerlileri 30 13 17 0

Sekil 2.13: Diinyada iilkelere gore GNB3 825T allel sikliklar1 (16)
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2.8.2. GNB3 C825T Gen Polimorfizminin Etkileri

T alleli, 41 aminoasitlik delesyonu olan bir splice varyantin ekspresyonuyla
iliskilidir (95). GP3s olarak bilinen varyant, GNB3 geni 825T allel tasiyicilarinda
gozlenir ve biyolojik olarak aktiftir (99). Bu varyant G-protein aktivasyonunda artis
seklinde bir islev gdstermektedir (95,99). T allel tastyicilarinda GPy dimeri ile regiile
edilen efektor sistemler cok daha kolay aktiflesmektedir (99).

T allel tastyicilarinda Bs alt birimi Gai2 ve GYS5 ile beraber islev gostermektedir
(10,93). Boylece G-proteininin GTP baglamasina yonelik uyarimi artmakta, Goi2
protein aktivitesi de artmaktadir (10).

GNB3 geni T lenfosit yanitinin artis1 ve enflamatuar yanitla da ilgilidir. GNB3
T alleli uyarilmis hiicresel immiinitenin bir belirteci olarak kabul edilebilir. 825T allel
tastyicilarinda giiclii hiicresel immiin yanit izlenilmektedir. Bu kisilerde immiin hiicre
aktivasyonu tesbit edilmis ve genellikle artmis nétrofil kemotaksisi ile iliskili
bulunmustur (16).

T allel tasiyicilarinda noétrofille iliskili olarak artmis kemotaktik yanit
izlenmektedir. GB3s varyantinin ekspresyonu hiicrenin kemotaktik islevini artirmaktadir
(13,14). Kemotaktik yanitin yani sira, C allele sahip olanlarla karsilastirildiginda T allel
tastyicilart CD4+ T lenfositlerinin sayisi, mekanizmasi belli olmamakla birlikte, anlamli
derecede artmistir. Bu hiicreler hiicresel immiin yanita 06zgiin olduklar1 igin,
sayilarindaki artis immiin yanitta bir artisa neden olur. CD4+ hiicrelerinin aksine bu gen
polimorfizminde CD8+ hiicrelerinin sayis1 normaldir (14). Yapilan bir calismada T allel
tastyicilarinda agilamalarin daha etkili oldugu, enfeksiyonlara kars1 korumanin daha iyi

oldugu ve allograft rejeksiyonunun daha az oldugu izlenmistir (14).

2.8.3.GNB3 C825T Gen Polimorfizmi ile iliskili Hastahklar

GNB3 genindeki splice varyant lizerinde yapilan ¢esitli caligmalarda T allel
tastyicilarinin hipertansiyon, ateroskleroz, inme (stroke), obezite, immiin yanitta artis
gibi ¢esitli durumlarla iligkili oldugu gozlenmistir (10,12,13,14,15,16).

Siffert W. ve arkadaslari GNB3 C 825T gen polimorfizmini ve bunun
hipertansiyon ile iliskisini gdsteren ilk gruptur. Hipertansiyon ile ilgili yapilan
calismada normotansif bireylerde T allel siklig1 %25 olarak goézlenirken, hipertansif

