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OZET
NEVUS OLGULARINDA BRAF V599E MUTASYONU VARLIGI

Cetin, Aysen
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Hiiseyin BAGCI

Agustos 2006, 93 Sayfa

BRAF, RAF gen ailesindendir ve 7. kromozomun uzun kolunda lokalizedir
(7q34). BRAF geni MAPK sinyal yolunda gorevli ve serin/treonin kinaz aktivitesi
olan bir protein kodlar. BRAF geninde meydana gelen cesitli mutasyonlarin
MAPK sinyal yolunun aktivitesini artirarak, cekirdek ici transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu ile hiicre cogalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.
Melanomlarda tanimlanmis olan BRAF ekzon 15, T1796A transversiyonu, 599
numaral valin'in yerine glutamik asit'in kodlanmasina neden olur. Literatiirde
V599E mutasyonunun melanoma orneklerinde goriilme sikhiginin %90"1n iizerinde
oldugu belirtilmektedir. Bu tez ¢cahismasinin amaci, neviis olgularinda BRAF gen
mutasyonu varhginin arastirilmasidir.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dahinda neviis tanisi
almis 30 olgu calisma kapsamina alinmistir. Parafin kesitlerden DNA izolasyonunu
takiben, BRAF geninin 1796 niikleotid bélgesini iceren DNA parcasi polimeraz
zincir reaksiyonu ile cogaltildiktan sonra DNA dizi analizi ile mutasyon varhgi
arastirilmistir. Ayrica aym olgular Anti-ACTiVE® MAPK pAb Rabbit, (pTEpY)
antikoru kullanilarak immunohistokimyasal yontemle boyanarak olasi MAPK
sinyal yolu aktivasyonu arastirilmistir.

30 olgunun 5 tanesinde (%16.6) T1796A transversiyonuna bagh V599E
mutasyonunun varhgi tespit edildi ve immunohistokimyasal analizde bu
olgulardaki mutasyona bagh MAPK sinyal yolu aktivasyonunun olmadig:
gozlemlendi. Bu arastirmada elde dilen sonuclar neviislerde BRAF V599E
mutasyonu sikhiginin melanomlardaki kadar yiiksek olmadigimi gostermektedir.
Ancak Tiirk hasta populasyonu yoniinden kesin bir yargiya varilabilmesi icin bu
calismadaki drnek sayisinin artirllmasi gerekmektedir

Anahtar Kelimeler: Neviis, BRAF gen, mutasyon, PCR, dizi analizi.



ABSTRACT
BRAF V599E MUTATION INCIDENCE IN NEVI CASES

Cetin, Aysen
Thesis in Tibbi Biology 5
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin BAGCI

August 2006, 93 Pages

BRAF belongs to the family of RAF gene located at long arm of chromosome 7
(7q34). The BRAF gene encodes a protein that has function in MAPK signaling
pathway with serin/threonin kinase activity. It has been thought that diverse
mutations occurring in BRAF gene may activate MAPK signaling pathway which
results in nuclear transcription factors activation. T1796A transversion of BRAF
gene has been defined in melanomas that causes missense coding of glutamic acid
rather than valin at aminoacid at position 599. It is suggested that incidence of the
V599E mutation in the melanoma samples is nearly ninety percent (%90). The aim
of this thesis study is to analyze incidence of BRAF T1796A gene mutation in nevi
samples.

Thirty nevi cases, diagnosed at the department of Pathology Pamukkale
University Medical Faculty, were included in this study. After DNA isolation from
the paraffin blocks, presence of BRAF V599E mutation is investigated by the
amplification of DNA segment including 1796. nucleotide region with polymerase
chain reaction and direct DNA sequencing. The same samples also stained with
Anti-ACTIiVE® MAPK pAb Rabbit, (pTEpY) antibody in order to analyze MAPK
signaling pathway activation.

The presence of V599E mutation depending on the T1796A transversion is
determined in five of thirty cases (%16.6), and the immunohistochemistry does not
support the MAPK signaling pathway activation depending on the mutation in
these cases. Results of this thesis study suggest that the incidence of BRAF V599E
mutation in nevi samples is not as high as described in melanomas. However, for a
certain decision on the Turkish patient population, the number of samples
included in this study should be significantly increased.

Key Words: Nevi, BRAF gene, mutation, PCR, sequence analysis.
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1. GIRIS

Hiicre canlinin en kii¢iik birimidir ve bu birim birgok kompleks (¢oklu) etkilesimin
meydana geldigi yerdir. Bu ¢oklu etkilesimler igerisinde sliphesiz ki en kritik konumda
bulunan molekiiler etkilesim, hiicre disindan hiicrenin igerisine alinan sinyaller sonucu
meydana gelen reaksiyonlardir. Bu reaksiyonlar1 meydana getiren sinyaller, hiicrenin
kendi i¢indeki diizenini ve dis ortamdaki konumunu belirleyici 6zellikte olabilir. Eger
bu sinyallerin iletiminde herhangi bir sorun olusursa hiicrenin calisma diizeni
bozulabilir; Ornegin, hiicre ya siirekli olarak c¢ogalir (proliferasyon) ya da

programlanmis hiicre 6limi (apoptozis) yoluna girebilir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar kanser olgularimin artan insidansini ortaya
koymaktadir. Kanser, genetik faktorlerin dnemli rol oynadigi bir hastaliktir. Kanseri
coklu (multistep) bir yaklasimla degerlendirdigimizde, olusumunda ¢evresel faktorlerin,
ozellikle radyasyon ve UV 1s18in (fiziksel etki) etkisi yatsinamaz. UV maruziyeti
Ozellikle deri kanserinin en 6nemli etkeni olarak gdsterilmektedir (El Shabrawi vd
1999). UV radyasyon maruziyetinin melanomanin baslangici ve progresyonu ile

baglantili olan bir faktér olabilecegi diisiiniilmektedir (Koh vd 1990).

Deride goriilen lezyonlar konjenital (dogumsal) lezyonlar ve edinsel (sonradan
kazanilmis) lezyonlar seklinde olabilmektedir. Bu lezyonlar icerisinde neviisler 6nemli
bir oranda bulunmaktadir; hatta neviisiin, derinin tiim kongenital lezyonlarim
kapsadigin1 sdyleyebiliriz. Derideki lezyonlarin bir ¢ogu ¢esitli gen mutasyonu ile ilgili
oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle BRAF gen mutasyonu neviisler ve melanomlar da

artmis bir insidansa sahiptir.



1.1 Neviisiin Tanimi ve Neviis Tipleri

Neviis, hiperplazi sonucu yanyana gelen melanositlerin dendritik uzantilarini ve
pigmenti komsu hiicrelere iletme 6zelligini kaybetmesiyle olusur ve nevomelanosit ya
da neviis hiicresi adim1 alan bu hiicreler, baslangicta bazal membranin {izerinde
“jonksiyonel” odak adin1 verdigimiz kus yuvasina benzetilen gruplar meydana getirirler.
Zamanla bu gruplar yiizeyel dermaya inerek “kompound” neviisleri ve son asamada

tiimilyle dermaya inerek “dermal” neviisleri olustururlar (Kandiloglu ve Gokoz 1999).

Neviis hiicrelerinin dermoepidermal bileskeden daha derindeki dermis i¢ine dogru
gb¢ etmesi, “matiirasyon” denilen bir olayla meydana gelir. Bu sayede daha az olgun,
yilizeyde lokalize neviis hiicreleri daha biiylik, melanin iceren ve yuvalanmalar tarzinda
bulunan hiicreler iken, daha olgun, derinde lokalize neviis hiicreleri daha kiiciik, hig
veya c¢ok az pigment iceren ve kordonlar tarzinda dizilme egilimi gosteren hiicreler

seklini alirlar.

Neviis hiicreleri ¢ekirdekleri tiniform yuvarlak sekilli, nukleolusu belirgin olmayan,

hi¢ veya ¢ok seyrek mitoz gosteren hiicrelerdir.

Epidermiste melanositler 4-10 bazal hiicre arasinda bir adet olacak sekilde
dizilmistir ve epidermal melanin iinitesini olustururlar. Melanosit, embriyolojik
yasamda baslangicim1 néral ¢ikinti (neural crest)’dan alarak, ayni yasam icinde
epidermise gocerler ve coklukla bazal kat hiicreleri arasina yerlesirler. Normal bir
melanosit, Hematoksilen Eozin boyamalar1 ile ufak ve koyu bazofilik ¢ekirdekli
yapisindan dolay1 c¢evredeki bazal hiicrelerden kolayca ayrilirlar (Tiiziin vd 1994).
Melanositler UV 1sinlarina karst perde gorevi yapan melanin sentez ederler ve bunu

komsu keratinositlere verirler (Kandiloglu ve G6koz 1999).

Glines goren bolgelerde melanosit yogunlugu, gérmeyen bolgelere gore iki kat daha
fazladir. Hormonal faktorler ve neviis sikli§i da melanosit sayisini etkilemektedir.
Ayrica melanosit sayis1 her 10 yilda %6-8 oraninda eksilmekte, yasla birlikte melanin

pigmentinin koruyucu etkisi azalmaktadir (Kandiloglu ve Gokoz 1999, Koh vd ).



Melanositin deri lizerindeki koruyucu etkisi diisiiniildiigiinde, malign melanom
melanositlerden ya da degisime ugramis melanositler olan neviis hiicrelerinden
kaynaklanabilir. Melanositik lezyonlardan gelisen yeni klonlar normal hiicrelere gore

secici bir cogalma kapasitesi kazanirlar.

Malign transformasyonun c¢ogunlukla epidermal melanositlerden gelistigi, neviis
hiicrelerinin ise daha az agresif davranan minimal deviasyon melanomlara Onciiliik

ettigi diisliniilmektedir (Kandiloglu ve Gokoz 1999).

Malign melanomlarin %25-50"si edinsel melanositik neviislerden gelisir. Ancak bu
neviislerden daha fazla risk tasiyan 2 grup, konjenital neviisler ve displastik neviislerdir

(Kandiloglu ve G6koz 1999).

Konjenital Melanositik Neviisler (KMN)

Tim yeni doganlarin %1l'inde KMN vardir. KMN'lerde malign melanom

gelisebilecegi kesinlik kazansa da, malignensi insidansi degisim gosterebilmektedir.

Her 20.000 ¢ocuktan birinde 10 cm."den daha biiylik olur. Klinik gériiniimii koyu
pigmentli bir plak seklinde olup yiizeyi nodiiler komponentlerden dolayr diizgiin
degildir, ayrica iizerindeki killarin varlig1 dikkati ¢eker. 1 cm. biiyiikliikten, derinin
biiyiik bir kismin1 kaplayan dev goriiniime kadar boyutlarda olurlar. Genelde 20
cm. den biiylik olanlarda malignite egiliminin daha ¢ok oldugu ileri siirilmektedir. Her
yeni dogan ¢ocukta goriilen melanositik neviisiin kongenital melanositik neviis olmasi
gerekmez. Bunlardan ancak %1 inin histolojik olarak kongenital melanositik neviis
oldugu gortiliirken 6biir yandan %3.9"u ise diger neviis tiplerinden olusurlar (Kumar vd
2000). Bebeklik ve cocukluk caginda iizeri diiz, hafif kahverengi, smirlar1 belirsiz
lezyonlardan, tam tersine keskin sinirli, koyu renkli, deriden kalkik, iizerinde yogun ve
kaba killarin bulundugu tiplere kadar c¢esitli klinik formlar gdsterirler. Hastanin yasi
ilerledikce tiimor daha belirgin bir durum alir, {izerinde papiiler, nodiiler ve verriikoz

degisiklikler gostermeye baslar. Puberteden sonra lezyonlarda bir gerileme goriilebilir.



Displastik Neviis

Clark ve arkadaslar1 displastik neviisii matiirasyon ve regresyon egilimi tagimayan
kalic1 lentijindz hiperplazi olarak tanimlamislardir. Tipik neviis ile malign melanom

(MM) arasinda bir tiimor gelisim agamasi olarak da adlandirilabilirler (Clark vd 1986).

Ailesel veya sporadik olarak goriiliir. Ailesel sekillerde otozomal dominant gecis
s6z konusudur ve bu seklinin malign melanom Onciisii oldugu kabul edilmektedir.
Sporadik seklinde ise malign melanoma transformasyon riski diisiiktiir. Genel
populasyonun ortalama %2-8, %5-9 unda bulunur. En sik sirt, kalca, sa¢h deri, gogiis
gibi glines gérmeyen yerleri seger. Tekil veya coklu sayida olabilir. Klinik 6zellikleri
capt 5 mm veya daha biiyiik, kenarlar1 belirsiz veya diizensiz, renk alacasi gdsteren
(kahve tonlari, siyah, kirmizi), asimetrik sekilli ve eritemli bir zeminle bir derece

inflamasyon gdstermesi seklinde siralanabilir.

Klinik olarak displastik neviisler, edinsel neviislerin cogunlugundan daha biiyiiktiir
ve viicut yiizeyinde yiizlerce sayida bulunabilir. Siradan neviislerden farkli olarak
displastik neviisler, giinese maruz kalan yerlerin yanisira giines gérmeyen bolgelerde de
goriiliirler. Bazi displastik neviislerin, malign melanom gelisiminde o6ncii lezyon
olduklar1 konusunda kanitlar vardir. Yiiz bolgesinde rastlanmaz. Uzerleri dikkatli

bakildiginda kaldirim tas1 goriiniimiinii verir.

Iki tip neviis tipinden baska cesitli neviis tipleri de bulunmaktadir. Bunlar Spitz

neviis, Mavi (Blue) neviis seklinde siralanabilir.

Spitz Neviis

Genellikle benign olan bu neviis ¢ok c¢esitli klinik goriiniimlerde olabilir. En siklikla
soliter, pembe kirmizi, sert, yuvarlak bir nodiil seklinde goriiliir ve lezyon simetrisi
onemlidir. Bazen de pek c¢ok sayida ya gruplasmis (agmine) ya da yaygin (dissemine)
papulller seklinde goriilebilir. Nadir goriilen yogun pigmente, siyah renkli, reed neviis
ismiyle de tanimlanan varianti ise, 6zellikle puberte sonrasinda goriildiigiinde MM ile

karigabilir.



En cok alt ekstremitelerde veya ylizde rastlanir. Lezyonlarin ¢ogu 1 cm'den
kiigiiktiir. Kubbe biciminde olup en karakteristik vasiflarindan biri, gerek melaninin
fazla olmamasi ve gerekse bir¢oklarinda dermisteki damar genislemelerinden dolay1
pembe goriiniimliidiir. Ancak hafif kahverengi veya siyah olabilirler. Coklukla tek olan

tiimor bazen bir arada birkag tane hatta yaygin bir goriiniim kazanabilir.

Spitz neviis siklikla kompound neviis goriiniimiindedir. Ancak bazen intradermal
bazen jonksiyonel neviis yapisinda da olabilirler. Tiimor hiicrelerinin pleomorfik
yapilar1 ve ¢ok defasinda inflamatuar hiicrelerin varlig1 yiiziinden malign melanomaya
benzerler. Bu yiizden birgok tiimor, 1978 yilina kadar hep bu taniy1 almistir. Bugiin bile
bazen, her iki tiimorii birbirinden ayirmak olanaksizdir. Neviis hiicreleri dermiste
oldukca keskin sinirli hiicre yuvalanmalar1 yaparlar. Jonksiyonel tip gosteren Spitz
neviislerinde epidermal-dermal bilesimin hemen altinda ve bu hiicre gruplarinin iistiinde
yapay bosluklar bulunur ve bu goériiniim yalniz Spitz neviiste goriildiigli i¢in, hem tani
acisindan hem de malign melanomadan ayirmak i¢in 6nemli bir bulgudur. Jonksiyonel
aktivite yaygindir, ancak neviis hiicrelerinin epidermise gegisi hem ¢ok azdir ve hem de

tek tiik birkag hiicre veya hiicre grubunu kapsar (Kumar vd 2000).

Mavi (Blue) Neviis

Dermal melanositlerin nadir rastlanan pigmente bir lezyonudur. Daha sik goriilen ve
benign olan Jadasson-Tieche tipi ve malign potansiyel tagiyan selliiler tipi olmak {lizere
2 tipik formu mevcuttur. Mavi-gri ya da koyu mavi-siyah renkte, hafif kabarik, nadiren
noduler, 1 cm'den kiiclik neviislerdir. Seliiler tip ise daha biiylik olabilir. Baslangi¢
dogum sonrasi veya daha gec yastadir. En siklikla ekstremiteler 6zellikle el, ayak sirti,
bazen de yiizde yerlesirler. Selliiler blue neviisler MM 0Onciilii olabilirler. MM'a

transforme olunca malign mavi neviis (MBN) adin alirlar.

Mavi neviislerde melanositler daha c¢ok sayidadirlar. Cekirdekleri ig seklinde,
oldukca uzun ve dalgali bir goriiniime sahiptirler. Dermiste kollagen lifler arasinda
dallanmis dendritleri ile oldukca yaygin olup bir yandan yukarilarda epidermise kadar
cikarlar, ancak kombine neviis haricinde epidermise ge¢mezler, 6biir yandan dermis
derinliklerine kadar iner ve deri alt1 yag dokusunu da etkileyebilirler. ig seklindeki

hiicrelerin i¢i, bazen melanin aklatma islemine basvurduracak kadar yogun olabilirler.



Oldukga iyi gelismis ve uzamis bu hiicrelerin uzun eksenlerinin deri ylizeyine
paralel seyretmesi tipik bir karakter olur. Melanositler ¢evresinde daha yuvarlak ve dopa
negatif melanofajlar vardir. Selliiler tip mavi neviisler de ise yukaridaki genel tipte
goriilenlere ek olarak ayri gene ig bigiminde, ¢ekirdekleri daha oval, sitoplazmalar1 daha
genis ikinci bir tip hiicre vardir ve bunlar bir araya gelerek biiyiik topluluklar yaparlar

(Kumar vd 2000).

Neviis malign melanoma transforme olabilmektedir ve melanomlarin biiyilik
cogunlugu deri kaynakli olmakla birlikte, koken aldig1 diger doku ve organlar arasinda

oral ve anogenital mukoza, 6zafagus, meninksler ve goz sayilabilir.

Deride malign melanom olusumunda giines 1sinlarinin énemli rolii vardir. Bununla
birlikte giines 1ginlarinin tek predispozan faktér olmadigi; oncii bir neviislin (0rn; bir
displastik neviis ) bulunmasi, herediter faktorler, hatta bazi karsinojen maddelere maruz
kalmanin da lezyon gelisimi ve ilerlemesinde rolii olabileceginin bilinmesi gerekir

(Kumar vd 2000).

Yine melanomda spontan somatik mutasyonlarin neden oldugu ¢evresel ve endokrin
faktorlerden gelen ¢esitli silsilelerin olabilirligi de Abdel-Malek tarafindan bildirilmistir
(Abdel-Malek 1998). Davies ve arkadaslar1 da neviis olusumunda; hormonal faktoérlerin
(0zellikle gebelik sirasinda) bu gelisimi ilerlettigini bildirmektedir. Davies ve
arkadaglari aym1 zamanda, neviislerdeki mutasyonlara dikkat ¢ekildiginde mevcut
bilgilerin smirli oldugunu ve son gilinlerde BRAF genindeki mutasyonlarin
tanimlandigin1 ama bu tanimlamalarin biyolojik Onemi acisindan tartigmaya agik

oldugunu belirtmislerdir (Davies ve ark.,2002)

Benign Melanositik Neviisler

Selliiler neviis olarak da adlandirilan bu tip neviisler, genel olarak herkeste goriilen

ve halk tarafindan “ben” diye isimlendirilen iyi huylu melanosit tiimorlerdir.

Melanositik neviisler diiz veya deriden hafif kabarik lezyonlardir. Bazi kabarik
lezyonlarin iizerleri diiz iken digerlerinin kubbe bigimini aldig1 goriiliir. ileri derecede

koyu olanlar maling melanoma ile karisabilir, bunun tam aksine bazilar1 ise tamamen



renksiz olabilirler. Kubbe bi¢cimini gosterenlerin iizerinde cevredekilere oranla son
derece iyi gelismis killar da goriilebilir. Dogum esnasinda ¢ok az istisnalar hari¢c hemen
hi¢bir neviis goriilmez iken, bulug ¢aginda veya erken eriskinlik sirasinda sayilari
giderek artar, ancak bir siire sonra bu gelismelerin durdugu goriiliir. Hayatin geg
evrelerinde ¢ikan olursa bunu hemen bir maling melanoma olarak diistinmemek gerekir

ama goz altinda tutularak, gerekirse patolojik muayeneye basvurulabilinir. (Tiiziin vd

1994).

Benign melanositik neviisler; jonksiyonel, kompound, intradermal (dermal) ve balon

hiicreli neviisler seklinde siniflandirilabilir.

Jonksiyonel Neviisler

Bunlar iizerleri diiz, kilsiz, hafif kahverenginden koyu siyah kahverengiye kadar
degisim gosteren lekeler veya deriden hafif kalkik papiiller halinde goriiliir.
Biiytikliikleri 1 mm-1 cm arasinda degisir. Keskin smirli, yuvarlak veya elipsoid
karakterde ve {iizerindeki renk dagilimi muntazamdir. Bazen iistiinde daha koyu
kahverengi noktalar gdsterse bile, bunlar da diizenli bir gdriiniime sahiptir. Cocukluk
yaslarinda daha ¢ok goriilseler de daha sonra yeni jonksiyonel neviislerde goziikebilir.
Yaslilikta cikanlarda ise her olasiliga karsin bu tanmiy1r histopatolojik muayene ile

desteklenmelidir.

Histopatolojik muayenede neviis hiicreleri epidermisin hemen alt sinir1 iginde veya
dermisin ¢ok {ist katlarinda hiicre yuvalanmalar1 seklinde kendini gosterir. Bunlardan
cok azi1 ig hiicreli olmakla beraber, hemen tamamina yakini kiiboidal gériiniimliidiir. Bu
hiicreler giimiisleme metotlar1 ile dendritik bir yap1 gosteritler. I¢lerinde yeterli pigment

varsa bazen direkt hematoksilen eozin (H.E.) boyalar bile yeterli olur (Tiiziin vd 1994).

Kompound Nevusler

Kompound neviisler deriden kalkik, diizglin bir kahverengi renk gosteren, bazen
tizerleri diiz ve bazen verriiko6z olan, tlizerleri killi lezyonlardir. Klinik olarak goriilen

tiimor, i¢indeki neviis hiicrelerinin ¢oklugu yiiziindendir.



Histopatalojik olarak, jonksiyonel neviisde goriilen jonksiyonel aktiviteye ek olarak,
dermis i¢inde de ¢ok sayida neviis hiicrelerinin dermisin alt sinirlarina kadar indigi
goriiliir. Bir melanositik neviiste goriilen ti¢ tip hiicre kompound neviislerde kendini
daha demonstratif olarak belli eder. Bunlardan birincisi yukar1 dermiste bulunur ve
kiipoidal hiicrelerdir. Bunlara A tipi veya epitelyumoid neviis hiicreleri denir. Ikinci
grup hiicreler yukaridakilerden daha ufak, daha dersitoplazmali hiicreler olup, daha az
melanin icerir ve B tipi hiicreler veya lenfoid tip neviis hiicreleri adin1 alirlar ve
dermisin orta boliimlerini tutarlar. Bunlar da A tipi hiicreleri gibi yuvalanmalar yaparlar.
Bu yuvalanmalar aslinda olgunlagma belirtisi ve isaretidir. Ciinkii maling durumlarda
derinlere inildik¢e hiicrelerde c¢ap bakimindan kii¢iilme olmaz. Erken kompound
neviislerde sadece A hiicreleri vardir, ancak gosterdikleri pleomorfizm yiiziinden ig
hiicrelere rastlanir ve eger arada bol miktarda melanofajlar ile yuvarlak hiicre infiltrati
da goriilirse bu defa bir maling melanoma veya displastik neviis ile karisma olasilig1

dogar (Tiiziin vd 1994).

Intradermal Neviisler (Dermal Neviisler)

Bunlar keskin sinirli, muntazam pigment dagilimli, kubbe bicimi lezyonlardir. Avug
i¢i ve ayak tabani hari¢ biitiin deri bolgelerinde olusurlar. Bazilar1 ise tamamen renksiz

goriiliir.

Histopatolojik olarak ¢oklukla jonksiyonel aktivite yoktur veya olsa da azdir. Gene
de seri kesitler yapilirsa hemen her tiimorde az da olsa bu aktiviteyi bulmak olasidir. Ust
katlarda hem hiicre yuvalar1 vardir hem de rozet seklindeki hiicreler ile dev hiicrelere
rastlanir. Tespit esnasinda hiicre yuvalarinin ¢evresindeki ig seklindeki hiicreler ile orta
boliimlerdeki daha ¢ok yuvarlak veya kiipoidal hiicreler arasinda olusan bosluklar sanki
timor damarlar igine gegmis veya metastaz yapryor goriinlimii verirler. Hiicreler daha
cok C tipindedir. Bazen aralarinda A tipi hiicreleri de gérmek miimkiindiir. Yukar1
dermiste neviis hiicreleri goriilmedigi zamanlarda ig seklindeki neviis hiicreleri ve
cevresinde gevsek bag dokusu oldugu zaman bunlara neural neviis dendigi de olur

(Tiiziin vd 1994).



Balon Hiicreli Nevis

Oldukca nadir goriliir ve klinik belirti olarak diger melanositik neviislerden farkli
degildir. Ancak soliter bir goriiniime sahip olup, 6zel bir yerlesme yeri gostermezler ve
cok defa ilk otuz yas icinde olusurlar. Aslinda her neviiste ortalama %2 civarinda balon
hiicresi bulunur. Onun i¢in ger¢ekte bir melanositik neviise balon hiicreli neviis olarak
tanimlayabilmek i¢in hiicrelerinin ¢ogunlugunun balon hiicresi karakterini gostermesi
gereklidir. Balon hiicreleri, neviis hiicrelerinden daha biiyiiktiir, ¢ekirdekleri yuvarlak ve
hiicrenin ortasindadir. Sitoplazmalar1 ya bosluk gdsterir veya ince graniiller vardir.

Dermal neviislerde oldugu gibi dev hiicreleri vardir (Tiizlin vd 1994).



1.2 Neviis Siniflamasi

Neviisler

Halk dilinde “ben” diye anilan neviisler, embriyoner kokenli, konjenital veya
dogumdan sonra ortaya ¢ikabilen, derinin bir veya bir ¢ok elemanlarini ilgilendiren
sirli displazilerdir. Klasik olarak neviislerin konjenital oldugu sdylenirse de, bu
karakterlerini desteklemek olanagi pek yoktur. Ciinkii ¢ok gec olarak eriskin yaglarda
ortaya cikabilen neviislerde bulunmaktadir. Ayrica neviisleri sabit displaziler gibi gérme
olanagi da yoktur. Ciinkii ¢ok seyrek bile olsa bazi anjiomlar ve neviisler gelismeye,
yayilmaya elverislidirler. Hatta bunlardan bazilarinin seyirleri sirasinda dejenerasyonda
goriilebilmektedir. Diger taraftan araya giren travmalar, giines 1sinlari, gebelik,
enfeksiyoz hastaliklar gibi baz1 faktorler neviislerin ortaya c¢ikmalarinda ve
gelismelerinde rol oynayabilmektedir. Bazi hastalarda neviisler ¢ok sayida ve cok
yaygin bir sekilde goriiliirler. Bu gibi ¢ok biiylik bir evoliiter potansiyeli bulunan

olgularda nevik bir zeminden s6z edilebilir.

Pigmanter neviisler ya da diger adiyla melanik neviisler melaninin lokal birikimiyle
olusurlar. Melanik hiicreli neviislerde, nevik hiicreler ¢cok sayida olarak dermanin igine
girmislerdir. Nevik hiicrelerin ve melaninin yerine gore histopatolojik olarak ii¢ sekil
gozlenir. Intraepidermik, jonksiyonel ve dermik neviisler. Pigmanter neviislerin
malignite potansiyellerini nevik hiicrelerin ve pigmentin yerine gore degerlendirmek

miimkiindiir (Tiizlin vd 1994).

Baz1 pigmenter neviisler yuvarlak, oval veya band seklinde uzun, siyah ve esmer
renkte plakalar olustururlar. Bunlarin yiizeyleri diiz veya yer yer papillomatdz ve
verriikoz goriiniimdedir, genellikle de killi neviislerdir. Diiz olan sekillerinde nevik
hiicreler goriilmedigi halde, digerlerinde pigmentle yiikli Unna'nin nevik hiicreleri
bulunur. Boylece dejenere olmaya elveriglidirler.

Neviisler;
1- Gergek anlamda neviisler
2- Anjiom ve lenfanjiomlar

3- Kompleks nevik hastaliklar olmak iizere {i¢ grup i¢inde toplanabilir.



Neviisler;

I-Gercek anlamda neviisler

1) Pigmenter neviisler
a) Lentigo ve melanik hiicreli neviisler
b) Hepatik lekeler
c) Melanoz sirkonskrit prekanser6z
d) Mavi neviisler
2) Prepuberter selliiler neviis
3) Tuberoz ve selliiler naevi'ler, verrii mol
4) Verrlikoz naevi
5) Epidermis eklerin neviisleri
a) Naevi pilo
b) Neviis komedoniyen
c) Neviis sebase
d) Siringokistadenom papillifer
e) Hidradenom papillifer
6) Dermanin neviileri
a) Neviis molluskum
b) Neviis elastikus
7) Neviis tabiatinda bolgesel pakidermiler
a) Kutis vertisis girata
b) Pakiperiostozlu plikatiire
8) Aplazik neviisler
a) Nevi akromik plan
b) Naevi anemi?
c) Naevi alopesik
d) Naevi atrofik
9) Distrofik fistiiller ve kistler, bransiyomlar
10) Kongenital deri aplazileri

II-Angiomlar ve lenfangiomlar

A) Angiomlar
1) Angiom planlar
a) Neviis flammoz

b) Ensenin angiomu



c¢) Neviis telengiektatikus lateralis
2) Tuberd ve derialt1 angiomu
3) Subakut evoliisyonlu angiomlar
a) Siit cocugunun iilsero-mutilan angiomlari
b) Trombopeni ile seyreden angiom
¢) Geg ortaya ¢ikan angiomlar
4) Neviis areneus; Telenjiyektazya herediterya hemoraji (Rendu-Osler’in
angiomatozu)
5) Angiokeratomlar
a) Angiokeratom de mibelli
b) Skrotum angiokeratomu
¢) Angiokeratoz sirkonskrit neviform (Fabry), Angiom serpijind
(Hutchinson)
6) Visseral angiomlar
a) Sinir dokusunun angiomlari
- Ansefalo- tregeminal angiomatoz (Sturge-Weber- Krabbe hastalig1)
- Retino-serebellar angiomatoz (von Hippel-Lindau has)
b) Sindirim sistemi angiomlari
- Blue rubber bleb naevus
7) Diger distrofilerle asosiye angiomlar
a) Derin vaskiiler anomalilerle birlikte olan angiomlar
b) Osteo-distrofik angiodisplazi (Klippel-Trenaunay veya Parkes-Weber
sendromu)
B) Lenfangiomlar

I11- Kompleks nevik hastaliklar

1) Recklinghausen norofibramatozu

Pringle hastaligi, epiloya ( Bourneville’in tuberdz sklerozu).



1.3. Derinin Yapisi ve Gelismesi

Biyolojik bir olusumun herhangi bir birimi, kendisini ¢evreden ayiran yiizeyle
siirlanir. Deri, bu sekilde bir fonksiyon yaparak organizma i¢in koruyucu bir ortii olup,
aynm1 zamanda ¢evreye sinyal gonderip, ¢evreden sinyal alir. Derinin ii¢ tabakasi
bulunmaktadir: 1. tabaka olan epidermis gecirgen olmayan ¢ok kath bir tabakadir. 2.
tabaka kaba, saglam ancak porlar1 bulunan dermistir. Yumusak, lipitten zengin, derin
tabaka olan 3. tabaka ise subkutis adini alir. Bu tabakalardan baska temel diizeydeki
fonksiyonlara yardimci olmak amaciyla deri ekleri geligsmistir. Genel olarak deri her ne
kadar bilateral bir simetri gosterirse de, bolgeden bolgeye degisen bir heterojeniteye de
rastlanir ve bunlar histolojik, sitolojik veya biyokimyasal diizeylerde tanimlanabilir.
Ormegin sacli deri, avug icleri ve karm derisinin epidermal, dermal ve subkutan

histolojileri farkliliklar gostermektedir (Tiiziin vd 1994).

Derinin Embriyolojisi

Derinin tiim yapilar1 ya ekdodermden veya mezodermden kaynaklanir. Epidermis,
folikiil-sebase-apokrin {initeler, erkin {inite ve tirnaklar ektoderm tiirevleridir.
Melanositler, sinirler ve 0Ozellesmis duysal reseptorler noroektoderm kokenlidirler.
Langerhans hiicreleri, makrofajlar, mast hiicreleri, fibrositler, kan ve lenf damarlari,

kaslar ve yag hiicreleri gibi diger deri elemanlari ise mezodermden tiirerler.

Diger organlarda oldugu gibi derinin gelismesi de iki donem gosterir. Bunlardan
birincisi embriyonik dénem olup 1. ve 2. aylardaki organogenez dénemidir. ikincisi ise
3. ay ile dogum arasinda gecen ve fetal donem adini alan biiylime ve farklilasma

periyodudur.

Genel olarak epidermis ve tlirevlerinin biiyiime ve olgunlagsmasi dermisten 6nce olur
ve yoOnleri de bastan kuyruga, dorsalden ventrale dogrudur. Yagsamin ilk iki ay1 i¢inde

embriyonun basit bir derisi bulunur (Tiiziin vd 1994).



Epidermis

Temel gorevlerinden biri kornifikasyon olan epidermis, ¢ok katli skuamoz bir epitel
olup, bir yandan sekil ve kalinligini siirdiiriirken, nispeten hizli biiyiir, bir yandan da
dokiilme ile kendi ylizeyini temizler ve direngli bir yiizey ortiisii ve gecirgenlige engel

olarak hizmet eder. Epidermis hiicrelerinin %951 keratinosittir.

Epidermis en ince deri yapisidir. Kalinlig1 géz kapaklarinda 0.04 mm. den, avug
iclerinde 1.6 mm.'ye kadar varmakla birlikte, ortalama kalinligi 0.1 mm. dir. Genel
olarak, epidermis hiicrelerinin bazal tabakadan dogduguna inanilirsa da, biiyiiyen

hiicrelerin %30 unun subrabazal oldugu ve bunlarin mitotik olarak aktif oldugu goriiliir.

Epidermis dort tabaka olusturur: bazal tabaka, stratum spinozum, stratum
graniilozum ve stratum korneum. Avug i¢i ve ayak tabanlarinda stratum graniilozum ve

stratum korneumun arasinda besinci bir tabaka olarak stratum lusidum yer alir.

Histolojik olarak epidermis en az dort hiicre tipinden olusur. Bunlari, sayilar1 en
coktan en aza dogru keratinositler, melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel

hiicreleri seklinde siralayabiliriz (Tiiziin vd 1994).

Keratinositler epidermisteki hiicrelerin %80-95"ini olusturan ektodermal kaynakli
hiicrelerdir. Tiim keratinositlerin ortak 6zellikleri sitoplazmalarinda keratin ara
filamentleri igermeleri ve desmozomlar veya desmozomal bileskelerle komsu hiicrelere
baglanmalaridir. Keratin filamentleri, en basit anlamda hiicre icinde iskelet rolii

oynarlar. (Tiliziin vd 1994).

Melanositler, melanozom denilen melanom yiiklii organelleri yapan ve salgilayan
dendiritik hiicrelerdir. Noral yariktan tiiremis olan bu hiicreler, epidermisin bazal
tabakasi boyunca, mukozalarda, kil folikiillerinde, dermiste, leptomeninkste, i¢ kulakta
bulunurlar. Hematoksilen ve eozin boyasi ile berrak hiicreler halinde goriiliirler.
Melanositlerin bazal hiicrelere orani oldukga degiskendir. Ornegin bu oran yanakta 1:4
iken; kollarda 1:10°dur. Melanositler dendiritik hiicrelerdir. Melanin graniilleri
dendiritik yapilarla ¢evredeki keratinositlere transfer edilir ve burada aktif olarak

fagosite edilirler. Melanin pigmentinin deri ve saglarin renklenmesinin yam sira, UV



1sinlarinin zarar verici etkilerine karsi ¢ok Onemli bir koruma 6zelligi de vardir.
Elektron mikroskobu ile incelendiginde melanositin donuk bir sitoplazmasinin
bulundugu gozlenir. Ne tonoflamente ne de desmozoma rastlanirken, elektron yogun

melanozomlar bulunmaktadir (Tiiziin vd 1994).

Langerhans Hiicreleri melanositlere benzerler. Dendritik yapidaki bu hiicreler
epidermisin subrabazal tabakasinda, dermiste, timusta, tonsillalarda, lenf nodullerinde,
oral ve genital mukozada bulunurlar. Epidermal hiicre toplulugunun %1-4iinii
Langerhans hiicreleri olusturmaktadir. Bu hiicreler dermiste de bulunurlar. Elektron
mikroskobu ile, keratinositlerden dezmozom ve tonofilamentlerinin bulunmamasi ile
ayrilirlar. Bu hiicreler premelanozom veya melanozomda icermezler. Langerhans
hiicrelerinin tipik olarak lobiillii nukleuslar1 ve karakteristik Langerhans graniillerini
(comak veya raket seklinde inkliizyonlar) igeren berrak sitoplazmalari bulunur. Bu

inkliizyonlar Langerhans hiicreleri i¢in olduk¢a karakteristiktir (Tiiziin vd 1994).

Merkel hiicresi, memelilerin epidermisinde bulunan, keratinositik olmayan belirgin
bir hiicredir. Ozellikle kilsiz deride ve ayrica kil folikiilleriyle iliskili olmak {izere,
epidermisin bazal tabakasinda bulunurlar. Merkel hiicreleri dermiste, periferik sinir
uclarinin Schwann hiicreleri ile birlikte de bulunurken, epidermiste intraepidermal sinir
uclarinin  bulundugu yerdedirler. Merkel hiicreleri ¢evredeki keratinositlere
desmozomlarla baglanmigtir. Buna karsilik bazal stoplazmik membraninda ise
hemidesmozom bulunmamaktadir. Berrak sitoplazmasi, lobiillii niivesi, spesifik

graniilleri ve baglantilari ile tipik bir hiicredir (Tiiziin vd 1994).

Mast hiicreleri, diger konnektif doku hiicrelerinden bazik anilin boyalar1 ile
metakromatik olarak boyanma 6zelligi gostermesi ile ayrilan hiicrelerdir. Mast hiicreleri
deri, brong, burun, ve barsak mukozasinda bulunurlar. Konnektif doku ve mukozal mast
hiicresi olmak iizere iki ana tip mast hiicresi vardir. Mast hiicreleri kan damarlari,

sinirler ve eklerine yakin olarak bulunurlar (Tiizlin vd 1994).



Epidermal Ekler

Epidermal ekler yag bezleri apokrin bezler, erkin ter bezleri killar ve tirnaklardan
olusur. Yag bezleri, gelisen kil folikiiliiniin dis kok yapraginin lateral bir ¢ikinti
yapmasiyla ortaya cikarlar. Viicutta yaygin olarak bulunmalarina ragmen, avug i¢i ve
ayak tabanlarinda yoktur, buna karsilik yiiz ve sa¢l deride ve sirtin orta kisminda yogun
olarak bulunurlar. ~ Her ne kadar kesin degilse de, insandaki fonksiyonunun suyu
gecirmeme, epidermal su kaybinin kontrolii ve mantar ile bakterilerin {iremelerine karsi

koruma oldugu kabul edilmektedir.