bireylerde %31 olarak bildirilmistir (93). Japonyada yapilan ve hipertansiyonla ilgili bir
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calismaya gore, kadin hastalarda TT genotipi hipertansiyon agisindan CC’ye oranla 2,31
kat risk tasimaktadir. Yine hipertansif kadin hastalarda T alleli (%56,3), normotansif
kadinlarla (%46,2) karsilastirildiginda daha yiiksek frekansta izlenmektedir (97).
Ishikawa ve arkadaslar1 ise hipertansiyon ve 825T alleli arasinda iligki bulamazken,
artmis kolesterol ve azalmis serum potasyum diizeyleri olan iligkisinden s6z etmislerdir
(100). Wascher TC ve arkadaslari ise bu polimorfizmi ateroskleroz hastalifinda ¢alisip,
825T allel tasiyicilarinda artmis karotid ateroskleroz riskini bildirmislerdir (95). T allel
tasiyicilarinda anstabil anjinanin daha sik goriildigii ise Von Beckerath N ve
arkadaslarinin yaptiklari bir diger ¢alisma sonucudur (101). Yine bu konudaki baska bir
calismada da T alleli ve koroner arter hastaligi iliskisi iizerinde durulmustur (15).
Insiilin direnci de bu polimorfizm ile iliskilendirilmig farkli bir konudur. CT ve TT
genotipleri tagiyan, yash hipertansif hastalarda insiilin direnci daha sik izlenmektedir
(102). Turner ve arkadaslar1 da yaptiklar1 aragtirmada yine CT ve TT genotipindeki
hipertansif hastalarda, hidroklorotiyazid kullanimi ile kan basincinin daha fazla
diistiiglinii gézlemlemislerdir (103). Yamamato ve arkadaslar ise sistolik kan basinci
artisgtnin T alleli ile iliskisinden s6z etmislerdir. Diastolik kan basinci ile bu iligkiyi
gozlememislerdir (104).

T allel tasiyicilar1 ayrica obezite, hipertrigliseridemi, diabetes mellitus agisindan
da CC genotipine gore daha fazla riske sahiptir (104). G-proteinlerinin adipogenezde
onemli rol oynamalar1 nedeniyle, T allelinin obezite ile iligkili oldugu gosterilmistir
(10). GNB3 825T alleli ayrica Na'/H" degistirici aktivitesini artirmaktadir ve bu nedenle
esansiyel hipertansiyon ve diyabetik nefropati ile iliskisinin oldugu da diisiiniilmektedir
(10,102). Na'/H" degisimi hiicre i¢i pH’1, hiicre hacmini diizenlemektedir ve
aktivitesindeki artis bobrek Na' retansiyonu, insiilin direnci, vaskiiler ve ventrikiiler
hipertrofi ile de iligkilendirilmistir (9,102). Bu dimorfizm ayni zamanda insanlarda
kardiyak  potasyum  kanal  aktivitesinde @ ve  op-adrenoreseptdr  aracili

vazokonstriiksiyondaki artis ile iligkilidir (95).

2.8.4. GNB3 Gen Polimorfizmi Ve Kanser Iliskisi
Hiicre i¢i sinyal iletiminin 6nemli bir bileseni olan G-proteinlerinin hiicre
biiylimesi ve mitozdaki rolleri nedeniyle tiimdr biiylimesi ve gelisimi ile iligkili oldugu

diistiniilmektedir (7). In vitro pek ¢ok endojen madde G-protein bagli reseptdrlerin
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uyarilmasini, mitojenik sinyalleri ve hiicre biiylimesini tetikler. Bu reseptorler ise
mitojenik sinyalleri G-protein alt tiplerini aktiflestirerek iletirler (105). Yapilan bir
calismada malin prostat 6rneklerinde saglam dokuya gore G-protein bagl reseptorlerin
artmis olarak eksprese edildigi goriilmistiir. Bu durum G-protein sisteminin prostat
kanserinde aktif oldugunu isaret edebilirken, ayrica kanserin baslangici ve ilerlemesi ile
de iliskisi diistiniilebilmektedir (105). Calismada Gpy alt birimlerinin kanser
hiicrelerinin bilylime ve yasam siireleri {izerinde kritik rol oynadigi bildirilmistir. Bu
sinyal yolagini hedef alan in vivo inhibisyon ile tiimor bilylime hizinda anlamli azalma
oldugu gozlenmistir (105).

GNB3 geninin T hiicre yanitinda artis ve inflamatuar yanitla olan ilgisi ve
inflamatuar degisikliklerin kanser olusumundaki 0nemi gibi nedenlere bagli olarak
GNB3 C825T gen polimorfizminin ve 825C allelinin kolorektal kanserle iligkisi oldugu
diisiiniilmektedir (18). Meme kanserlerinde yapilan bir baska ¢aligmada ise bdyle bir

iliskiye rastlanmamistir (3).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismada Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali ve
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Onkoloji Enstitiisiinde histopatolojik olarak
6zofagus, mide, kolon, rektum ve pankreas kanseri tanis1 konulmus, akraba olmayan
202 hasta (75 kadin ve 127 erkek) ve 191 saglikli birey (79 kadin ve 112 erkek) yer
almistir. Hastalik yerlerine gore hastalarin dagilimi 13 6zofagus, 54 mide, 61 kolon, 50
rektum ve 24 pankreas kanseri seklindedir. Kontrol grubu olusturulurken kanser,
diyabet, hipertansiyon gibi herhangi bir kronik hastaligi olmayan, tamamen saglikli
bireyler ¢aligma grubuna dahil edilmistir. Hasta grubunun yas ortalamasi ve standart
sapmasi 58,25+12,72 olup, yas araligi1 21-85°dir. Kontrol grubunda ise yas ortalamasi ve
standart sapmasi 49,85+12,39 olup, yas aralig1 19-76’dur.

Polikliniklerde yapilan goriisme ve muayene sonucu ¢alismaya alinma
kriterlerini karsilayan bireyler calismaya davet edilmisler ve kan Ornegi vermeleri
istenmistir. Bilgilendirilmis onay islemi ardindan kan Ornekleri alinmistir (EK-1).
Goniillii bireylerden, uygun bilgilendirme isleminden sonra, EDTA’l1 tiiplere 2 ml kan
ornekleri alinmistir. DNA izolasyonu periferik dolasimdaki 16kositlerden, DNA
izolasyon kiti ile yapilmistir. Elde edilen DNA’lar analiz edilinceye kadar +4 °C’de
saklanmustir.

GNB3 gen genotiplemesinin yapilmasi i¢in uygun gen bdolgesi PCR ile
cogaltilip, uygun restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Daha sonra elektroforezde

yuriitiiliip elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.1 KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.1.1 Kullamlan Cihazlar
* Termal Cycler (Uvigene, Biolab, UK)
» Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Elite 300, Wealtec, Taiwan)
» Elektroforez Tanki (Elite 300, Wealtec, Taiwan)
= Jel Goriintiileme Sistemi (UVI PhotoV.99, Uvitec Ltd, UK)
» Otomatik hematoloji analizorii (Sysmex XT 2000i, Roche Diagnostics, Basel,

Switzerland )
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»  Modular analitik E-170 sistemi (Roche Diagnostic Systems, Basel, Switzerland)
»  Mikrosantrifiij (Sigma, 1-15, Germany)

* Spektrofotometre (Varian Cary 50 Bio UV Visible Spectrophotometer, USA)
» Vorteks (Heidolph, Reax top, Germany)

»  Mikropipet Seti (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

= Etiiv (Niive, EN 500, Tiirkiye)

* Manyetik karigtirict (Heidolph, MR 3001, Germany)

= Sicak su banyosu (Memmert, WB 22, Germany)

* Mikrodalga Firin (Beko, MD 1500, Tiirkiye)

» Hassas Terazi (Shimadzu, Ax120, Japan)

= Derin Dondurucu (Bosch, GmbH, KSU-40623, NE)

»  Buzdolabi (Bosch, GmbH, KSU-40623, NE)

3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

= DNA izolasyon kiti (E.Z.N.A. Blood DNA isolation Kit, Cat No: D3482-01,
Omega BioTek, Inc. Doraville, GA, USA)

= EDTA (K91089121 908, Merck, Darmstadt, Germany)

* Trizma Base (T-6066, Sigma, Steinheim, Germany)

=  Borik Asit (01.BO.03.1544, EGAS eczane gerecleri AS, Tiirkiye)

* Ethidyum Bromid (M58, Ethidium bromide droopper bottle, Olerup, Sweden)

* Yiikleme tamponu (R0611, 6X loading dye solution, MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania)

= Absolii Etanol (32221, Riedel-de Haen, GmbH&CO, Seelze )

= Agaroz (091629PR, Agarose Basica LE, Prona, European Economic
Community)

* Dimetil sulfoksit (DMSO) (D-8779, Sigma, Steinheim, Germany)

= 10xPCR tamponu (NH4),SOy ilaveli (4503, MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)

= dNTP Mix (R0241, MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)