Apokrin bezler, baglica anogenital ve aksiler bolgelerde bulunur. Epidermisten
tiirerler. Fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemektedir. Sebase bezlere benzer sekilde
cocukluk yaglarinda nispeten kiigiiktiirler, pubertede biiyiir ve fonksiyonel olarak aktif

hale gelirler.

Ekrin terbezleri intrauterin yagamin yaklasik olarak dordiincii ayinda, epidermisin
asag1 dogru Ozellesmesiyle ortaya cikar. Mukozalar disinda biitiin deride bulunur.
Maksimum sayida bulunduklar1 yerler koltuk altlari, avug igleri, ayak tabanlar1 ve

alindir.

Killar, avug i¢i ve ayak tabani, parmaklarin ventral yiizii, prepusyumun i¢ yiizi,
glans penis, kadin dis genitalinin i¢ kisimlar1 disinda biitiin deriyi kaplarlar. Kil gévdesi
kiitikiila, korteks ve medulladan olusur. Sariginlarda kismi pigmentli melanozom
sayisinda bir azalma s6z konusu iken; kizil saglardaki melanozomlar kimyasal ve
yapisal olarak siyah saglilardan farklidirlar. Kilin insanlarda, hayvanlardaki gibi bir 1s1
tutma gorevi bulunmamaktadir. Buna karsilik insanlarda dokunma reseptorii olarak

kismi bir gorevi vardir; ayrica sekonder seksiiel karakteristige de yardimci olur.

Killar gibi tirnaklar da, epidermisin dermis i¢ine sokulmasiyla olusmustur. Burada
ortaya cikan keratin kaba ve yogun bir sekilde yapisik olup, bodylece tirnak plagi

meydana gelir. Matriks, tirnak plagi ve serbest kenar, baglica boliimlerini olusturur.



Dermis

Dermis, epidermisin destekleyici tabakasi olup, baslica fibroz kisim ile birlikte
temel maddeden olusmustur. Dermisin i¢inde epidermal ekler, sinirler, damarlar ve
cesitli hiicreler bulunur. Dermisteki temel hiicreler fibroblastlardir. Dermis iki
boliimden olusur: Papiller dermis ve retikiiler dermis. Dermisin kalinlig1 anatomik
bolgeye bagli olmak iizere, epidermisin 15-40 kat1 olabilecek sekilde degiskenlik
gosterir (Tiizlin vd 1994).



1.4. UV Isik ve Deri Uzerine Etkileri

Isik, elektromagnetik spektrumun bir boliimiinii olusturmaktadir. Dermatolojide 151k
duyarliligt ve buna bagli tablolardan bahsedildiginde, giines 1s181 (ultraviyole
radyasyonu=UVR) yani iyonize olmayan radyasyon ve goriinen 1518 yol ag¢tig

biyolojik degisiklikler kastedilir.

UV'nin fotosentez, gérmeye yardimci olmak, D vitamini sentezi, 1s1 saglamak,
patojenleri 6ldiirmek gibi yararl etkilerinin yani sira; giines yanigi ve deri kanserlerine
yol agmasi, 1s1k duyarliligi tablolari, foto-immunolojik degisiklikler, mutasyonu

olusumunu uyarmasi, deri yaslanmasi ve katarakt gibi zararlh etkileri vardir.

Yeryliziine ulasan 15181 %99’unu  goriinen 131k, kirmizi otesi 1sinlar ve
elektromanyetik spektrumun uzun dalga boylu 1sinlar1, %1°lik boliimiinii ise ultraviyole
olusturur. UVC stratosferden yansirken, 290-400 nm. arasindaki dalga boylar1 derideki
reaksiyonlara yol acar. Xenon lambalar1 ve civa buharli lambalar gibi yapay kaynaklar
da UVC yayarlar. UVC, filtrelerle engellenebilir. Havanin strelizasyonu gibi teknik
amagclarla kullanilmaktadirlar.UVC, 6 saate belirginlesen bir eriteme ve c¢ok hafif
bronzlagsmaya yol agar. Bilinen gilines yaniginin en gii¢lii biyolojik uyaricist UVB’dir.
UVB etkisiyle olusan eritem ve bronzlasma UVA’dakinden ¢ok daha siddetlidir. UVB
yapay kaynaklar (6r. civa buharli lambalar) tan1 ve tedavi amaciyla kullanilirlar.
UVB’ye bagl giines yamigi, giinese ¢ikildiktan 12-24 saat sonra baslayip, 48-72 saatte
en st diizeye ulasir. UVA ile eritem olusabilmesi i¢in UVB’nin 100 kati enerjiye
ihtiya¢ vardir. Buna karsilik pencere camindan gecebilen UVA derinin daha derin
tabakalarma ulasabilme 06zelligine sahiptir. UVA’nin dermise penetre olarak yapisal

degisikliklere yol acic1 etkisinden fototerapide yararlanilir.

UVA ile olusan eritemi izleyen kararmaya erken pigmentasyon (ani pigmentasyon)
denir. 5-20 j/cm dozunda UVA ile olusabilir. Erken pigmentasyonun patogenezi, 151k
uyarisiyla melaninin renksiz 6ncii  bilesiklerinin oksiklenmesi ve melanositin
merkezinde bulunan melanozomlarin dendritlere ve keratinositlere transferidir. Erken
pigmentasyon dogaya uyumu saglayan bir korunma mekanizmasidir ve sinirsel yolla da
uyarilabilmektedir. Erken pigmentasyon birka¢ saatte solabildigi gibi, gec
pigmentasyon (kalic1 pigmentasyon = bronzlagsma) gelisebilir. Yiiksek dozda UVA;



eritem olusturmaksizin dogrudan kalic1 pigmentasyona yol agar. Ge¢ pigmentasyon,
minimal eritem dozunun 2 kati siddetindeki orta dalga boyu UV’ye (297 nm) maruz
kaindiktan 24-72 saat sonra ortaya c¢ikan pigmentasyondur. Giinler veya haftalarca
kalabilir. Pigmentasyonun derecesi genetik ve hormonal faktorlere de bagl oldugundan

bu tabloya fakiiltatif pigmentasyon da denilmektedir.

Fotobiyoloji

Fotobiyolojik reaksiyon, hiicre iginde fotokimyasal degisikliklerin olugmasiyla
baslar. Iyonize olmayan radyasyon deriye ulastiginda bir boliimii yansirken bir boliimii
emilir. Deride, elektromanyetik dalgayr emerek ilk fotobiyolojik olaylar1 baslatan
molekiillere kromofor adi verilr. Derideki kromoforlar, keratin proteinleri, kan,
hemoglobin, porfirinler, karoten, niikleik asitler, melanin, lipoproteinler, peptid baglari,

tripsin, tritofan ve histidindir.

Isik iirtinleri, iyon akimlarinin ¢ogalmasi, DNA replikasyonu, enzimlerin uyarilmasi
veya etkisiz hale gelmesi gibi ¢esitli biyokimyasal olaylardan sorumludur. Bu olaylar
sonucunda hiicreler cogalir, mutasyona ugrar ve hiicre ylizeyi isaretleri degisir.

Kromoforun ugradig: yapisal degisikligin bir baska sonucu DNA’daki hasardir.

Isigin deride iki tiir etkisi vardir: 1- Normal deride ultraviyolenin uyardig1 erken ve
gec degisiklikler, 2- Giines 15181 ve yapay 1s181n uyarabildigi anormal deri reaksiyonlari

(Tiiziin vd 1994).



1.5. Mutasyon

Mutasyon, DNA'nin niikleotid dizilerinde veya niikleotidin diizenlenmesinde
meydana gelen degisiklikler olarak tanimlanir. Hiicrede mutasyonlar, kromozom
sayilarii etkileyen mutasyonlar (genom mutasyonlar1), tek tek kromozomlarin
yapilarii degistiren mutasyonlar (kromozom mutasyonlari), ve her bir genin degisimine
neden olan mutasyonlar (gen mutasyonlar1) olmak iizere 3 smifa ayrilirlar. Genom
mutasyonlari, toplam kromozom sayisinin degisimidir (6rn. andploidi). Mayoz ve mitoz
boliinme esnasinda kromozomlarin ayrilma hatalarindan dolayi ortaya ¢ikar. Kromozom
mutasyonlari, kromozomlarin sadece bir kismimi igeren duplikasyonlar, delesyonlar,
inversiyonlar ve translokasyonlardir. Kromozom bélinme mutasyonlari, ya
kendiliginden ya da mayoz sirasinda translokasyona ugrayan kromozomlarin anormal
ayrimi nedeniyle olabilmektedir. Gen mutasyonlari, DNA niikleotid dizilerindeki
degisikliklerdir. Tek bir niikleotid (nokta mutasyonu, baz ¢ifti yer degisimleri,

delesyon, insersiyon) veya binlerce baz ¢iftini etkileyecek degisikliklerdir.

Delesyon ve duplikasyon gibi toplam kromozom sayisinda olusan degisiklik genom
mutasyonlarinda, gen dozaji etkisinden dolay1 yiizlerce/binlerce genin ekspresyonunu
degistirebilir. Benzer olarak, bir veya birden fazla kromozomu etkileyen mutasyonlarda

da delesyon ve duplikasyon yiizlerce genin ekspresyonunu da etkileyebilmektedir.

Hatta tek bir nokta mutasyonu, ilgili gene ve genin ekspresyonu iizerindeki etkisine
bagli olarak hiicre fonksiyonu flizerinde ¢ok genis etkilere sahip olabilir. Bir genin
kodlanan dizisinde tek niikleotid degisimini olusturan bir gen mutasyonu, genin
ekspresyonunun tamamen kaybina veya ozellikleri degismis (6rn. fonksiyonu artmis)

bir proteinin olusmasina neden olabilir.

Mutasvyon Tipleri

1) Gen Mutasyonlari

Gen mutasyonlarina dahil olan baz ¢ifti yer degisimleri, insersiyonlar ve
delesyonlardir. Bu mutasyonlar, 2 temel mekanizmadan biriyle olugur. Hatalar ya DNA

replikasyonu sirasinda ya da hasarli olan DNA'nin tamirinin yapilamamasindan



kaynaklanabilir. Baz1 mutasyonlar kendiliginden (spontan) olurken digerleri mutajen ad
verilen cesitli fiziksel veya kimyasal ajanlarla olusmaktadir. Mutajenler mutasyon
olusum sikligin1 biiyiik derecede artirmaktadir. UV 151k muamelesi mutajen olarak
BRAF mutasyonunun ortaya c¢ikmasinda bir etken olarak diisiiniilse de yapilan

calismalarla bu etken tam olarak kanitlanmamustir.

DNA replikasyon hatalarinda hatalarin biiylik bir ¢ogunlugu bir seri DNA tamir
enzimleriyle dogru hale getirilir. Bu enzimler ilk 6nce yeni sentezlenmis ¢ift iplikteki
yanlig bazi tagiyan ipligi tanir ve daha sonra onun dogru komplementer baz ile yerini
degistirir. Bu islem “proofreading” olarak adlandirilir. DNA replikasyonu belirgin bir

bicimde dogru bir islem olmalidir.

Replikasyon hatalarina ek olarak; gen, UV veya iyonize 1sinlara maruz kalirsa ve
cevrede bulunan kimyasal mutajenler ile reaksiyona girerse, depiirinasyon,
demetilasyon gibi kendiliginden kimyasal islemler meydana gelir ve bu, mutasyonlara

neden olur.
Prooferading mekanizmasi ile genellikle diizeltilen replikasyon bagimli DNA
degisikliklerinin tersine, fiziksel veya kimyasal ajanlarla olusan niikleotid degisiklikleri,

genellikle kalict mutasyonlardir.

Niikleotid Degisimleri

Bir DNA dizisindeki tek bir niikleotid degisimi (veya nokta mutasyonu) icli
bazdaki kodu degistirebilir ve gen lirlinlinde bir aminoasitin digeriyle yer degistirmesine
neden olur. Bunun gibi mutasyonlara yanlis anlamli mutasyonlar ‘“missense
mutasyonlar” adi verilir; ¢iinkii bunlar genin kodlayan dizisinin anlamini degistirip
farkli bir aminoasit olusturur. Bir ¢ok hastalikta saptanmis olan mutasyonlarin biiyiik
cogunlugu yanlis anlamli mutasyonlardir. Insanlarda genetik hastaliga neden olan ve

rapor edilen tiim mutasyonlarin yarisi, hemen hemen yanlis anlamli mutasyonlardir.

Bir genin kodlayan dizinin i¢inde veya disinda olusan diger baz degisimleri de, gen
rtinleri iizerinde genis etkiye sahip olabilir veya transkripsiyonu direkt olarak

engelleyebilir.



Bir piirinin diger bir piirinle (A-G) veya bir pirimidinin diger bir pirimidinle (T-C)
olan niikleotid degisiklerine “transisyon” ad1 verilir. Tersi olarak, bir piirinin yerini bir
pirimidin almasina (ya da tam tersi) ise “transversiyon” adi verilir. Eger niikleotid
degisimleri rastgele olsaydi trasnversiyonlarin transisyonlara oranla iki kat1 fazlaliginda
olmas1 gerekirdi. Ciinkii her bir baz icin, tek bir transisyona karsilik iki transversiyon
olusur. Bu nedenle bir mutant aleller kiimesi arasinda transisyonun beklenenden daha
yiiksek siklikla bulunmasi, kendiliginden veya rastgele olusan baz degisimlerinden daha

cok tercih edilen bir mutasyon mekanizmasidir.

Genetik hastaliga sebep olan tek baz cifti degisikliklerinde transisyonlarin fazla
oldugunun anlasilmasi, insan genomunda DNA modifikasyonlarinin meydana geldigini
gostermektedir. Sitozin bazlarinin metilasyonu, (5-metilsitozin) 6zellikle bir guaninin 5

ucuna ¢ok yakin yerlestikleri zaman ger¢eklesmektedir.

Bir ¢ok kalitsal hastalikta saptanan biitiin tek niikleotid degisikliklerinin %30 undan
fazlasi, bu tipe aittir ve bunlar herhangi bir niikleotid mutasyonlarindan 25 kat daha
fazla olugmaktadir. Bu nedenle CG diniikleotidi, insan genomunda mutasyon ig¢in

gercek bir “hotspot” temsil etmektedir. (Nussbaum vd 2005)

2) Genom Mutasyonlari

Hiicre boliinmeleri sirasinda bir kromozom c¢iftinin hatali ayrilmasi, genom
mutasyonlarina neden olur. Genom mutasyonu, andploid meydana getirir ve insanlarda
en sik goriilen mutasyon tipidir. Hatali ayrilma her, 25-50 mayotik hiicre boliinmesinde

meydana gelir. Genom mutasyonlari, kanser hiicrelerinde de ¢ok sik goriiliir.

3) Kromozom Mutasyonlari

Kromozom mutasyonlarinin genom mutasyonlarindan ¢ok daha az oldugu
diisiiniilmektedir. Her 1700 hiicre boliinmesinde yaklasik olarak 1 oraninda goriiliir. Her
ne kadar genom ve kromozom mutasyonlarinin sikligi yiiksek olsa da bu mutasyonlar
kusaktan kusaga nadir olarak siireklilik gosterir ¢linkii genellikle yasamla ve iireme ile
uyumsuzluk gostermektedir. Kromozom mutasyonlar1 siklikla kanser hiicrelerinde de

goriilmektedir.



1.6. Kanser Biyolojisi

Kanser ¢cok asamali bir hastalik olup, daha c¢ok bir kitle ya da tiimor olusuma yol
acan kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla karakterize edilir. Hiicre proliferasyonuyla
ortaya c¢ikan neoplazinin kanser olabilmesi i¢in malign 6zellik gostermesi dolayisiyla
kontrolsiiz biiylimesi, komsu dokular1 istila edebilmesi ve metastaza yapmasi
gerekmektedir. Tiimdrler metastaz yapmiyorlarsa kanseréz degildir ve bu durumda,

benign tiimdr olarak adlandirilirlar.

Anormal hiicre akiimiilasyonu olan neoplazi, hiicresel proliferasyon ile hiicresel yok
olus arasindaki dengesizlik nedeniyle olusur. Prolifere olan hiicreler, hiicre siklusuna
girer ve mitoza ugrarlar. Programlanmis hiicre 6limii nedeniyle olusan hiicresel yok
olus ise, normal bir igslem olan DNA fragmanlarinin bir dokudan uzaklastirilmasidir ve

bu, apoptozis olarak adlandirilan hiicresel 6liim seklinde gergeklesir.

Kanserin Genetik Yapist

Hiicre boliinmesi ve hiicre oliimiinii kontrol eden ¢ok ¢esitli genler bulunmaktadir.
Son yillarda yapilan yogun arastirmalar, hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii kontrol
eden genlerin mutasyonlarinin kanser olusumunda Onemli rol sahibi oldugunu
gostermistir. Bir ¢ok kanserde, mutasyonlar tek bir somatik hiicrede olusur ve daha
sonra klonal gelisme ile boliinerek kanser gelisimine yol acarlar. Daha nadir tipi ise,
herediter kanser sendromunda izlenmekte, kanserin baslamasina neden olan
mutasyonlar germ hiicrelerine aktarilmakta ve bdylece viicudun tiim hiicrelerinde yer
almaktadir. Mekanizma ne olursa olsun kanser bir kez basladiginda, sitogenetik
yapisinin korunmasindan ve DNA'da olusabilecek hasari tamirden sorumlu hiicresel
mekanizmalar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar kiimiilatif olarak bir artis gostererek

kanseri yayginlastirir.

Kanser olusumunda rol alan genler, 2 temel alt gruba ayrilmaktadir: Onkogenler ve
Tiimdr Supressor Genler. Onkogenler, ¢ogunlukla proto-onkogen olarak adlandirilan
normal hiicresel genlerin mutant (aktif olan) allelleri olmakla birlikte telomerazlari
kodlayan veya apopitozisi bloke eden genlerde olabilirler. Onkogenler genellikle

fonksiyon kazandiran mutasyon o6zelligine sahip olup, proliferasyonu stimiile etme,



tiimoriin kanlanmasini artirma ve apopitozu engelleme gibi mekanizmalarla malign
transformasyonu gerceklestirmektedir. Tiimdr supressor genler ise, hiicre biiylimesini
siirlayarak tiimor gelisimini engelleyen genlerdir. Tiimor supressor genler tarafindan
kodlanan proteinlerin fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve/veya defektif

apoptozise neden olmaktadir.

Mutasyonlar hiicre boliinmesi sirasinda devamli olarak meydana gelmektedir ve
onkogenler ile tlimor supressor genler diger genlere nazaran daha fazla mutasyona
ugramaya meyilli degillerdir. Kanserdeki mutasyonlari diger mutasyonlardan farkli
yapan, bu genlerdeki mutasyonlarin giiclii bir sekilde hiicresel proliferasyon ve uzun
hiicresel yasam i¢in pozitif seleksiyona yol agmasidir. Kanser hiicresi fenotipik olarak
kontrolstiz ve asir1 proliferasyon 6zelligine sahip olup tek bir mutant hiicre yasami
tehdit eden bir hastalik gelisimine yol agmaktadir. Bazen hiicre kayiplarinin organ veya
dokudaki saglikli hiicreler tarafindan maskelenmesi nedeniyle, mutasyonlar hiicrenin
fonksiyon kaybina ya da 6liimiine neden olmalarina ragmen herhangi bir fenotipik etki

olusturmayabilir (Nussbaum vd 2005).



1.7 BRAF Geni

BRAF bir RAF gen ailesi tliyesidir ve v-raf miirin sarcoma viral onkogen homolog
B1 olarak tanimlanir, kodladig1 protein kinaz (stoplazmik serin/treonin kinazi), MAPK
sinyal yolunda yani dolayisiyla hiicre farklilasmasi ve proliferasyonunda gorev alir
(Davies vd 2002, Pollock vd 2002, Mercer vd 2003). BRAF bir serin/threonin kinaz
olarak retroviriis-iligkili sekans proteinleriyle aktive olur. (Palmedo vd 2004, Pollock vd

2002).

Mutant BRAF aleller siklikla fazlalasmis kopya sayisinda kromozom 7q'da (7.
kromozomun kisa kolu) bulunmaktadir (Maldonado vd 2003).

BRAF geninde i¢inde bulundugu Raf genleri ilk olarak fare ve tavuklarda tiimor
ajanlarma neden olan retroviriislerin onkogenleri olarak tammlanmustir. Ilk Raf gen, v-
Raf ile beraber tanimlanmistir. v-Raf 1n protoonkogen olarak homologu raf-1"dir (Rapp
vd 1983). Insan kanserlerinde Raf genlerinin aktive olmus varyasyonu tanimlanmaya
calisilmig ama korelasyon olugsmamistir (Rapp vd 1983, Sutrave vd 1984, Jansen vd
1984). Raf genleri, yiiksek ve diisilk Okaryotlar1 yani, C. Elegans, Drosophila
melanogaster, Xenopus leavis, tavuk, fare, rat ve insanlart iceren canlilarda

bulunmaktadir (Mercer ve Pritchard 2003).

Fare ve tavuk embriyosu raf genlerinin, onkogen olarak tanimlanmasindan sonra
insan kanserleri, dolayisiyla insan genlerindeki baglantili aktive mutasyonlarin varligi
tanimlanmaya ¢alisilmistir (Storm 1990). insan kanserlerinde BRAF gibi serin/treonin

kinazlar genellikle somatik nokta mutasyonuyla aktive olur (Davies vd 2002).

Raf proteinleri, aktive olmus Ras proteinlerinin effektorii olan kanserlerle indirekt
olarak iligkilidir (Mercer vd Pritchard 2003). BRAF ve RAS mutasyonlarindan her ikisi
de nadiren ayni kanserde bulunabilir ve BRAF mutasyonlu kanser tipleri RAS

mutasyonlularla benzerlik gosterebilir (Mercer ve Pritchard 2003).

Memeli Raf-1 geninin, ilk olarak v-raf in hiicresel homologu olarak tanimlandiktan
sonra, raf-1'e yiiksek homoloji gosteren diger iki genin A-Raf ve B-raf oldugu

belirlenmistir (sekil 1.1). Bu 3 Raf gen de serin/treonin protein kinazlar1 kodlar ve 3 raf



genin de sekans benzerligi yiiksek derecededir. Bu gen de N-terminal bolge regiilator
domaini kodlar ve Ras’t igeren baslica kofaktdre baglanir ve C-terminal bdlgede
katalitik kinaz domaini icerir. U¢ gende de N-terminal regiilator bolgenin delesyonu
proteinin yapisal olarak aktive olmasina neden olur ve hiicre tiplerinin genis varyeteleri
icin onkogenik bir hal alir (Storm 1990, Hiiser vd 2001, Pritchard vd 1995, Barnier vd
1995).

3 Raf izotipi igerisinde, model olarak Raf-1'in iizerinde bir ¢ok biyokimyasal
calismaya odaklanilmigtir. Bu ¢aligmalarda Raf-1'in aktivasyon mekanizmasi
anlasilmaya ¢alisilmistir. Inaktif Raf-1 normalde sitozoliktir ve Ras'a baglanma dzelligi
gosterir. GTP, in-vitro ve in-vivo olarak aktif Ras varliginda plazma membranim
gecebilir (Marais ve Marshall 1996). Bununla birlikte, GTP Ras’a baglanir ama bu
baglanig tamamiyle Raf-1'in aktivasyonu icin yeterli degildir. Ek olarak plazma
membraninda bir takim sinyaller ve fosforilasyon da aktivasyon i¢in gereklidir
(Traverse 1993, Marais vd 1995,1997; Mason 1999;). Ras-GTP ve Raf in N-terminal
bolgesi cesitli gruplar icermektedir. (Vojtek ve Hollenberg 1993, Koide vd 1993, Van
Aelst vd 1993, Warne vd 1993, Zhang vd 1993).
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Sekil 1.1 Raf Ailesi Uyelerinin Domain Yapist: Aktivasyonlarinin diizenlenmesinde

fosforillenme bolgeleri 6nem tasir (Mercer ve Pritchard 2003).



Son caligmalar Raf-1'in serin 338 pozisyonunun fosforilasyonunun Raf-1"in
aktivasyonu i¢in gerekli oldugu, kompleks fosforilasyonda Raf-1'in bu bdlgesiyle
gergeklestirdigi gosterilmistir. Bununla birlikte bu fosforilasyonun fizyolojik 6nemi
heniiz bilinmemektedir. (Diaz vd 1997, Barnard vd 1998, Mason vd 1999). Raf protein
kinazin temel fonksiyonu yiiksek korunumlu Ras/Raf/MEK/ERK intraseliiler sinyal
yolunda aktivasyonu meydana getirmektedir. Bu yol, reseptdr tirozin kinazlari i¢ine alan
(RTKSs) hiicre yiizey reseptorlerinin farkli siniflartyla aktive olur ve bunlar G protein
bagimli 7 transmembran reseptorlerdir ve hepsi biyolojik etkilerini Ras’la birlikte
yaparlar. (Ras'la beraber biyolojik etkilerini gosterirler) (Dickson ve Hafen 1994,
Marshall 1994). ERK aktivasyonu Ras aktivasyonuyla iliskilidir ve Raf proteinler aktive
Ras proteinleriyle, ERK ler arasinda bir vital baglant1 olustururlar (Hiiser vd 2001).

Raf-1 protein kinaz, memelilerdeki Ras-Raf-MEK-ERK sinyal yolunun integral
komponentleri olarak tanimlanir. Raf-1'in aktivasyonunu Ras gerceklestirir. GTP ilk
olarak Raf-1'e baglanir ve ondan sonra plazma membraninda Raf'in tirozin

fosforilasyon bolgesini iceren 340/341. rezidiiye Ras baglanir. (Hiiser vd 2001)

Raf-1"in MEK kinaz aktivitesinin artisinda bir etkisi oldugu, kanitlanmamis olmakla
birlikte, apoptozisin 6nlenmesinde anahtar bir rol oynadigini sdyleyebiliriz (Hiiser vd

2001).

Son giinlerde insan kanserlerinde BRAF geninin somatik olarak mutant oldugu
rapor edilmistir (malign melanoma, kolorektal karsinoma v.b.). BRAF genindeki
kansere neden olan somatik mutasyonlar, BRAF kinaz domaininin 2 bdlgesinde
goriilmektedir (sekil 1.2 ve sekil 1.3). Bunlar, G loop (ATP nin baglanmasina aracilik
eder) ve aktivasyon segmenti (substrat baglanan bolgeyi korur) olarak tanimlanir

(Davies vd 2002).
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Sekil 1.3 Insan Kanserlerinde Somatik Mutasyonlar1 Tanimlanmig Olan BRAF Gen
Yapisi (Laud vd 2003).

BRAF'1n ekzon 15'indeki kinaz aktivasyon domaininde bir 1796 T-A
transversiyonu V599E (valinin glutamik asite degisimi) yanlis anlamli mutasyonu
(missens mutasyon) tek bir spesifik aminoasit degisimiyle sonuglanir ve bu da
melanoma orneklerindeki mutasyonlarda belirlenmistir (Davies vd 2002, Brose vd

2002, Palmedo vd 2004). Bu 6zel yanlis anlamli mutasyonun orijinal ad1 V599E (GTG-



GAG) mutasyonudur (Papp vd 2005) ve bu mutasyon son olarak Kumar ve arkadaslari

tarafindan yeniden adlandirilarak V60OE mutasyonu adini almistir (Kumar vd 2003).

Neviis olgularinda BRAF aktive gen mutasyonu, melanosit ile iliskili gesitli
faktorlerin isin i¢ine girmesi sonucu ortaya ¢ikar. MAPK sinyal yolu BRAF genin
icinde bulundugu bir yoldur. MAPK sinyal yolunun aktivasyonu, melanosit
proliferasyonunda 6nemli rol oynar, bu durumda hiicre cekirdeginden ekstraseliiler
mitojenik sinyallerin gecisi ve bu sinyallerin yapisal aktivasyonuyla kontrolsiiz hiicre
boliinmesini promote etmesi seklinde agiklanabilir. ikinci faktérde UVB radyasyonuna
yanit olarak, alfa-melanosit-stimiile edici hormon, insan melanositlerindeki
melanocortin reseptdr I (MCIR) e baglanarak, siklik adenozin monofosfatin (cAMP)
ileri diizenlenmesine neden olurlar. Yiiksek cAMP konsantrasyonu melanin senteziyle
sonuglanir ve melanosit proliferasyonunu meydana getirir. Melanositlerdeki cAMP-

bagimli sinyal kaskadi da ayn1 zamanda BRAF 1 aktive eder (Papp vd 2005).

BRAF tek nokta mutasyonu, son giinlerde konjenital, kompound, intradermal ve
displastik nevi gibi benign melanositik lezyonlarda da rapor edilmistir. T1796A
mutasyonunun bu lezyonlarda hiicre proliferasyonunu promote edici 6zellik gosterdigi
diisiiniilmektedir (Bastian vd 2000, Pollock vd 2003, Yazdi vd 2003). BRAF
mutasyonlarin ¢ogunlugu ekzon 15°de goriilmesine karsin az bir kism1 ekzon 11'de de

goriilmektedir (Omholt vd 2003).

Tanimlanan BRAF mutasyonlarinin %901 i¢in mutasyon T1796A nin etkisi altinda
olan bir bir yeniden diizenlenme (V599E) rapor edilmistir (Davies vd 2002, Pollock vd
2002, Dong vd 2003, Uribe vd 2003, Cohen vd 2003).

Val599Glu mutasyonlu B-Raf, yabani tip B-Raf dan daha yiiksek kinaz aktivitesine
sahiptir ve Val599Glu ve Val599Lys'deki degisimlerin her ikisi de indiiklenmis
transformasyonunda B-Raf'in potentini artiric1 etki yapar (Davies vd 2002, Dong vd

2003).

BRAF 1n kodladigi serin/treonin kinaz, RAS dan ERK ya kadar uzanan (RAS-RAF-
ERK-MAP kinaz sinyal transdiiksiyon yolu) ara sinyallerde gorev alir (Palmedo vd

2004). Melanomda, Ras-Raf-mitojen-aktive protein kinaz/ekstraseliiler sinyal-



diizenleyici (ERK) kinaz (MEK)-ERK sinyal yolunun (sekil 1.4) aktivasyonu RAS ve
RAF mutasyonlarinin her ikisinin de olusumunda etken olarak goriilmektedir. (Omholt

vd 2003).

Mitojen-aktive protein kinaz (Ras-mitojen-aktive protein/ekstraseliiler sinyal-
diizenleyici kinaz kinaz-mitojen-aktive protein kinaz) yolu membrandan-nukleusa kadar
giden bir sinyal sistemidir ve bu sistem hiicre proliferasyonun kontrolii, farklilasma ve
memeli hiicrelerindeki apoptozisi kontrol eder. Bu yolun aktivasyonu, melanoma
proliferasyonu ve melanosit ile iligkilidir (Jiveskog vd 1998, Peyssonnaux ve Eychene

2001, Maldonado vd 2003).
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Sekil 1.4 RAS-ERK Sinyal Yolu (Garnett ve Marais 2004).

MAPK sinyal yolunda, RAS'dan MEK'e dogru ilerleyen BRAF'in kodladig
serin/treonin kinaz sinyalleri gorev alir, yine G-protein bagimli reseptorler ve reseptor
tirozin kinazlarin her ikisi de MAPK sinyal yolunda aktiftirler ve hiicre biiylimesi,
hiicrenin hayatta kalmasi ve invazyon ile melanosit proliferasyonunda énemli bir rol
oynarlar (Avruch vd 2001, Peyssonnaux ve Eychene 2001, Palmedo vd 2004). 3 RAF
geninin her biri stoplazmik serin/treonin kinazlar1 kodlarlar ve RAS 1in baglanmasiyla

kontrol edilirler (Peyssonnaux ve Eychene 2001, Kolch 2000). RAS proteinleri de,



RAS-RAF-MEK-ERK-MAP kinaz yoluna katilarak, biliyiime sinyalizasyonunun

hiicresel yanitinda araci rol oynarlar (Peyssonnaux ve Eychene 2001).

BRAF kinazin somatik mutasyonlari, malignant melanoma ve neviisde (%65 inden
fazla) siklikla rapor edilmistir (Bulliard 2000, Davies vd 2002, Pollock vd 2002, Dong
vd 2003, Omholt vd 2003, Shinozaki vd 2004). Yine Davies ve Palmedo tarafindan da
melanoma Orneklerinde mutasyonlarin %92"sinde BRAF mutasyonu tespit edilmistir
(Davies vd 2002, Palmedo vd 2004). Mercer ve arkadaslarinin son raporlarina gore;
kolon kanserleri (%15'inde) ve insan malign melanomlarin (%70 inde) biiyiik oraninda

BRAF genindeki aktive mutasyonlarin varligi gosterilmistir (Mercer vd 2003).

Yapilan diger ¢alismalarda B-raf onkogen (BRAF) mutasyonunun melanomalarin
%92"inde (Davies vd 2002, Brose vd 2002, Brose vd 2003, Dong vd 2003), farkh
histopatolojili neviislerin %82"sinde (Pollock vd 2002), ve primer melanomlarin

%65 inden fazlasinda bulunmustur (Davies vd 2002).

Bu sonuglar primer timor progresyonu ve metastaz gelisimi esnasinda kazanilmig
BRAF mutasyonlarinin ihtilafina yol gostermektedir. Cilinkii melanomdaki BRAF
mutasyon siklig1 neviis, primer tiimorler ve metastazlara kadar uzanan durumlarda da
rapor edilmistir. Dolayisiyla burada énemli olan tiimdr progresyonu ve bunun hastalik
tizerine etkisinin iligkisinde BRAF mutasyonlarint arastirmaktir (Davies vd 2002,
Pollock vd 2002). Keza son gilinlerdeki c¢alismalar da, melanomada B-Raf nokta
mutasyonlarinin aktivitesinin sikligina dikkat cekmektedir (Alsina vd 2003).



1.8. BRAF Geni Mutasyonu, Melanom ve Neviis Iliskisi

Kanser olusumunda tek gen mutasyonu yeterli olmamakla birlikte birkag¢ yoldaki
farkl1 genetik degisimlerin birka¢ yol {izerindeki etkisine siklikla rastlanmaktadir
(Hanahan vd 2000). Raf genlerinin aktivasyonunda gorev alan Ras genleri kendi
baslarina tumorigenezi indiiklemezler ama onkogenlerin birlikte c¢alismasi veya
transforme olmus hiicrelerdeki p53 ve/veya pl6'nin inaktivasyonunu saglarlar
(Weinberg vd 1989). Bu durumda melanositik proliferasyonda MAPK sinyal yolunun

farkli komponentlerle aktivasyonunu gostermektedir (Palmedo vd 2004).

Insan kanserlerinde siklikla saptanan RAS mutasyonu, RAS/RAF/ekstraseliiler
sinyal-diizenleyici kinaz-mitogen-aktive protein kinaz /ekstraseliiler sinyal-diizenleyici
kinaz/mitogen-aktive protein kinaz yolunu aktive eder (Chan vd 2002). RAS gen
ailesinin, ¢esitli genleri melanositik lezyonlarda mutasyonlu olarak bulunmustur
(Herlyn ve Salyamoorthy 1996). Ras/Raf/MEK/ERK yolu, biiyiime sinyallerin
kontroliinde, hiicrenin hayatta kalmasinda ve invazyonda gorev yapan major bir yoldur.
Melanomlarda RAS ve BRAF'in her ikisinde de aktive mutasyonlarin varlii
bilinmektedir, bu da bu tiimdrlerin onkogenik isleyisinde alt efektér ERK'in major bir
rol oynadigim1 akla getirmektedir (Smalley 2003). RAS mutasyonlari, primer
melanomlularin yaklasik %25'inde ve konjenital melanositik neviisliilerin %50 sinde

tespit edilmistir (Papp vd 1999).

Son caligmalar, neviislerde ve ayni1 sekilde melanomalarda RAS-RAF-MEK-ERK-
MAP-kinaz yolundaki genlerde olusan aktive edici mutasyonlarinin neviis ve melanom
olusumuyla iligkili oldugunu gostermistir (Maldonado vd 2004). MAP kinaz yolunun
aktivasyonunun melanosit transformasyonuyla ortaya c¢iktig1r iligkilendirilse de,

melanoma gelisimi i¢in zorunlu degildir (Maldonado vd 2004).

BRAF genindeki mutasyonlar, benign ve malignant melanositik lezyonlarda bulunur
ve bunlarin %90 1ndan fazlasinda da ekzon 15°deki V599E mutasyonu bulunmaktadir.
Bu mutasyon, aktif kinaz fonksiyonu i¢ceren durumlarda meydana gelir (Brose vd 2002,

Loewe 2004).



BRAF V599E mutasyonu, melanomalarin kisa siireli kiiltiirlerinde tanimlanmistir.

Bu mutasyonun somatik oldugu diisiiniilmektedir (Meyer vd 2003a, Meyer vd 2003b).

Cevresel ve genetik faktorler, melanomanin etiyolojisini etkiler ve ¢cok kuvvetli UV
radyasyonun deriyle asirt muamelesi melanoma olusumunda ¢ok onemli bir faktordiir
(Elwood vd 1997, Cohen vd 2004). UV radyasyon maruziyetini takiben melanositte
molekiiler degisimle invaziv melanomada hasarin en son noktaya ulagsmasi heniiz tam
olarak anlagilamamistir, ama bunun anlasilmasinda UV tarafindan olusturulan
mutasyonlar olan C-T ve CC-TT dimerleri anahtar 6neme sahiptir (Lang vd 2003). CC-
TT veya C-T degisimi, pirimidin dimer formasyonuyla iliskilidir, genellikle bu
degisimlerde de UV 1s1k etkisi bulunmaktadir. Ornegin non melanoma deri kanserinde

TP53 geninde bu durum vardir (Daya-Grosjean vd 1995, Zuo vd 1996, Rizos vd 1999).

Maldonada ve arkadaglar1 tarafindan son gilinlerde BRAF V599E mutasyonunun
olusumuyla gilinese maruz kalma arasinda bir iliskinin olamayacagina dair bir bilgi
verilse de, UV 15181n mutajen etkisi mutasyon olusumunda gozden kagirilmayacak bir

durum olarak degerlendirilmelidir (Maldonada vd 2003).

Son zamanlarda fare modellerinden saglanan epidemiyolojik kanitlar da, melanoma
gelisimi i¢cin UV 151k maruziyetinin 6nemine dikkat ¢ekerek, Glines maruziyetinin bir

risk faktor oldugunu diistindlirmektedir (Noonan vd 2001, Davies vd 2002).

Son giinlerde, melanomalar, kolorektal kanserler ve ovarian tiimdrlerinde BRAF
mutasyonunun bu sinyal yolunun aktivasyonu i¢in alternatif bir rota oldugu ve bu
timorlerde bulundugu rapor edilmistir (Chan vd 2002, Rajagopalan vd 2002, Singer vd
2003, Kimura vd 2003). Konjenital neviislerde BRAF mutasyonlarinin yaninda, NRAS
mutasyonlar1, Spitz neviisde de HRAS mutasyonlart bulunmustur (Carr ve Mackie

1994, Bastian vd 2000).