= MgCl, (1183900, Roche Diagnostics, GmbH, Manheim, Germany)

» Bidistile Su (W-3500, Sigma, Steinheim, Germany)

= Taq DNA Polimeraz (EPO401, Taq polymerase, MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania)
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*  Primer (Sense, 50613X173G09 13/44, Metabion GmbH, Martinsried, Germany)

*  Primer (Antisense, 50613X173G10 14/44, Metabion GmbH, Martinsried,
Germany)

= Bse DI (Sec I) Restriksiyon Enzim Seti (ER1081,MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania)

= 100 bp DNA standart1 (SM0241, Gene Ruler 100 bp DNA Ladder, MBI

Fermentas Vilnius, Lithuania)

3.1.3 Kullanilan Tampon Cozeltiler

3.1.3.1 DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

DNA izolasyonu i¢in E.Z.N.A. Blood DNA isolation kiti kullanilmigtir. Kit
icerigi cizelge 3.1°de verilmigtir. Cizelgede verilen kit icerigi kullanma kilavuzunda
verilen bilgiler dogrultusunda asagidaki sekilde kullanima hazirlanmistir;

* Proteinaz K; Kit icerisinde bulunan proteinaz enziminin hazirlanmasi igin
liyofilize olarak gelen 70 mg Proteinaz K igerisine 1 ml DNaz ve RNaz
icermeyen steril su eklenir, porsiyonlara ayrilarak —20 °C’de saklanir.

* Yikama Tamponu; Konsantre haldeki 24 ml’lik tampon igerisine 36 ml absolii

etanol eklenmistir.

Cizelge 3.1: DNA izolasyonunda Kullanilan Kit Icerigi

Kimyasal adi Miktan
BL Tamponu 20 ml
Liyofilize Proteinaz K 70 mg
HB tamponu 30 ml
Yikama Tamponu 24 ml
Eliisyon Tamponu 30 ml
RNaz A 260ul
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3.1.3.2. Elektroforez icin Kullanilan Cézeltiler

10X TBE (Tris—Borat-EDTA) Tamponu (pH=8)
= Tris Base (100 g)
» Borik Asit (55 g)
= (0.5M Na, EDTA (40 ml, pH=8)

Distile su ile 11t’ye tamamlanir. PH 8’e ayarlanir.

Yiiriitme Tamponu

= 1X TBE Tamponu (100 ml 10XTBE tamponu, 900 ml distile su ile diliie edilir.)

Elektroforez tankinin isaretli seviyesine kadar 1X TBE tamponu konulur.

%2.5 Agaroz Jel Cozeltisi
= ]X TBE tamponu (150 ml)
= Agaroz (3,75 g)

* Etidyum Bromid (0.5 pg/ml)

100 bp DNA standarti
= 2ul DNA standarti

= 2ul 6X yiikleme tamponu

= 8ul distile su,

seklinde hazirlanarak kullanilir. 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100
ve 80 baz ciftlik 11 adet fragman elde edilir.

1X Yiikleme Tamponu

» 6X ylikleme tamponu, PCR iiriinii ile 1:6 oraninda karistirilarak hazirlanir.

BseDI Restriksivon Enzimi

= 10 U/ul konsantrasyonundaki enzim, 1:9 oraninda 1X Tango tamponu ile diliie

edilerek kullanilir.
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3.2. DNA iZOLASYONU

3.2.1. Prensip

DNA izolasyonu sirasinda doniistimlii niikleik asit baglama 6zelligi olan HiBind
matrikse sahip mini kolona, 6zel olarak formiile edilmis bir tampon sistemi sayesinde,
60 kb’dan daha biiyiikk DNA’larin tutunmasi saglanmaktadir. Ornekler dncelikle 42 °C
denatiirasyon ortaminda parcalanmaktadir. Mini kolonlara aktarilan 6rnek igerisindeki
DNA’lar matrikse baglanirken, hemoglobin, hiicresel artiklar ve diger proteinler,
yikama sollisyonu ile uzaklagtirllmaktadir. Son olarak eliisyon tamponu ile matrikse
bagli olan niikleik asitlerin bu yapidan ayrilmalar1 saglanmakta ve yiiksek kalitede DNA
elde edilmektedir.