Pollock ve arkadaglari, son giinlerde BRAF aktive edici mutasyonlarinin
insidansinin nevi, konjenital, kazanilmis, karisik ve displastik igeren durumlarda
%70°den %88'e dogru degistigini rapor etmislerdir. Bu hipotezle beraber bu
mutasyonun  melanositik  neoplazinin  baglangic  basamaginda  gorildiigiinii

sOylemislerdir. Bununla birlikte, melanomanin erken evresinde BRAF mutasyonlarinin



bulundugu rapor edilmistir (Pollock vd 2002). Neviislerde BRAF aktivasyonu
melanositik neoplazilerin baglangicindaki erken ve kritik basamakta kendini
gostermektedir (Laud vd 2003). Mutasyonlarin tiimiinde kinaz domaininde ve neviis ve
primer melanomanin %80 ninde ve melanoma hiicre diizeninin %60 1nda ekzon 15" deki
bir hotspot tek degisiklik gosteren V599E'li mutasyonlar belirlenmistir (Davies vd
2002, Pollock vd 2002) Melanoma ve neviisdeki BRAF somatik yanlis anlamli
mutasyonlar BRAF geninin kinaz domainli ekzon 11 ve ekzon 15'inde belirlenmistir

(Davies vd 2002, Brose vd 2002, Laud vd 2003).

Bu bilgi, melanositik neoplazilerin baslangicindaki erken ve kritik asamada BRAF
aktivasyonunu gostermektedir. Buna gore, BRAF 1n melanomadaki hassas genlerden

biri oldugu diisiiniilmektedir (Laud vd 2003).

Melanoma tiplerinde BRAF mutasyonlarinin ¢ok sik oldugu ve epidemiyolojik
verilerde, aralikli giines muamelesinin kronik giines muamelesinden zit olarak bu
olayda patojenik bir rol oynadigr disiliniilmektedir. Bununla birlikte BRAF
mutasyonlart ve glines muamelesi arasindaki iliski karmasiktir (Holman vd 1986,
Elwood 1996, Bulliard 2000). Epidemiyolojik ¢alisma sonuglart benign kazanilmis
neviis ve displastik neviisiin yiiksek sayida olmasinin melanoma insidansinin yiiksek
sayida olmasmi akla getirir (Ackerman ve Mihara 1985, Armstrong 1996).
Melanomadaki mutasyonlarin yiiksek siklikta olmasi melanosit biyolojisinin daha ileri

safhasiyla alakal1 olabilir (Halaban vd 2000).



1.9. Hiicre Uyan Sistemleri, MAPK Sinyal Yolu ve ERK 1/2

Cok hiicreleri organizmalarda, hiicreler arasi bilgi ve iletisim, ¢ok sayida farkli
molekiille saglanir. Sinyal molekiilleri (ligand) olarak adlandirilan bu molekiiller uyari
olusturmak isteyen hiicre tarafindan tretilir. Ligand, reseptor olarak adlandirilan bir
proteine baglanarak istenen etkinin olugmasini saglar. Bu sinyal molekiilleri, uzak
bolgelerdeki hiicrelere sinyal tasidiklari gibi, hemen yakinindaki komsu hiicreye de
tagiyabilirler. Bu hiicre dis1 sinyaller hedef hiicrenin uzakligina bagli olarak 4 farkl
uyar1 mekanizmasi gosterir. Bunlar;

e Endokrin uyari
e Parakrin uyari
e Sinaptik uyari

e Otokrin uyari seklinde siniflandirilir.

Bu uyar sistemlerinden bagska biitiin prokaryotik ve 0karyotik hayvan hiicrelerinde
bulunan bir ikincil haberci olan cAMP hiicre i¢inde faaliyet gostererek hiicre ici
iletisimde etkili hale gelir. cAMP in bir hiicre i¢in haberci olarak faaliyet gosterebilmesi
icin, hiicre i¢i konsantrasyonunun (normalde <10~ M) artmasi veya azalmasi gerekir.
cAMP, hiicre zarina bagl bir enzim olan adenil siklaz tarafindan ATP den sentezlenir
ve devamli olarak cAMP fosfodiesteraz tarafindan adenozin 5 monofosfata (5 -AMP)
hidroliz edilir. Farkli hiicreler, hiicre i¢i cAMP seviyelerini degistiren dis uyarilara

farkli cevap verirler.

Hiicresel uyart, hiicre yiizey reseptorleri olarak; iyon kanallarina bagh reseptorler, G

proteinine bagli reseptorler ve enzime bagl reseptorler ile de gerceklestirilmektedir.

Enzime Bagli Hiicre Yiizey Reseptorleri Ile Uyari

Enzime bagli reseptorler, ligand baglanan kisimlari hiicre zarmin ekstraseliiler
ylizeyinde olacak sekilde zara yerlesmis transmembran proteinlerdir. Sitozolik bolgeleri
bir G proteini ile iliski kurma yerine ya bir intrinsik enzim aktivitesine sahiptir ya da

kendileri dogrudan bir enzim ile iliskilidirler. Genel olarak G proteinine baglh



reseptorler 7 transmembran segmente sahipken, katalitik reseptorler sadece 1 segmente

sahiptir.

Enzime bagli reseptdrlerin bilinen 5 sinifi vardir;

1) Guanil siklaz reseptorleri: Sitozolde cGMP olusumunu katalizlerler.

2) Tirozin kinaz reseptorleri: Hiicre ici uyar proteinlerinin kiigiik bir grubunun
tizerindeki 6zel tirozin rezidiileri fosforlarlar.

3) Tirozin kinazla birlesmis reseptorler: Tirozin kinaz aktivitesine sahip
proteinlerle birlesmislerdir.

4) Tirozin fosfotaz reseptorleri: Hiicre i¢i uyar1 proteinlerinin lizerindeki tirozin
rezidiilerden fosfat gruplarini uzaklagtirirlar.

5) Serin-treonin kinaz reseptorleri: Bazi hiicre i¢i proteinler iizerindeki serin

veya treonin rezidiileri fosforlarlar.

Kinazlar hiicre igerisinde degisik faaliyet yollar1 kullanarak uyarmin etkisinin
giiclenmesini ve cevabin olusmasini saglarlar. Bu faaliyet yollar1 arasinda; Ras faaliyet
yolu, MAPK sinyal yolu, cAMP ve CREB aktivasyonu, JAK-STAT faaliyet yolu

sayilabilir.

Ras Faalivet Yolu

Kinazlar igerisinde faaliyet yolu iyi bilinenlerden birisi sitozolik kinazlarin
aktivitesini saglayan reseptdr tirozin kinazlarca baglatilan yoldur. Hiicre zarindaki
reseptoriin otofosforilasyonu ve aktivasyonu, dogrudan veya dolayl olarak sitozolik bir
kinazin (6zellikle serin/treonin kinaz) SH2 boélgesi araciligiyla aktiflesmesini saglar.
Boylece aktiflesen kinaz bir baska kinazi aktiflestirerek olaylar serisinin devamini

saglar.

Faaliyet yolundaki bilesenler arasindaki iligki, bu yolda gdérev yapan bir bilesenin
diger bir bilesenin faaliyeti iizerine olan etkisi arastirilarak agiklanmistir. Kinazlarin bu
faaliyet yolu birka¢ farkli yapida incelenmistir. Ornegin; bu faaliyet yolu D.

Melanogaster'de gdz gelisimi, C. Elegans'da vulval gelisime etki etmektedir. incelenen



orneklerde faaliyet yolu degisik sekillerde aktive olmakta ve bu aktivasyonun sonucu da

farkli olmaktadir.

Ras faaliyet yolundaki bilesenlerin bazilari memeli canlilarda onkogenlerle iligkili
olup bu yolun aktivasyonundaki sapmalar genellikle tiimor gelisimine neden olur.
Memeli hiicrelerinde bu faaliyet yolu genellikle EGF veya PDGF reseptorii gibi bir
tirozin kinaz reeptoriiniin aktivasyonuyla baslar. Reseptor bir adaptoér protein
araciligiyla Ras faaliyet yolunu aktive eder. Ras'in aktivasyonu, Raf Serin /Treonin
kinazin aktivasyonunu, o da MEK ( daha 6nce adlandirildig: sekliyle MAP kinaz kinaz=
mitojen activated protein kinase kinase)'i aktive eder. MEK de bir MAP kinaz1 fosforlar

ve aktiflestirir (sekil 1.5 ve sekil 1.6).
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Sekil 1.5 Raf-1 Aktivasyon Modeli (Mercer ve Pritchard 2003).



kinazlarin
aktivasyonu

Sekil 1.6 B-Raf Aktivasyon Modeli (Mercer ve Pritchard 2003).

JAK-STAT Sinvyal Yolu

JAK-STAT faaliyet yolu birkag sitokin reseptorii tarafindan aktive edilmektedir. Bu
reseptorler intrinsik kinaz aktivitesine sahip degildir. Bununla beraber sitokinlerin
(interlokin 2, eritropoietin gibi) bu reseptorlere baglanmasi, reseptorlerin
dimerlesmesine neden olur. Dimerlesen reseptdr JAK kinaz ile iliski kurar ve JAK
kinazin aktiflesmesini saglar. JAK kinaz (Janus kinaz), bir nonreseptor tirozin kinaz
olup molekiiliinde 2 kinaz bolgesi bulunur. Aktiflesmis (dimerlesmis) sitokin reseptorii
ile JAK kinaz arasindaki iligkinin etkisi, ligand tarafindan olusturulan tirozin kinaz
reseptor dimerizasyonu ile ayni sonucu lretir. Aralarindaki fark reseptér ve kinaz
aktivitesinin ayni protein yerine farkli proteinler {izerinde olmasidir. JAK kinazlarin ana
substrati1 STAT (Signal Transducer and Activator of Transcriptase) olarak adlandirilan
tirozin kinazlardir. STAT, proteinleri SH2 bolgesi igeren transkripsiyon faktorlerinin bir
familyasidir. STAT proteinler, uyarilmamis hiicrelerde sitozolde yer alir ve inaktif
haldedir. Sitokin reseptoriiniin uyarilmasi ile JAK kinazlar aktiflesir. JAK kinaz hiicre

zarinda reseptorle birlesmis durumdayken fosforlanir. Aktiflesmis (dimerlesmis)



reseptorle bir ¢ift JAK kinaz birlesir. Reseptorle birlesmis ve aktif hale gelmis JAK
kinaz cifti, kendileri ile temas kuran STAT proteinlerinin dimerlesmelerine (bir araya
gelmelerine) neden olur. Bu dimerlesen STAT proteinler daha sonra bu halde nukleusa

gecerek hedef genin transkripsiyonunu baslatir.

MAP Kinaz Sinyal Yolu

Sinyal iletimi uyarilara farkli cevaplar olugsmasini saglar. Bu farklilik ya farkl
faaliyet yollarini aktiflestirerek ya da ayni faaliyet yolunu farkli siddette aktiflestirerek
saglanir. MAPK sinyal yolunda farkli kinazlarin isin i¢ine girdigi bir ¢ok yol vardir.

MAP kinazlar, “Mitojen-aktive protein kinazlar” siliper ailesinde yer alirlar.
Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre membranindan
cekirdege bilgi aktarilmasinda ¢ok Onem tasimaktadir. Bu sinyal iletimi kaskadlari,
embriyogenezis, yasama, ¢ogalma, diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin

diizenlenmesinde rol alir. MAP kinazlar {i¢ ana gruba ayrilir (Bakiniz Ek 1.14).

Extraseliiler signal regulated kinase (ERK) ailesi
P38 MAP kinaz ailesi
C-Jun NH2- terminal kinase (JNK) ailesi

Bir tirozin kinaz reseptdriiniin aktivasyonu kendi kendine birkag¢ faaliyet yolunu
aktiflestirebilir. Farkli faaliyet yollarinin etkilerinin iist iiste binmesi MAP kinazlarin
aktivasyonunu baglatan farkli uyar: sinyalleri ile gosterilmistir. Bunlar igerisinde en iyi
tanimlamig olan Ras aktivasyonunu igceren MAP kinaz faaliyet yoludur. Bu faaliyet
yolunda Ras'dan sonraki bilesen Raf dir (bir sitozolik Ser/Thr kinazdir.). Ras ile Raf
ayni faaliyet yolu {lizerinde yer alir. Ciinki her ikisine de faaliyet yolunda daha sonraki
bir asamada gorev yapan bir proteinin (6rnegin MAP kinaz) fosforlanmasi i¢in ihtiyag
duyulur. Ras hiicre dis1 liganda (uyar1 molekiilii) cevap olarak Raf'1 aktiflestirir. Raf
dogrudan MEK'in iizerindeki 2 serin rezidiiyii fosforlayarak MEK'in aktiflesmesini
saglar. MEK, cift etkili bir enzim olup hem treonini hem de tirozini fosforlamaktadir
(Dent vd 1992, Crevs vd 1992). MEK'in bu faaliyet yolundaki hedefi de ERK MAP
kinazdir (Giines 2003).



MAP kinazlar birka¢ sekilde faaliyet gosterir. Baska kinazlar1 aktiflestirip degisik
yollarin aktiflesmesini sagladiklar1 gibi bazit MAP kinazlar dogrudan nukleusa gecgerek
etkilerini olustururlar. Klasik yolda ERK1 ve ERK2, MEK"in hedefidir.

MAP kinaz faaliyet yolunda MEK (MAK kinaz kinaz) birlesme noktasidir. Ras
Raf'1 aktive eder. Raf da MEK'1 aktiflestirir. MEK'1 aktiflestiren diger bir kinaz bir G
proteini tarafindan aktiflestirilen MEKK (MEK Kinaz)'dir. Bu da MAP kinaz faaliyet
yolunun 2 tip hiicre ylizey uyart tipi tarafindan aktiflestirildigini gosterir. Bu hiicre
ylizey uyar tipleri; tirozin kinaz reseptOriiniin uyarilmasi ve bir G proteinini

aktiflestiren bir hiicre ylizey reseptdriiniin uyarilmasidir (Giines 2003).

Ras/Raf/MEK/ERK Sinval Yolu ve Kanser

Hormonlar, biiylime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve tiimér promoter
maddeler bu sinyal yolunu kullanirlar.

Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baglar ve sirastyla Raf (= MAPKKK), MEK (=
MAPKK) ve ERK (= MAPK) proteinleri ile kinaz kaskadi ilerler .

Hiicresel proliferasyon, farklilasma ve Sliimiinde genlerin kompleks biitiinliigiiyle
organ ve dokularin biitiinliigii saglanir. Kanserler, mutasyonlarin ortaya ¢ikmasinda
anahtar rol oynayan genlerin bu kompleks biitiinliigiiniin bozulmasi ile meydana gelir.

(Pollock vd 2002)

Ras ve Raf protoonkogendir. Protoonkogen olan Ras proteinlerinin aktif hale
gelmesi ic¢in translasyon sonrasi modifikasyondan (farnezilasyon) sonra membrana
yerlesmesi gerekir.

Aktive olan Ras proteinleri Raf kinazlara yiiksek afinite ile baglanirlar ve Raf
kinazlarin hiicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglarlar (Smalley ve Eisen
2000). Insan tiimérlerinin %30’unda Ras/Raf/MEK/ ERK yolunun (sekil 1.7) asiri
aktivasyonu soz konusudur. Bu oran tiimorlerdeki Ras mutasyonu sikligr ile
uyumludur. Mutant Ras proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalirlar; bu nedenle,

hiicrenin kontrolsiiz uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar (Cobb 1999, Kolch 2000).
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Sekil 1.7 RAS/RAF/ERK/MAP Kinaz Sinyal Yolu

Ras/Raf/MAPK sinyal yolu, ekstraseliiler mitojenik sinyallere yanit olarak hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde molekiillerin membran-nukleus sinyal kaskadinda
kullanilir. Bu yol melanomanin gelisiminde 6nemli rol oynar (Peyssonnaux ve Eychene
2001, Alsina vd 2003). Aktif hale gelmis MAPK sinyal yolunda, reseptdr tirozin
kinazlar ve G-protein-coupled reseptorler, melanosit proliferasyonunda rol alirlar
(Busca vd 2000, Halaban 2000). Davies ve arkadaslari, son giinlerde, melanomlarin
MAPK sinyal yolunun yapisal aktivasyonunda BRAF daki mutasyonun varligini rapor
etmislerdir (Davies vd 2002).

Melanomanin onkogenik isleyisini i¢ine alan Ras/Raf/MEK/ERK yolun aktivasyonu
viicutta melanoma gelisiminin kamiti oldugunu akla getirebilir. in-vitro ¢alismalar,
melanoma hiicre dizinlerinde ve tiimor dokularinda ERK aktivitesinin yiiksek bir oranda
meydana geldigini gostermistir (Smalley ve Eisen 2000, Kortylewski vd 2001, Smalley
ve Eisen 2002, Ge vd 2002, Satyamoorthy vd 2003).

Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz ERKI1 ve ERK2 (tirozin/treonin)
fosforlayarak tirozin/treonine dondiiriir (Kyriakis vd 1992). Aktivasyonda, ERK'ler
diger stoplazmik hedefleri fosforlarlar veya cekirdege go¢ ederler (Lenormand vd
1993). Cekirdekte ERK'ler c-Fos, Elk-1 gibi transkripsiyon faktorlerini fosforlayarak
aktive ederler (Treisman 1994). MAP kinaz yolunun aberrant aktivasyonu kanser

hiicrelerinin patolojik isleyisiyle ve gelisimiyle iligkilidir. Ras, Raf ve MEK'in aktive



olmus mutasyonu in-vitro ortamda fibroblastlarin onkogenik olarak transforme

olmasina neden olur (Cowley vd 1994, Mansour vd 1994).

Melanomlardaki yiiksek yapisal ERK kinaz aktivitesi MAP kinaz yolunun {ist
bilesenlerinde meydana gelen mutasyonlarin sonucunda ¢ok fazla goriilmektedir. Aktive
Ras mutasyonlar1 biitiin kanserlerin %25 inde bulunmustur (Bos 1989), pankreas ve
kolon kanseri gibi kanserlerde, bu oran %50-%90 arasinda degismektedir. Ras
mutasyonlart melanomlarin %9-%15"inde tanimlamistir (Carr ve Mackie 1994, van
Elsas vd 1995, Tsao vd 2000, Davies vd 2002) . Ras mutasyonlarinin bir ¢ogu N-Ras'in
kodon 61'inde K-Ras ve H-Ras mutasyonlariyla beraber nispeten ayni sikliktadir (van
Elsas vd 1995, Carr ve Mackie 1994, Padua vd 1984). Bununla birlikte, Ras’a ek olarak
Raf-ailesi proteinleri ayrica insan kanserlerinde aday onkogenlerdir (Storm ve Rapp

1993).

RAS/RAF/MAPK sinyal yolunun yeniden diizenlenmesi melanositik neoplazide
erken evreyi akla getirmektedir (Gill vd 2004). ERK larin regiilasyonu bu kanserlerin
gelisiminde 6nemli bir yardimei faktordiir (Mercer ve Pritchard 2003). ERK1 ve ERK?2,
RAS-RAF-MEK-ERK-MAP kinaz yolunun alt bilesen efektorii olarak gorev yaparak
(Muneer 2002, Satyamoorthy vd 2003), nukleus ve/veya sitoplazmada ikili fosforile
sekliyle (ERK 1/2'nin varliginda 1/2 hedeflerinin goreceli boyanmasi) melanomdaki

ERK 1/2 hedefleri hakkinda 6dnemli bir ipucu vermektedir .



1.10 Hiicre Dongiisii ve Kontrolii

Hiicre dongiisiiniin kontroliiniin G1/S gegis ve G2/M gecis noktalarinin yakininda
yapildig1 bilinmektedir. Her iki noktada dongiiniin ilerlemesine veya durmasina karar
verilmektedir. Bu kararlarin verilmesinin kontrolii, iki siif protein tarafindan
yapilmaktadir; birincisi, protein kinazlar olarak bilinen enzimlerdir ve bu enzimler
hedef proteinleri secip fosforile ederler. Hiicrelerde ¢ok sayida, farkli protein kinazlar
olmasina karsin, bunlardan sadece birkaginin hiicre dongiisliniin kontroliinde goérev
yaptig1 bilinmektedir. Ikinci grup proteinler ise siklinlerdir. Siklinler hiicre dongiisiiniin
islerligini kontrol ederler. Siklinler ilk kez, gelismekte olan omurgasiz embriyolarinda
tanimlanmistir. Hiicre dongiistinlin farkli evrelerinde ayni zamanda sentezlenip ayni
zamanda yikilabilen bir model olusturmaktadir. Kinazlarin ve siklinlerin birbiriyle
etkilesimi sonucu hiicrenin hiicre dongiisline girisini diizenleyen bir kontrol molekiilii

uretilmektedir.

Kromatinin kromozom olusturmak i¢in yogunlagsmasi, ¢cekirdek zarinin parcalanmasi
ve hiicre iskeletinin yeniden organizasyonu gibi pek ¢ok olay G2 evresinden mitoza (M)
girisi simgeler. Bu gecisin 6nde gelen olaylar1 aktif CDK1/siklin B kompleksinin

olusumuyla kontrol edilir ve diizenlenir.

Hiicre dongiisiinde diger bir denetim merkezi M kontrol noktasidir. M kontrol
noktasi ile baglantili olan proteinler ig ipliklerinin olusumu ve bunlarin kromozom
sentromellerinin kinetekoruyla yaptigt baglanmay1 engelleyerek hiicrelerin anafaza
girigini inhibe eder. Pek ¢ok sayida kinaz enzimi ve diger proteinler ig ipliklerini

kuruldugu bu kontrol noktasinda ise karisir (Klug ve Cummings 2003).

Hiicre dongiisii  kontroliiniin  herhangi bir basamakta bozulmasini saglayan
mutasyonlar kansere neden olan genlerin ¢alisilmasinda 6nemlidir. Ornegin; kinazlari
ya da siklinleri kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar hiicrelerin malignant
transformasyonun gelisiminde dnemli olabilir. Bulgular, G1 kontrol noktasinin pek ¢cok
kanserde hatali oldugunu gdstermektedir. Bu yiizden mutant G1 siklinler ve kinazlar

kanser gelistirici genlerin en iyi adaylardir.



Normal fonksiyonu hiicre fonksiyonunu tesvik etmek olan genler, proto-onkogenler
olarak adlandirilir. Bu genler ifade edildiginde hiicre boliinmesini tesvik ederler. Hiicre
boliinmesinin diizenlenmesi i¢in bu genler ve/veya bu gen firiinleri inaktiflestirilmis
olmahdir. Eger proto-onkogenler siirekli calisir halde gelirse kontrolsiiz hiicre
boliinmesine neden olur, bu da tiimér olusumuna Onciliik eder. Proto-onkogen
mutasyonlarinin bir sonucu olarak bdyle bir durum olustugunda bu genlere onkogenler
adi verilir; ¢linkii bu genler kanserle iliskili olarak bu genler hiicre ¢ogalmasi uyarirlar.
Kanser gelisimini uyarmak icin bir genin her iki allelinde de mutasyon olmasinin
gerektigi tiimor baskilayici genlerin tersine, malignansinin indiiklenmesi igin bir proto-
onkogenin iki kopyasmin sadece birinde mutasyon olmasi gereklidir. Proto-
onkogenlerin  onkogenlere nasil  doniistiiriildiigini en az {ic mekanizma
aciklayabilmektedir: Nokta mutasyonlari, translokasyonlar, asir1 gen ifadesi. Bunlarin
bazilar1 viriisler araciligiyla olmasina ragmen, digerleri, retroviriislerin yoklugunda

hiicre i¢i olaylar tarafindan gerceklesir (Klug ve Cummings 2003).

P53 (protoonkogen) normalde tiimor baskilayici bir gen olarak, hiicrelerin hiicre
dongiisiiniin G1°den S fazina gecisini kontrol eder. P53 mutasyonlar1 meme, akciger,
mesane ve kolon kanserini igeren pek ¢ok kanser ¢esidinde bulunmustur. Tiim kanser
olgularinin yarisim1 p53 genindeki mutasyonlarla iliskili oldugu tahmin edilmektedir
(Edmunds vd 2002). Hiicre dongiisiiniin kontroliinde P53 geninin esas rolii kanser ve
hiicre dongiisiiyle, kanser ve hiicre biiylimesini diizenleyen genler arasindaki iliskilerin

Onemini ortaya koymaktadir.

Tiim bu bilgiler 1518inda nevils olgularinda BRAF gen mutasyonunu incelerken
sadece mutasyon olusumunu ve onun diger organ ve dokulara etkisini tek bir faktor
etkisinde diisiinmeyip ¢esitli faktorlerinde bu mutasyonun ortaya ¢ikmasinda bir etken
olabilecegini unutmamak gerekir. Keza bu faktorler UV 151k muamelesiyle

tetiklenebilecegi gibi, genetik bir takim degisimlerinde etkisiyle olusabilmektedir.

Bu tez g¢alismasi, UV maruziyeti varliginda ve yoklugunda ortaya ¢ikan neviis

olgularindaki BRAF geni V599E mutasyonunu arastirmak amaciyla yapilmistir.



2. MATERYAL ve METOT

2.1 Ornekler

Pamukkale Universitesi Patoloji AD'na 2000-2005 yillar1 arasinda tan1 alma amaci
ile gelen toplam 30 parafine gomiilmiis neviis 6rnegi calisma kapsamina alindi. Bu
olgular giines goren, gilines gormeyen olarak iki gruba ayrilarak incelemesi yapildi.
Toplam 30 olgunun 5 tanesi erkek, 25 tanesi kadindi. Olgular arasindaki yas dagilimi
14-57 arasinda degismektedir. (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 Olgularin yas ve cinsiyet dagilimi.

Olgular Cinsiyet Yas
1 K 26
2 E 21
3 K 44
4 K 30
5 K 24
6 K 34
7 E 57
8 K 44
9 K 48
10 K 48
11 K 14
12 K 34
13 K 27
14 E 55
15 K 22
16 K 49
17 K 24
18 K 24
19 K 24

20 K 28
21 K ?

22 K 15
23 K 51
24 E ?

25 K 50
26 K 49
27 K 37
28 E 33
29 K 19
30 K 14




Bu olgulardan histolojik olarak; 5 tane konjenital neviis, 13 tane intradermal neviis,
5 tane kompound neviis, 6 tane dermal neviis ve 1 tane jonksiyonel neviis olarak tani
almistir (Tablo 2.2). Olgulardaki neviis lokalizasyonlarina bakildiginda; interscapuler
bolge sirt derisi, sirt, yliz, mons pubis derisi, yanak cildi, sa¢li deri, burun, alin, ense,
boyun, umblikus laterali, sol aksilla, sag crista iliaca derisi, vulva-vagina, sol scapula i¢
kismi, karin Ornekler arasinda yer almaktadir (Tablo 2.2). Bu oOrnekler disinda

melanoma hiicre dizini, pozitif kontrol olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

Tablo 2.2 Olgulardaki neviis histolojisi ve lokalizasyonlar1

Olgular Histoloji Lokalizasyon
1 Konjenital neviis Inter scapuler bolge, sirt derisi
2 Konjenital neviis Sirt
3 Intradermal neviis Yiiz, yiiz derisi
4 i . C/S Abdominal sirasinda insizyon yerinin
ntradermal neviis e N . .
inferiorundan neviis eksizyonu, deri
5 Intradermal neviis Mons pubis derisi
6 Intradermal neviis Yanaktan alinan neviis, yanak cildi
7 Intradermal neviis, Kompound neviis Sagli deri, yiiz derisi
8 Intradermal neviis Yiiz, yiiz derisi
9 Dermal nevis Burun kanadi, alin
10 Dermal nevis Burun kanadi, alin
11 Kompound neviis Ense
12 Dermal neviis Yiiz derisi
13 Intradermal neviis Yiiz derisi
14 Intradermal neviis Alin ve boyun kayitli materyal
15 Dermal neviis Alin
16 Intradermal neviis Yiiz kodlu materyal
17 Intradermal neviis Yiiz, Yiizeyel cilt-cilt alt1 biyopsi materyali
18 Intradermal neviis Yiiz, Yiizeyel cilt-cilt alt1 biyopsi materyali
19 Intradermal neviis Yiiz, Yiizeyel cilt-cilt alt1 biyopsi materyali
20 Kompound neviis Umblikus laterali
21 Kompound neviis Sol aksilla
22 Melanositik dermal neviis Sag cri.sta illiaca derisi ﬁ%erinde
hiperpigmente papiil
23 Dermal neviis Vulva-vajina
24 intradermal neviis . Sol scap}.lla if? kisminda simirlart net i
secilemeyen iizerinde 2-3 adet kil olan neviis
25 Junctional neviis Yaklagik 10 yildir mevcut olan sirttaki
lezyon
26 Intradermal neviis Karimn kodlu materyal
27 Konjenital neviis Sag burun kenari, sag kulak alt:
28 Konjenital neviis Alin
29 Konjenital intradermal neviis Sirt derisi
30 Kompound neviis Karin




2.2. DNA izolasyonu

Parafine gomiilii neviis 6rneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirildi. Bunun igin,

5 mikronluk kesitlerden her 6rnek icin 1,5 ml’lik ependorf tiipiine 3 kesit kondu.

Kesitlerden parafini uzaklagtirmak icin; 50 C*de ksilenle muamele edildi. Daha sonra,

alkol serilerinden gecirilerek ksilen dokulardan uzaklastirildi. Bu islemlerden sonra,

Qiagen DNA Tissue Mini Kit (katalog no: 51106) protokolii kullanilarak dokudan DNA

izolasyonu yapildi.

Parafine Gomuli Dokudan DNA izolasyonu

Parafine GOmiili Dokudan DNA izolasyonunda uygulanan asamalar asagida

maddeler halinde verilmistir;

1)
2)

3)
4)
5)

6)
7)
8)
9)

Parafine gdmiilii dokudan 5 mikronluk kesitler alind1 ve 1,5 ml'lik tiipe konuldu.
1200 pl ksilen eklendi ve kisa karigtirma yapilarak bir gece (16 saat) 50 °C'de
inkiibe edildi.

Oda sicakliginda 5 dakika tam devirde (13 000 rpm) santrifiij yapildi.

Pipetle supernatant kismi atild1 (pellet kismina dokunulmaz).

1200 pl etanol eklendi (%96-100). Kisa karistirma yaparak ksilenin uzaklagmasi
saglandi. (Karistirma 5-10 dakika aralarla yapilarak etanolun doku igine daha iyi
girmesi sagland).

Oda sicakhiginda (15-25 °C), 5 dakika tam devirde santrifiij yapildi.

Pipetle etanol iistten atild1 ve pellet kisma dokunulmadi.

Etanolle yikama 5-7 kez tekrarlandi.

Etanolun evapore olmasi i¢in mikrosantirfiij tiipleri, 10-15 dakika 37 °C'lik etiivde

kapaklar1 agik sekilde inkiibasyona birakildi.

10) Doku pelletinin tistiine 180 pl Buffer ATL eklendi.

11)20 pul Proteinaz K eklenerek karistirildi, (gerekirse kisa santrifiij yapildi) doku

tamamen lize olana kadar 56 °C'de 1 saat-1 gece inkiibe edildi.

12) Ornege 200 pul Buffer AL eklendi ve 15 saniye boyunca siirekli karistirildi ve 70

°C"de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1, kisa santrifiij yapildi.

13) Ornege 200 pl etanol (%96-100) eklendi ve 15 saniye boyunca siirekli karigtirild.

Iyice homojenize olduktan sonra, kisa santrifiij yapildi.



14) Ornek (presipitat: icerecek sekilde) dikkatli bir bigimde 2 ml toplama tiipii i¢indeki
koluma, kenarimi 1slatmaksizin, dikkatli bir bigimde aktarildi. Tiiplin kapagi
kapatildi ve 8 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Kolum, temiz bir 2 ml toplama
tiipiine yerlestirildi ve filtrat iceren tiip atildi.

15)Kolum dikkatlice agildi ve kenarmna degdirmeden 500 ul Buffer AW1 eklendi.
Kapagi kapatildi ve 8 000 rpm’'de 3 dakika santrifiij edildi. Kolum temiz bir 2 ml
toplama tiipline yerlestirildi ve filtrat iceren toplama tiipii atildu.

16) Kolum dikkatlice agildi ve kenarina degdirmeden 500 pl Buffer AW2 eklendi.
Kapagi kapatildi ve yiiksek devirde, 13 000 rpm°de 5 dakika santrifiij edildi.

17) Kolum temiz bir 1,5 ml ependorf tiipiine yerlestirildi ve filtrat igeren toplama tiipii
atildi. Kolum dikkatlice acildi ve 200 pl Buffer AE veya distile su eklendi. Oda
1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi ve 8 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.



2.3. Spektrofotometrik Ol¢iim

DNA izolasyonu yapilan Orneklerin,

1/100

sulandirma

ile

“Eppendorf

BioPhotometer” spektrofotometre cihazi ile spektrofotometrik Olgiimleri yapilmistir.

Sonuglar tablo 2.3 de verilmistir.

Tablo 2.3 DNA 06rneklerinin spektrofotometrik dl¢timleri

ORNEKLER ng/pl 260/280 A° | 260 A° 280 A°
1 0.53 pg/ul 1,74 0,105 0,060
2 0.49 pg/ul 1,74 0.098 0,056
3 0.47 pg/ul 1,74 0,096 0,055
4 0.49 pg/ul 1,74 0,099 0,057
5 0.57 pug/ul 1,76 0,115 0,065
6 0.47 pg/ul 1,71 0,095 0,055
7 0.48 pg/ul 1,73 0,096 0,056
8 0.49 pg/ul 1,75 0,098 0,056
9 0.48 pg/ul 1,77 0,097 0,055
10 0.68 pg/ul 1,72 0,137 0,079
11 0.45 pg/ul 1,72 0,090 0,052
12 0.54 pg/ul 1,76 0,107 0,061
13 0.50 pg/ul 1,75 0,100 0,057
14 0.46 pg/ul 1,75 0,093 0,053
15 0.79 pg/ul 1,64 0,158 0,096
16 0.56 pg/ul 1,78 0,098 0,055
17 0.56 pg/ul 1,75 0,111 0,064
18 0.45 pg/ul 1,73 0,090 0,052
19 0.49 pg/ul 1,77 0,098 0,056
20 0.36 png/ul 1,87 0,071 0,038
21 0.42 pg/ul 1,74 0,084 0,049
22 0.45 pg/ul 1,71 0,089 0,052
23 0.55 pg/ul 1,64 0,094 0,058
24 0.45 pg/ul 1,78 0,089 0,050
25 0.48 pg/ul 1,58 0,095 0,060
26 0.44 pg/ul 1,72 0,089 0,051
27 0.39 pg/ul 1,71 0,077 0,045
28 0.51 pg/ul 1,72 0,102 0,059
29 0.39 pg/ul 1,89 0,079 0,042
30 0.45 pg/ul 1,77 0,091 0,051

Pozitif kontrol 0.47 pg/ul 1,75 0,095 0,054




2.4. Mutasyon Analizi-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

BRAF genin 15. ekzonundaki 599. kodonu igceren DNA pargasint ¢ogaltmak
amaciyla Kademeli (Step-Down) PZR uygulandi. Kademeli PZRda BRAF genin 15.

ekzonundaki 599. kodonunu ¢ogaltmak amaciyla tasarlanan primerler;

Ileri dizi (Forward) primeri;
5-TCA TAA TGC TTG CTC TGA TAG GA-3
Geri dizi (Reverse) primeri,

5-GGC CAA AAA TTT AAT CAG TGG A-3 seklindedir.

PZR reaksiyonu ile ilgili DNA parcasinin ¢ogaltilmasinda; 25 pl HotStar Tag PZR
Karigimi (2.5 iinite HotStar Tag DNA polimeraz,1.5 mM MgCl, 200 uM dNTP,
katalog no # 203445) 2 ul BRAF primer karisimi, 10 pl HO ve 20 ul DNA kullanildi.

Kademeli PZR amplifikasyonunda kullanilan PZR dongli basamaklar1 asagida

verilmistir;

Enzim Aktivasyonu; 95 C*'de 15 dakika

PZR Reaksiyonu;

95 C*de 2 dakika, 1 dongii On Denatiirasyon

95 C*de 1 dakika Denatiirasyon,

59 C*'de 1 dakika Primer Egleme, 2 dongii
72 C*de 1 dakika Uzama,

95 C*de 1 dakika Denatiirasyon,
57 C*'de 1 dakika Primer Egleme, 2 dongii
72 C*de 1 dakika Uzama

95 C*de 1 dakika Denatiirasyon,
55 C*'de 1 dakika Primer Egleme, 40 dongii

72 C*de 1 dakika Uzama,

Son Uzama; 72 C°de 5 dakika seklindedir.



2.5. PZR Uriiniiniin Goriintiilenmesi

PZR reaksiyonu sonucu elde edilen PZR f{irlinlerinin goriintiileme islemi “Vilber
Lourmat” UV goriintiileme cihazi ile yapildi. PZR iirlinlerinin yiiklenecegi agaroz jel
%1°1ik olarak, 0.5 gram tartilan toz agarin 50 ml. 1x TAE solusyonunda ¢dziilmesiyle
hazirland1 (% 1.5'luk agaroz jel i¢in 0.75 gram toz agar 1x TAE solusyonunda
¢oziiliir). Hazirlanan toz agar-TAE c¢ozeltisi, 400 W'lik mikrodalga firinda 1sitilarak
hazir hale getirildikten sonra 2 pl etidyum bromid ile boyanmasi yapildi. Agaroz jelde
her bir kuyucuga 10 pl PZR dirini gelecek sekilde 6x (yaklasik 2 upl) yiikleme
tamponuyla yiikleme yapildi.

2.6. Dizi Analizi

DNA niikleotid dizi analizi, Otomatik Kapiler Jel Elektroforez cihazi ile (ABI
PRISM 310 Genetik Analizor Applied Biosystems, Foster City, USA) Iontek'te
(fontek A.S. Istanbul, Tiirkiye) saptanmustir.

Uygulanan yontemde, boya terminasyon isaretleme adi verilen bir metot
kullanilarak farkli bazlarda (A, G, T, C) sonlanan DNA sentez iiriinlerine florasan
Floresan isaretli boyalar1 uyarmak i¢in bir lazer, boyalarin yaydigi 15181 toplamak iginse
bir CCD kamera kullanilir. Bdylece, lazer uyariminin ardindan dort boya tarafindan
yayilan farkli dalga boylarindaki 11k tek kulvarda ayirdedilebilir. Floresan miktarlarinin

6l¢iilmesi ve yorumlanmasinin ardindan DNA 6rnegindeki baz dizisi saptanur.

2.7. Iimmunohistokimya

Toplam 30 olgu, Anti-ACTIVE® MAPK pAb Rabbit, (pTEpY) (katalog no:V8031,
Promega) antikoru kullanilarak immunohistokimyasal ydntemle boyandi. Anti-
ACTIVE® MAPK pAb, bir poliklonal tavsan antikorudur. Bu antikor, MAP kinaz
enzimlerinin aktif formuna uygunluk gdsteren ikili olarak fosforillenmis peptide karsi
affinite gosterir. Antikor 1/500 diliisyonda calisildi. Immunohistokimya ¢alismasinda

uygulanan protokol asagida verilmistir;



1) 30 ornege ait olan, 5 mikron kalinliginda lizinli lama alinan kesitler bir gece
boyunca 37 °C"de etiivde bekletildi.

2) Ertesi giin lamlar 67 °C'lik etiivde 1 saat kadar bekletildi.

3) Etiivden ¢ikan lamlar 1 saat ksilende bekletildikten sonra % 90, %80, %70,
%60 alkol serilerinden gecirildi ve su ile yikandi. (5-6 dakika akan cesme
altinda).

4) 600 W mikrodalga firinda, proteaz enzimi ile kaynatma islemi 2 %10 dakika
uyguland1 (Antijen ag18a ¢ikarma).

5) 2 x5 dakika PBS tampon soliisyonunda yikama yapildu.

6) Primer antikor damlatildi: 30 dakika.