3.2.2. Uygulama

Steril bir ependorf tiipiine 250 pl tam kan alind1 ve iizerine 250 pl BL tamponu,
5 pul RNaz A, 20 pl proteinaz K eklendi. Ependorf tiiplerinin agzi1 kapatilip iyice
karistilirlldi ve sicak su banyosunda 45 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan iizerine 260 pl %100 etanol eklenip iyice karistirildi. Karigim
filtre tiipiine aktarilip 1 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildikten sonra toplama tiipii
degistirildi ve filtre tiipiine 500 ul HB tampon eklenip 1 dakika 10000 rpm’de santrifiij
edildi. Toplama tiipii tekrar degistirilip filtre tlipline 650 pul yikama tamponu eklendi ve
1 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi. Yikama
tamponunun tamamen ortamdan uzaklagtirilmasi i¢in toplama tiipiiniin igerigi bosaltilip
tekrar 10000 rpm’de 1 dakika daha santrifiij edildi. Filtre tiipii yeni bir ependorf tiipline
alind1 ve izolasyona baslamadan 6nce 70 °C’ye birakilmis olan eliisyon tamponundan
filtre tiiptine 100 pl eklendi. 1 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildi. Filtre tiipiine
yeniden 100 ul eliisyon tamponu eklendi, 1 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildi ve
sonra filtre tlipii atildi. Eliisyon tamponu DNA’nin filtreden ¢oziinmesini sagladigindan
hedef DNA da tampon ile birlikte epondorf tiipiine alinmis oldu. Her eliisyon asamasi
%60-70 oraninda DNA’y1r mini kolondan ayirmaktadir. Toplam eliisyon tampon
miktarini ikiye bdlerek ellisyon asamasini iki kere tekrarlamak suretiyle bu oranin en az

%090’a ¢ikarilmasi saglanmis oldu.
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3.2.3. DNA Kalite ve Verimliliginin Test Edilmesi;

Elde edilen DNA’nin miktarini tespit etmek i¢in spektrofotometrik olarak 6l¢tiim
yapilmaktadir. Distile su kor olarak kullanilarak, Tris-EDTA tamponunda diliie edilen
DNA'’larin absorbanslari 6l¢iildii. DNA’nin kalitesi, hem 260 nm, hem de 280 nm de
absorbans dl¢iimii sonucu tespit edildi. Absorbanslarin oraninin (Ae/Azso) 1.7 ve 1.9
arasinda olmas1t DNA’nin %85-95 saflikta oldugunu gostermekteydi.

Konsantrasyon hesabi ise asagidaki formiil kullanilarak yapildu.

[DNA] = (Absorbans 260) x (0.05 pg/ul) x (sulandirma etkeni)

E.Z.N.A. Blood DNA isolation kiti (Omega Biotek, Doraville, GA, USA) kullanilarak
izole edilen DNA’larin miktar1 her 250 pl 6rnek i¢in 4-12 pg DNA idi.

3.3. MOLEKULER ANALIiZ

3.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Uygulamasi

GNB3 gen amplifikasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR, Polymerase
Chain Reaction) yontemiyle F 5'- TGACCCACTTGCCACCCGTGC -3’ ve R 5°-
GCAGCAGCCAGGGCTGGC -3’ primerleri kullanilarak yapildi.

PCR ortami her bir 6rnek i¢in; final konsantrasyon 50 ng genomik DNA, 200
uM dNTP karigsimi,10 pmol primer (her birinden), 2,4 mM MgCl,, 1x PCR tamponu ve
0,5 U Taq polimeraz olacak sekilde hazirlandi (106). Amplifikasyon, otomatik bir
thermal cycler kullanilarak gerceklestirildi. PCR kosullar1 su sekilde saglandi (107):

94 °C 5 dakika 1 Dongti [k Denatiirasyon

94 °C 1 dakika Denatiirasyon

64 °C 1 dakika 35 Dongii Primer Baglanma-Annealing
72 °C 1 dakika Uzama-Extension

72 °C 7 dakika 1 Dongii Son Uzama-Final Extension

Amplifikasyon iiriiniiniin elektroforez islemi sonrasindaki goriiniimiiniin yeterli
olmadig1 belirlendi ve 6nceki PCR kosullar1 kendi laboratuar kosullarimiza uygun
olarak modifiye edildi. PCR ortami her bir 6rnek i¢in; final konsantrasyon 100 ng
genomik DNA, 200 uM dNTP karigimi, 7,5 pmol primer (her birinden), 3,75 mM
MgCl,, (NH4)2SOg41ilaveli 1x PCR tamponu, %12 DMSO ve 2 U Taq polymerase olacak
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sekilde 25 ul’lik reaksiyon hacminde tekrar hazirlandi. PCR iirlinleri RFLP ve

elektroforez islemlerinde kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi.

3.3.2. Elektroforez islemi

PCR islemi sonrasinda, GNB3 geninin amplifiye olup olmadigini kontrol etmek
icin ve amplifiye olan gen bdlgesinin uzunlugunu belirlemek i¢in agaroz jel elektroforez
islemi uygulandi.

PCR islemi sonunda amplifiye edilen gen bdlgesinin uzunlugu 268 baz ¢ifti (bp)
oldugundan RFLP yapilmadan once tek bir bant gdzlenmesi bekleniyordu (94). Bunu
belirlemek i¢cin % 2,5’luk agaroz jel hazirlandi. Hazirlanan agaroz jel taraklarini
eritmeyecek 1siya diismesini saglamak icin, manyetik karistiricida uygun 1siya diisene
kadar karnstirildi. Karistirma esnasinda jel igerisine final konsantrasyonu 0,5 pg/ml
olacak sekilde EtBr eklendi. Jel uygun 1siya diisiince jel kalibina dokiildii ve jel taraklar
yerlestirilerek katilasmas1 beklendi. Yaklagik 1-2 saat sonunda jel tamamen katilagtiktan
sonra jele gomiilii taraklar ¢ikarildi ve jel ikiye boliinerek bir tanesi elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin i¢ine yerlestirilen jelin {ist kismi tamamen tampon ile
ortiiliinceye kadar elektroforez tanki yiirtitme tamponu ile dolduruldu.

PCR o6rneklerinin tlizerine 1/6 oraninda 6X boya yiikleme soliisyonu eklendikten
sonra santrifiijlendi ve iyice karigmasi saglanan Orneklerin her biri otomatik pipet
yardimiyla kuyucuklara yiiklendi.

Elde edilen bandin uzunlugunu tespit etmek amaciyla 12 pl 100 bp’lik marker
(100 bp DNA Ladder, MBI Fermentas Vilnius, Lithuania) kullanildi. Orneklere 120
voltluk akim uygulanarak 30 dakika yiriitildi. Elde edilen DNA bantlar1 jel
goriintiileme sistemi yardimiyla (UVIPhotoV.99, Uvitec Ltd, UK) goriintilendi.
Gozlenen bantlarin molekiiler uzunlugu, DNA standarti ile karsilastirilarak yaklasik

olarak belirlendi. Elde edilen goriintii kaydedilerek saklandi.

3.3.3. Restriksiyon Enzimi Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) islemi
GNB3 geninin 825. niikleotidinde meydana gelen sitozin timin degisim
polimorfizmi, Bse DI restriksiyon enzimi kullanilarak belirlenmistir. RFLP islemi i¢in

elde edilen PCR iiriinleri bir gece boyunca (yaklasik 16 saat) 55 °C’de 1 Unite Bse DI

ile inkiibasyona tabi tutuldu (95). Inkiibasyon sonrasi iiriinleri 0,5 pg/ml ethidium
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bromid igeren yukarida anlatilan sekilde hazirlanmis % 2,5’luk agaroz jelde 120 volt’da
40 dakika yiiriitilda.

3.3.4.Verilerin Degerlendirilmesi

Tiim degerlendirmelerde 100 bp’lik DNA standart1 (100 bp DNA Ladder, MBI
Fermentas Vilnius, Lithuania) kullanildi. Gézlenen bantlarin molekiiler uzunluklari, bu
standart ile karsilastirilarak yaklasik olarak belirle