7) 3x5 dakika PBS tampon soliisyonunda yikama yapildi.

8) Sekonder antikor damlatildi: 20 dakika.

9) 3x5 dakika PBS tampon soliisyonunda yikama yapildi.

10) Universal kit damlatildi: 20 dakika. 3x5 dakika PBS tampon soliisyonunda
yikama yapildi.

11) DAB kromojen damlatildi (her bir lama 200 pl damlatilir).

12) Anti-ACTIVE® MAPK pAb, Rabbit, (pTEpY) (katalog no:V8031, Promega)
antikoru, her bir lama 100 pl gelecek sekilde damlatilarak immunohistokimyasal
boyama Nexes Ventana Otoimmun cihazi ile yapildu.

13) Cihazdan ¢ikan lamlar distile suda 5 dakika yikandi. Haris hematoksilende 10
saniye tutuldu, suda yikandi.

14) Dehidratasyon: Toplam siire 8 dakika.

2 dakika %60

2 dakika %70

2 dakika %80

2 dakika %90

2 dakika %100

7) Ksilen 2 x10 dakika. Entellan ile lamel kapatildi.

Not: Konjugat olarak 1:1,000 sulandirma ile, Donkey Anti-Rabbit Cy®™3 kullamldi.

2.8 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, SPSS software package 10.0 kullanilarak drneklere student t-test

ve ki kare test uygulanarak yapilmistir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

Pamukkale Universitesi Patoloji AD na 2000-2005 yillar1 arasinda tan1 alma amact
ile gelen toplam 30 parafine gdmiilmiis neviis 6rneginden DNA izolasyonunu takiben,
BRAF genin 15. ekzonundaki V599E kodonunu igeren DNA pargasini ¢ogaltmak
amaciyla ilgili bolge i¢in tasarlanan primerler kullanilarak kademeli PZR uygulandi.
PZR amplifikasyonuyla ¢ogaltilan DNA parcasinin agaroz jel goriintiileri Sekil 3.1 ve
Sekil 3.2"de verilmistir.

450 6 n SO 0as1i] 2 12. 131415

TN G B 7 G S Bl s

Sekil 3.1 %1.5 luk agaroz jeldeki goriintii. M: Marker

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

.-------“------- - 224 be

ekil 3.2 %1 lik agaroz jeldeki goriintii.M: Marker
g

BRAF ekzon 15°deki GTG'den GAG'ye degisimi valin yerine glutamik asitin
kodlanmasina yol agan bir T1796A (V599E) yanlis anlamli mutasyonu dizi analizi ile
arastirildi. Toplam 30 olgunun yalnizca 5 tanesinde (%16,6) T1796A (V599E) yanls

anlamli mutasyon saptandi. BRAF mutasyon varligi ile olgularin yas ve cinsiyet



dagilimi1 Tablo 3.1°de, BRAF mutasyon varlig1 ve neviis histolojisi ve lokalizasyonlar1

Tablo 3.4’de Ozetlenmistir.

Tablo 3.1 BRAF mutasyon varlig1 ve olgularin yas ve cinsiyet dagilimi

Olgular BRAF Mutasyonu Cinsiyet Yas
1 - K 26
2 - E 21
3 - K 44
4 - K 30
5 + K 24
6 - K 34
7 - E 57
8 - K 44
9 + K 48
10 - K 48
11 - K 14
12 - K 34
13 - K 27
14 - E 55
15 - K 22
16 - K 49
17 - K 24
18 + K 24
19 - K 24

20 - K 28
21 - K ?

22 - K 15
23 - K 51
24 - E ?

25 + K 50
26 - K 49
27 - K 37
28 + E 33
29 - K 19
30 - K 14

BRAF Pozitif Kontrol +




Tablo 3.2 BRAF mutasyon varlig1 ve olgulardaki neviis histolojisi ve lokalizasyonlari

Kontrol

BRAF ERK 1/2 Niikleer
Olgular Mutasyonu Histoloji Lokalizasyon ve Stoplazmik
Boyanma
1 - Konjenital neviis Inter scapuler bolge, sirt derisi +
2 - Konjenital neviis Sirt
3 - Intradermal neviis Yiiz, yiiz derisi
C/S Abdominal sirasinda
4 - Intradermal neviis | insizyon yerinin inferiorundan +
neviis eksizyonu, deri
5 + Intradermal neviis Mons pubis derisi +
6 ) intradermal neviis Yanaktan ahngn 'neviis, yanak ;
cildi
7 - Ig?f;;ﬁ?é ?1:/32’ Sagli deri, yiiz derisi
8 - Intradermal neviis Yiiz, yiiz derisi ++
9 + Dermal neviis Burun kanadi, alin +
10 - Dermal neviis Burun kanadi, alin ++
11 - Kompound neviis Ense
12 - Dermal neviis Yiiz derisi
13 - Intradermal neviis Yiiz derisi
14 - Intradermal neviis | Alin ve boyun kayitli materyal ++
15 - Dermal neviis Alin
16 - Intradermal neviis Yiiz kodlu materyal
17 - [ntradermal neviis Yiiz, Yiizeyel cilt-cilt alt -+
biyopsi materyali
18 + Intradermal neviis Yiiz, Yiizeyel cilt-cilt alt +
biyopsi materyali
19 - Intradermal neviis Yiz, Yuze}/el 011‘[—011?[ altt +++, klonal
biyopsi materyali
20 - Kompound neviis Umblikus laterali +
21 - Kompound neviis Sol aksilla +
2 ) Melanositik dermal | Sag crista iliaca derisi lizerinde
neviis hiperpigmente papiil
23 - Dermal neviis Vulva-vajina
Sol scapula i¢ kisminda sinirlari
24 - Intradermal neviis net secilemeyen iizerinde 2-3 +
adet kil olan neviis
25 N Junctional neviis Yaklagik 10 yqdlr mevcut olan
sirttaki lezyon
26 - Intradermal neviis Karin kodlu materyal
27 - Konjenital neviis | Sag burun kenari, sag kulak alti ++
28 + Konjenital neviis Alin +
29 . _ Konjenital Surt derisi
intradermal neviis
30 - Kompound neviis Karin
BRAF
Pozitif +




BRAF ekzon 15°deki T-A degisimini belirleyebilmek icin yapilan dizi analizi

sonucu elektrogram goriintiileri sekil 3.3-sekil 3.9 arasinda verilmistir.

Gordntilenen Dosya : armsk5-BRAFFarward abl
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Sekil 3.3 BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonlu 5 numarali 6rnek. Daire igindeki alan

GAG degisimiyle sonuglanan kodonu gostermektedir.
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Sekil 3.4 BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonlu 9 numarali 6rnek. Daire i¢indeki alan

GAG degisimiyle sonuglanan kodonu gostermektedir.




Giriintilenen Dosya : omekl18-BRAFReverse.abl
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Sekil 3.5 BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonlu 18 numarali 6rnek. Daire i¢indeki alan

GAG degisimiyle sonuglanan kodonu gostermektedir
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Sekil 3.6 BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonlu 25 numarali 6rnek. Daire i¢indeki alan

GAG degisimiyle sonuglanan kodonu gostermektedir.




Girintilenen Dosya @ ormek25-8RAFFarward abl
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Sekil 3.7 BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonlu 28 numarali 6rnek. Daire i¢indeki alan

GAG degisimiyle sonuglanan kodonu gostermektedir.

Girintilenen Dosya : BRAFpozitfkontrol-BRAFFarward . 2bL
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Sekil 3.8 BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonu i¢in pozitif kontrol olan melanoma hiicre

dizinine ait dizi analizi elektrogram goriintiisii. Daire i¢cindeki alan GAG degisimiyle

sonuglanan kodonu gostermektedir.



|Giiriinl:ijl=n:n Dosya : ornekl-BRAFFarward .ab1

View  Oplions Help
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Sekil 3.9 BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonu olmayan 1 numarali 6rnek. Daire

icindeki alan GAG degisimiyle sonuglanan kodonu gostermektedir.

Orneklerin dizi analizi elektrogram sonuglarma ait diger sonuglar ekler kisminda
verilmistir.

Asagida mutasyon saptanan 6rneklere ait dizi analizleri verilmistir.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-5-FOR

gi]33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT 1740
gil4757867 62-2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT 1737
gilornek-5-for = mmmmmmmmm e AATGATCAGTTTCTTTCTTCTACCCTCA 28
* kK Kk k Kk * %

91133188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 1800
gil14757867_62-2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 1797
gilornek-5-for GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAG 88

KKK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A A A A A A A A A AR AR AR AKX Kk
gi]33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG 1860
gi14757867_62-2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG 1857
gilornek-5-for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG 148

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AKX KK KK
91133188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATARAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT 1920
gil4757867_62-2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT 1917
gilornek-5-for GTA--AGAATT-——--- GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCARA-—————— 193

* K KKKk K *x kK K * * * x * * KK R S

Sekil 3.10 5 numarali 6rnege ait dizi analizi. * Gri boyali alan T-A degisimini

gostermektedir.




CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-9-FOR

gi[33188458 62-2362
1740

gil4757867 62-2359
1737

gilornek

gi[33188458 62-2362
1800

gi|4757867 62-2359
1797

gi|ornek

gi[33188458 62-2362
1860
gil4757867 62-2359
1857

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

* *  x * * * KKK KKK

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

—ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAG

AR R RS S S S S EEEE SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS S I

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

33

92

Sekil 3.11 9 numarali 6rnege ait dizi analizi. * Gri boyali alan T-A degisimini

gostermektedir.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-18-REV

gi[33188458 62-2362
gil4757867 62-2359

gilornekl8rev

gi]33188458 62-2362
gil4757867_62-2359

gilornekl8rev

91133188458 62-2362
gil4757867_62-2359

gilornekl8rev

gi[33188458 62-2362
gil4757867 62-2359

gilornekl8rev

CTCCATATCATTGAGACCAAATTTGAGATGATCAAACTTATAGATATTGCACGACAGACT
CTCCATATCATTGAGACCARATTTGAGATGATCAAACTTATAGATATTGCACGACAGACT
———————————————————————————————————————————— TTTTTCATAATGCCNT

* KKk kK * *

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
GCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACGACCT----ATCA--

KKk Kk K *  x * * x *  x * x KKKk Kk * *

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCAC-AGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGT
AATATATTTCTTCATGAAGACCTCAC-AGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGT
GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACGAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAAG
hokkhkhkhk kA kK kkkkhkhhkhkhkhkhhhx KAKkkkhhhhhkhkhhhhkk k& &K Kk KKK Kkkk*
GAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGAT
GAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGAT

1680
1677
16

1740
1737
70

1799
1796
130

1859
1856

Sekil 3.12 18 numarali 6rnege ait dizi analizi. * Gri boyali alan T-A degisimini

gostermektedir.




CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-25-FOR

gi]33188458 62-2362
gil4757867_62-2359

gilornek25for

gi133188458 62-2362
gil4757867_62-2359

gilornek25for

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

KKKk Kk * * * R S * KKk Kk

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
—ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAG

R R R R R S I S R I R R I I I I I E I S E E E E h b E E h E h bk 3E b b b b 3 S

1740
1737
34

1800
1797
93

Sekil 3.13 25 numarali 6rnege ait dizi analizi. *Gri boyali alan T-A degisimini

gostermektedir.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-28-FOR

gi|33188458 62-2362
gi|4757867 62-2359
gilornek28for

gi|33188458 62-2362
gil4757867 62-2359

gilornek28for

gi133188458 62-2362
gil4757867_62-2359

gilornek28for

gi133188458 62-2362
gil4757867_62-2359

gilornek28for

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
——————————————————————— NNNNNGGATATGTTTCTTT-~~---CTTCTAACCT-~C

* * * * * kkx  Kx *

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
GATATATTTCTTC-TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAG

KAXKXKXKXKAKAKAKAKAAKX AXA AKX A AKX AKX A KA A A XA AKX A A AKX A XA XA XA XA XA XA XA XA XA XA XA XXX XA XA XA XA XXX %

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

R IRk kb b b b b b b b b b b b b h b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA--——-———

* X% * Kk Kk Kk *  kkx X * * * % * * Kk * * k%

1740
1737
30

1800
1797
89

1860
1857
149

1920
1917

Sekil 3.14 28 numarali 6rnege ait dizi analizi. * Gri boyali alan T-A degisimini

gostermektedir.




Ayni olgularda BRAF mutasyonunun varliginin, olast MAPK sinyal yolunun
aktivasyonunu aragtirmak amaciyla aktiflesmis olan ERK 1/2 pAb protein

ekspresyonuna immunohistokimyasal yontemle bakildi.

30 olgunun histopatolojik 6zelliklerine gore stoplazmik ERK 1/2 pAb boyanmasi
Tablo 3.3°de verilmistir. 30 6rnekten 20 tanesi ERK 1/2 pAb aktivasyonu a¢isindan
pozitif bulundu. Bu orneklerden 7 tanesinde (++) giiclii stoplazmik ERK 1/2 pAb
boyanmasi goriiliirken 13 tanesinde zayif (+) boyanma goriildii (Tablo3.3). ERK 1/2
pAb aktivasyonu agisindan pozitif boyanan 6rneklerden 13 tanesi giines goren bolgede

lokalize, 7 tanesi glines gérmeyen bolgede lokalize idi (Tablo3.3).

Tablo 3.3 Olgulardan alinan neviis lokalizasyonlar1 ve stoplazmik ERK 1/2 pozitifligi

Olgular Lokalizasyon Sﬁitﬁ)ll(aiﬁilljl;l;l;:fl;ea Cinsiyet Yas
1 Inter scapuler bdlge, sirt derisi + K 26
2 Sirt - E 21
3 Yiiz, yiiz derisi - K 44

C/S Abdominal sirasinda insizyon
4 yerinin inferiorundan neviis + K 30
eksizyonu, deri
5 Mons pubis derisi + K 24
6 Yanaktan alinan neviis, yanak cildi ++ K 34
7 Sacl deri, yiiz derisi - E 57
8 Yiiz, yiiz derisi ++ K 44
9 Burun kanadi, alin + K 48
10 Burun kanadi, alin ++ K 48
11 Ense + K 14
12 Yiiz derisi + K 34
13 Yiiz derisi - K 27
14 Al ve boyun kayitli materyal ++ E 55
15 Alin + K 22
16 Yiiz kodlu materyal + K 49
17 Yiiz, Yiizeyel cilt—cil.t alt1 biyopsi - K 24
materyali
18 Yiiz, Yiizeyel cilt-cil‘t alt1 biyopsi n K 24
materyali
19 Yiiz, Yiizeyel cilt—cil_t alt1 biyopsi +++, klonal K 24
materyali
20 Umblikus laterali + K 28
21 Sol aksilla + K ?
2 Sag cri'sta il.iaca derisi ii%erinde . K 15
hiperpigmente papiil
23 Vulva-vajina - K 51
Sol scapula i¢ kisminda sinirlari
24 net segilemeyen ilizerinde 2-3 adet + E ?
kil olan neviis
25 Yaklagik 10 y1¥d1r mevcut olan ) K 50
sirttaki lezyon
26 Karin kodlu materyal - K 49
27 Sag burun kenari, sag kulak alt1 ++ K 37
28 Alin + E 33
29 Sirt derisi - K 19
30 Ense ve karin kayitli materyaller - K 14




Literatirde BRAF pozitifligi siklikla ERK 1/2 pAb pozitifligi iliskilendirilse de
(Saldanha vd 2004), bizim ¢alismamizda BRAF mutasyonu pozitif olan hi¢bir olguda
ERK 1/2 pAb pozitifligi gii¢lii bir boyanma ile saptanmadi. Ancak mutasyon goriilen bir
olgunun bagska bir neviisiinde ERK 1/2 pAb pozitifligi gorildii. Dolayisiyla, BRAF
mutasyonu ile ERK 1/2 pAb ekspresyonu arasinda bir korelasyon saptanmadi. Buna
benzer sonuglar baska arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Uribe vd 2006). Ancak

kesin yorum yapmadan 6nce olgu sayist arttirilmalidir.

Asagida immunohistokimya ile ERK 1/2 pAb pozitifligi boyanma goriilen dokulara

ait goriintililer verilmistir.

a) b)

Sekil 3.15 Yanak cildinden alinan intradermal neviise ait stoplazmik ERK 1/2 pAb

pozitifligini gosteren goriintiiler. a) kiigiik biiyilitme b) biiyiik biiylitme.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Uribe+P%22%5BAuthor%5D

Sekil 3.16 Boyundan alinan intradermal neviise ait stoplazmik ERK 1/2 pAb
pozitifligini gosteren goriintiiler. a) kiigiik biiyilitme b) biiyiik biiylitme.

Sekil 3.17 Yiiz derisinden alinan intradermal neviise ait stoplazmik ERK 1/2 pAb

pozitifligini gosteren goriintiiler (Biiyiik daire igindeki alan klonal ERK 1/2 pAb
stoplazmik boyanmasini gostremektedir). a) kiigiik biiylitme b) biiyiik biiyiitme.

30 olguda BRAF T1796A (V599E) yanlis anlamli mutasyonu goriilen 5 olgunun yas
dagilimi 24-50 arasindadir. Bu dagilim sekil 3.18 de verilmistir.
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Sekil 3.18 Hastalardaki yas dagilimi

Yine 30 olguda, ERK 1/2 pAb stoplazmik boyanmasi goriilen olgularin yas dagilim
sekil 3.19°da verilmistir. ERK 1/2 pAb stoplazmik boyanma goriilen olgularin yas
ortalamas1 38, boyanma goriilmeyen olgularin yas ortalamasi 32 olarak belirlendi. Buna

gore gec yas ile ERK 1/2 pAb stoplazmik boyanma arasinda anlamli bir korelasyon

saptanmadi.

ERK 1/2 Pozitif Olan Hastalarda Yas
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Sekil 3.19 ERK 1/2 pAb Pozitif Olan Hastalarda Yas dagilimi

Erk 1/2 pAb sitoplazmik boyanma, daha siklikla glines goren bolgelerde bulunan
neviislerde (30 olgunun 17'si) saptandi. BRAF T1796A (V599E) yanlis anlamlh



mutasyonu ile lokalizasyon agisindan giines gorme arasinda pozitif bir korelasyon

saptanmadi.

BRAF ekzon 15 T1796A (V599E) yanlis anlamli mutasyon taramasi yapilan bu
calismada, 30 olgudan alinan Orneklerin lokalizasyonu da bu mutasyonun varligini
degerlendirme acisindan onemlidir. Lieratiirde UV muamelesi ile BRAF mutasyonu
arasinda bir iliski olabilecegi belirtilmistir (Shinozaki vd 2004). Bu ¢aligmada sadece 2
ornek giines gérmeyen bolgede (sirt ve mons pubis derisi), kalan 3 Ornek ise giines
goren bolgelerde (yiiz, alin, burun kanadi) bulunmaktadir. Buna gore, UV ile BRAF
mutasyonu arasinda bir pozitif bir korelasyon saptanmamistir. Ancak daha giiclii bir

yorum ig¢in ise 6rnek sayisinin artirilmasi gerekmektedir.

Baz1 yayinlarda Ras/Raf/MEK/ERK yolunda fonksiyon goren MEK'in
aktivasyonunun diger mutasyonlarin aktivasyonlariyla iligkili olmadig1 belirtilmistir
(Hiiser vd 2001). Ayrica ortaya cikan bir Raf protein kinaz aktivasyonu ile diger
kinazlarin aktivasyonu arasinda bir iliski olmadig: ileri siiriilmiistiir. Bu da bize Raf
protein kinaz aktivasyonunun c¢ekirdekte transkripte olacak diizeye gelinceye kadar

MAPK sinyal yolu yaninda baska yollar1 da kullanabilecegini diisiindiirmektedir.



4. SONUC

Calisma kapsamindaki 30 6rnegin histolojik 6zellikleri konjenital neviis, intradermal
neviis, kompound neviis, dermal neviis ve jonksiyonel neviis seklindedir. Bu 6rnekler

disinda melanoma hiicre dizini, pozitif kontrol olarak ¢calismaya dahil edildi.

BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonu 30 olgunun 5'in de (%16.6) belirlendi
(Izolasyon, PZR ve dizi analizi sonuglarina dayanarak). Dizi analizi sonuglarinda BRAF
genin 15. ekzonunda 599. kodonda (V599E) bir T1796A yanlis anlamli mutasyonu
gercekleserek GTG valin aminoasiti yerine GAG glutamik asitin kodlanmasiyla ortaya
¢ikan mutasyon 5 olguda belirlendi. Bu mutasyonun tespit edildigi 5 olgunun 4 tanesi

kadin, 1 tanesi erkek idi. Yine bu olgularin yas dagilimi 24-50 arasinda degismektedir.

Mutasyon tespit edilen Orneklerin lokalizasyonu giines goren-giines gormeyen
seklinde siniflandirildiginda 2 olguya ait 6rnegin gilines goérmeyen lokalizasyonlu, 3

olguya ait 6rnegin giines goren lokalizasyonlu oldugu belirlendi.

BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonuna sahip 5 6rnegin hi¢ birinde ERK 1/2 pAb
pozitifligi saptanmadi. Ancak mutasyon izlenen bir olgunun bagka bir neviisiinde
immunohistokimyasal olarak klonal sitoplazmik Anti-Fosfo-ERK 1/2 pAb pozitifligi

saptandi.

Sonug¢ olarak, bu tez calismasinda neviis olgularinda BRAF ekzon 15 T1796A
(V599E) mutasyonuna 30 olgunun 5'inde (%16.6) saptandi. Bu olgulardan alinan
parafin doku Orneklerinin 14 tanesi Giines goren bolgede (%43) 16 tanesi Giines
gormeyen bolgede (%57) lokalize idi. BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonu pozitif
bulunan 5 6rnekten 3'{i glines goren bolgede, 2'si glines gérmeyen bolgede idi. Bu da
bize UV muamelesi ile BRAF mutasyonu arasinda pozitif bir iliski olabilecegini
disiindiirmemektedir. BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonu tasiyan olgularin yas
dagilimi 24-50 arasinda (yas ortalamasi 36) degistiginden ge¢ yasin bu mutasyonun

ortaya ¢ikmasinda tam olarak bir neden olabilecegini gostermemektedir.



Calisma kapsamindaki olgularin, cinsiyet dagiliminda kadin olgularin fazlaligi
anlamli bir yorumu engellese de, anlamli bir sonu¢ i¢in 6rnek sayisindaki cinsiyet

dagiliminin daha homojen olmasi gerekmektedir.

Literatiirde neviis olgularinda BRAF mutasyonunun varliginda MAPK sinyal yolu
aktivasyonunu arastirmak amactyla immunohistokimyasal olarak Anti-Active MAPK
kullanilmigtir. Bu calismada aynmi antikoru kullanarak ERK 1/2 pAb pozitifligi 30
olguda tarandi ve 30 olgunun 20 tanesinde ERK 1/2 pAb stoplazmik boyanma pozitif
bulundu. Ancak bunlardan sadece 7 tanesinde (%23) giiclii ERK 1/2 pAb sitoplazmik
boyanmasit mevcuttu. Bu olgularin hi¢ birinde BRAF ekzon 15 T1796A mutasyonu
belirlenmedi. Dolayisiyla ERK 1/2 pAb sitoplazmik boyanma ile BRAF ekzon 15

T1796A mutasyonu arasinda pozitif bir korelasyon bulunmamaktadir.

Bu durum, Raf protein kinazin aktif hale ge¢ip ¢ekirdekte transkripsiyonu aktif hale
gelmesinde ERK 1/2 pAb yolunun disinda baska yollar1 da kullanabilecegini
diistindiirmektedir. Keza MAPK sinyal yolu pek ¢ok kinazi igine alan bir yoldur.
Dolayisiyla mutasyonla sonuglanan her bir proliferasyon farkli yollar1 deneyerek

cekirdege ulasabilme sansina sahiptir.
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6. EKLER



EK 6.1

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-1-FOR

91133188458 62-2362
1740
gil4757867_62-2359
1737

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

gilornek-1-for —  mmmmmmmmmmmee e ARGATCAGTTTCTTTCTTCTAACCTCA 27
* * Kk Kk * x *
gi[33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1800
gi|4757867 62-2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1797
gilornek-1-for GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 87
AR R RS S S E S S S S SRS SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS

gi133188458 62-2362 ARATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
1860
gil4757867 62-2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
1857
gilornek-1-for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
147

KKK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR AR KK KK
91133188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
1920
gi|4757867 62-2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
1917
gilornek-1-for GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAAA-——————
192

* % KKKk Kk *  kx X% * * * % * * Kk Kk R S
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-2-FOR
gi[33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1740
gil4757867 62-2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1737
gilornek-2-for =0 0 —-——m——mmm————— AAGATATGTTTCTTTCTTCTCACCTCA 27

* * Kk * x *

91133188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1800
gi|4757867 62-2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1797
gilornek-2-for GATATATTTCTTC-TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 86

gi|33188458 62-2362
1860

gil4757867 62-2359
1857

gilornek-2-for

146

gi|33188458 62-2362
1920

gil4757867 62-2359
1917

gi|ornek-2-for

190

AR RS S SIS SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

KA A KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AKX KK

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-———————

* ok Rk *x  kkx Kk * * * x * * Kk Kk R




EK 6.2

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-3-FOR

gi|33188458 62-2362
1740

gil4757867 62-2359
1737

gilornek-3-for

gi[33188458 62-2362
1800
gil4757867 62-2359
1797

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

R S * % * Kk kk Kk

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

* kK Kk Kk Kk

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

29

gilornek-3-for -ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 88
KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR XA AR AR KK

gi[33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
1860
gil4757867 62-2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
1857
gilornek-3-for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
148

R R S R b h I E S I S R E S E R E S S E h h E h b b b E E E h h E h b b b h I b 3 i i
gi[33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
1920
gil4757867 62-2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
1917
gilornek-3-for GTA--AGAATT-—-——--- GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-———————
192

*  x * Kk k Kk *  kx  x * * * * * * % % * k%
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-4-FOR
gi|33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1740
gil4757867 62-2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1737
gilornek-4-for = mmmmmmmmmmm GGTGATTATGTTCTTTCTTCT---—-AACCTC 27

* * Kk kK * * x *

gi[33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1800
gil4757867 62-2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1797
gilornek-4-for AGATTATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 87

gi|33188458 62-2362
1860

gil4757867 62-2359
1857

gilornek-4-for

147

gi[33188458 62-2362
1920

gi|4757867 62-2359
1917

gilornek-4-for

191

* KA KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR KA KK KK

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

KKK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR A AR KKK

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-———————

* % KKKk Kk *  kx X% * * * % * * Kk Kk * k%




EK 6.3

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-6-FOR

91133188458 62-2362
1740
gil4757867_62-2359
1737

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

gilornek-6-for —mmm—mmm——mm———o AACAATATGTTTCTTACTTCTAC—--CCTCAG----——- 29
* % * k% *  x * * Kk ok Kk ok
gi[33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1800
gi|4757867 62-2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1797
gi|ornek-6-for —~ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 88
R E RS S E S S E S SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS

gi]33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
1860
gil4757867 62-2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
1857
gi|ornek-6-for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
148

Kk hkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhhkhhhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhk bk bk hkdkhkhhkhkdkhkhkhkhkdkhkhkkhkkhkkkkkxx
gi[33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
1920
gi|4757867 62-2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
1917
gi|ornek-6-for GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-—-—-————
192

*  x *kxkk Kk * kk X * * * % * * ok x * k%
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-7-FOR
gi133188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1740
gil4757867 62-2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1737
gilornek-7-for = = —o--m—mmmmm—————————————————————— AAGATACGTTTCTTTCTTCTCACCTCA 27

* * Kk K * K *

gi133188458_62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAARATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1800
gi|4757867 62-2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1797
gi|ornek-7-for GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 87

gi|33188458 62-2362
1860

gil4757867 62-2359
1857

gilornek-7-for

147

gi|33188458 62-2362
1920

gil4757867 62-2359
1917

gi|ornek-7-for

191

AR R RS S S S S S S S S SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

KA A KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AKX KK

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-———————

* ok Rk *x  kkx Kk * * * x * * Kk Kk R




EK 6.4

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-8-FOR

gi[33188458 62-2362
1740
gi|4757867 62-2359
1737

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

gilornek-8-for = mmmeemm e AACGATACGTTTCTTTCTTCTCACCTCA 28
* * **x % * * *
gi|33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1800
gil4757867 62-2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1797
gilornek-8-for GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 88
KK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR KK

gi[33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
1860
gi|4757867 62-2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
1857
gilornek-8-for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
148

AR RS S S S S S E S S S SRS EEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S
gi|33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
1920
gil4757867 62-2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
1917
gilornek-8-for GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-———————
192

*  x KKKk K *  kk Kk * * * Kk * * Kk Kk * kK
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-10-FOR
gi|33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1740
gil4757867 62-2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1737
gilornekl0for mmmmmmmmmmmmeeee NNNTTAAAANNNNNTTAATATGTTTCTTACTACTACC 37

* * *  x * Kk Kk * kK

gi[33188458 62-2362 —-—--AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACA
1797
gil4757867 62-2359 ———-AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACA
1794
gilorneklOfor CTCGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACA 97

gi[33188458 62-2362
1857

gi|4757867 62-2359
1854

gilorneklOfor

157

gi[33188458 62-2362
1917

gi|4757867 62-2359
1914

gilorneklOfor

210

ER RS SRS S SRS E RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS

GTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGG

GTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGG

GTGAAATCTCGATGGAGCGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTCGTCTGGATCCATTTCGTGG

KAAA A A A A A A A A A A A AK A A A A A A A A A A A A A A A A Ak d Ak hkdkhkkhkkkx *kkkkx

ATGGCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTA

ATGGCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTA

ATCG-GTAAGAATTCG-—-—--- AGGCTATTTTTCCACCGATTAAATTTTTCGGCCCANAN-

**x % * kKK KKk *  kx  x * * kX k% * * % * * % *




EK 6.5

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-11-FOR

gi133188458 62-2362
1740
gil4757867_62-2359
1737

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

gilornekllfor = —-mmmmmmmmm—mmmm— NNNNNGGACACGTTTCTTTCTACTCACCTCAG---—-——-— 32
* k% ok * Kk ok kK K
gi[33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;??2757867_62—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;z?Zrnekllfor —ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 91
Kok Kk K K K K K K K K kK ko ko ko ko ok k ok ok kK ok K ok K K ok K ok K kK ok ok kK kK
gi[33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;??2757867_62—2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;??Zrnekllfor AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
151 kA hkhkhk kA kA h kA kA hhkrh Ak hkh kA hhkd kA hhkh kA hhkdh Ak hkhhk Ak hkrhkrhkhkrhkxhkxkx
gi|33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;i$2757867762—2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;iTZrnekllfor GTA--AGAATT------— GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAC-~-——-——-—~
195 *  x * kKK Kk * xk  x * * * K * * Kk Kk * kK
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-12-FOR
gi[33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAG--AGACCTCAAGAGTA
;z?2757867_62—2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAG--AGACCTCAAGAGTA
;Z?Zrnekl2for ————————— NNAAATTNNNNNNNNG--AGGTCGGTTTCTTACTACTACACCTCAG-—-——— 44

gi[33188458 62-2362
1798

gil4757867 62-2359
1795

gilornekl2for

101

gi|33188458 62-2362
1858

gil4757867 62-2359
1855

gilornekl2for

161

gi|33188458 62-2362
1918
gil4757867 62-2359
1915
gilornekl2for
210

* 3k

skokskk ksk

* kK * R * * x * KKK KKK

ATAATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG

ATAATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG

———-ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AKX KKK

TGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGA

TGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGA

TGAAATCTCGATGGAGCGGGTCCCATCAGTTCGAACAGTCGTCCGGATCCATTTCGTGGA

KAKAKAKAKAAAKAAAKAAKAAKX AAAAAAAAAAXAAAKX AAXAKAAAKX *A*A*x AAXAAAAXAXAAKX XXXk K

TGGCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTAT

TGGCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTAT

TCG-GTAAGAATTCG----- AGGCTATTTTTCCACCGATCAAATTTTTTGGCCGA-—--—-—

K ks ok sk K ok sk sk oskkok ok ok skk




EK 6.6

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-13-FOR

gi[33188458 62-2362
1740
gil4757867 62-2359
1737

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

gilornekl3for 0 @————mmmmm————————————— NNAATTGATATGTTTCTTTATTCTAACCTCAG-—————— 32
* * * * KKK KKK

gi|33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;??2757867762—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;I?Zrnekl3for —ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 91

KK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR KK
gi[33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;??2757867762—2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;f?lrnekl3for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
151 R R S R b h I E S I S R E S E R E S S E h h E h b b b E E E h h E h b b b h I b 3 i i
gi[33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;if2757867_62—2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;i};rnekl3for GTA--AGAATT-———--- GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCANA---———~—
196

* % KKKk Kk *  kx X% * * * % * * Kk Kk R S
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-14-FOR
gi[33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
;z?2757867_62—2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
;z?Zrnekl4for ———————————————————— NNNNAACAATATGTTTCTTTATTCTACCCTCAG-—=-=-——— 33

* * x * * * * Kk Kk Kk Kk

gi[33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;??2757867_62—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;Z?Zrnekl4for ~ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 92

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR KK
gi[33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;??2757867762—2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;f?lrnekl4for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
152 KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR KA KA KK KK
gi133188458_ 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAARATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;i?2757867762—2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;iTZrnekl4for GTA--AGAATT--—---- GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-—--—————
196

* ok kkxKx K * kK x K * *k ok kkk




EK 6.7

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-15-FOR

gi|33188458 62-2362
1740

gil4757867 62-2359
1737

gilornekl5for

gi[33188458 62-2362
1800
gi|4757867 62-2359
1797

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

* * * * * Kk Kk Kk Kk

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

32

gilornekl5for —ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 91
N I I T I
gi[33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;??2757867_62—2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;i?Zrnekl5for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
151 hhkhkhkhkkhrhhhhrhhhhrhkhhhrhhhhrhkhkhhrhkhkhkdrhkhkhkdrhkhkhkdkrhkrkhkhkrhkhhkhxkx
gi|33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;i%2757867762—2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;iTZrnekl5for GTA--AGAATT--—---- GAGGCTATTTTTCCACTGATTAANTTTTTGGCCAA-—-—--————
195 *  x * kKK Kk * xk  x * * * K * * kK * Kk Kk
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-16-FOR
gi|33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
31?2757867762—2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
;I?Zrnekl6for ————————————————————————— NNAAAGGGATCATGTTTCTTACTACTAACCTCA-- 33
* % Xk kK * % *
gi133188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAARATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;§?2757867762—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;I?Zrnekl6for GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 93

gi[33188458 62-2362
1860

gi|4757867 62-2359
1857

gilornekl6for

153

gi[33188458 62-2362
1920

gi|4757867 62-2359
1917

gilornekl6for

197

RR AR R R S S I S I I S S R R R I S E I E I S h E E h I b b R h b h bk E b b kb 3 3

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AR RS S S S EEEEEEE RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-—-—--————

* % * Kk Kk k Kk *  kx  x * * * * * * % x * k%




EK 6.8

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-17-FOR

gi|33188458 62-2362
1740

gil4757867 62-2359
1737

gilornekl7for

gi[33188458 62-2362
1800
gi|4757867 62-2359
1797

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

* % * % * Kk kK Kk k Kk * Kk Kk Kk Kk

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

34

gilornekl7for —ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 93
N I I T I
gi[33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;??2757867_62—2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
éi?;rnekl7for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTCGAACAGTTGTCTGGATCCATTTCGTGGAT-
152 hhkrkhkhkhkkhkrkhkhkhkhrhkhkhkhrhkhhkhrhkhkhhrkh hhkrkhrhkhkrhrhkhkrhrhkhkrhrhk *rxkhkx*k
gi|33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAG-TCAGATGTATA
;i}2757867762—2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAG-TCAGATGTATA
;i}grnekl7for --—-CGGTAAGAATTCGAGGCTATTTTTCCACTCGATTAAATTTTTAGGCCACA-—-——-
202 * x  x * * * * * * * xk kK * KKKk kK * Kk K
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-19-REV
gi|33188458 62-2362 CTCCATATCATTGAGACCAAATTTGAGATGATCAAACTTATAGATATTGCACGACAGACT
;§?2757867762—2359 CTCCATATCATTGAGACCAAATTTGAGATGATCAAACTTATAGATATTGCACGACAGACT
1677
gilornekl9rev =~ 006 —-mmm oo TNTTT 5
*
gi133188458_62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAG-TCAATCATCCACAGAGACCT --CAAGAGT
31?2757867762—2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAG-TCAATCATCCACAGAGACCT--CAAGAGT
;z?érnekl9rev TCATAATGCCTTCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACGCCT 65

gi[33188458 62-2362
1797

gi|4757867 62-2359
1794

gilornekl9rev

125

gi[33188458 62-2362
1857

gi|4757867 62-2359
1854

gilornekl9rev

142

**x  x **x  *x * * * * Kk  kk Kk * * **x  x * % *

AATAATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACA

AATAATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACA

CGAGATATATTTCTTCGTGAAGACCTCACGGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACA

ER R R R R RS SRR RS EEEE SRR R SRR EEEEE R R R R R R R R EEEEEEEEE R RS RS

GTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGG

GTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGG

GTGAAATCTCGATGGAG === == === == = === = = o e

R R R R R R R R R R R R R




EK 6.9

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-20-FOR

gi[33188458 62-2362
1740
gi|4757867 62-2359
1737

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

gilornek20for 0 0mmmmmmmmmmm——mmmm e NNNNAAAAATTAGTTTCTTTCTTCTAACCTCA 32
*k kK * % *

gi[33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;??2757867_62—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;I?ZrnekZOfor GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 92

ok ko kK kK kK kK ok K ok K ok K ok ko ko ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok K ok K ok Kk K ok K ok ko kK kK
gi|33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;??2757867762—2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;i?ZrnekZOfor AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
1oz hhhkhkhkhkhrkhhkhkhrhkhkhkhrhkhkhhrhkhkhdhrhkhkhhrhkhkhdhrhkhkhdrhkhkhhrhkhhhrkhhxkhkxkx
gi[33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
33?2757867762—2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;i}ZrnekZOfor GTA--AGAATT--—---- GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA--—-—-————
196

* ok KKKk X * kKk K% * Kk Kk kxk ok kK
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-21-FOR
gi[33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
;z?2757867_62—2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
;I?ZrnekZIfor ———————————— NNNNTTTGATATGTT---TCTTTCTTCTA--—--— ACCTCAG——————— 33
* ok x % Kk kK Kk x Kk ok kK Kk

gi|33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;??2757867762—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;I?ZrnekZlfor —~ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 92

gi[33188458 62-2362
1860

gi|4757867 62-2359
1857

gilornek2lfor

152

gi[33188458 62-2362
1920

gi|4757867 62-2359
1917

gilornek2lfor

196

R R R S S S S I S R R R R I S I E S S h E E b E b b R E b h h E b b h b b 3 3

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

R R S S R h I E S I E I E S E R E S b S E E E E E E b E E b b bk 3h b b b I b b i i

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-———————

* % KKk KKk Kk *  kx X% * * * x * * Kk Kk * k%




EK 6.10

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-22-FOR

gi[33188458 62-2362
1740
gil4757867 62-2359
1737

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

gilornek22for = 00————mmm—mm—m—————————— NNNTTAAAATTAGTTTTCTTTA-—-—-— TTCTAACCTCA- 33
Xk ok K K Kk * xk % *

gi|33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;??2757867762—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;I?ZrnekZZfor GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 93

Kok kK kK kK kK K kK K kK Kk Kk Kk ok Kk kK K Rk K kR Kk Kk Kk kR K kR K kK K kK K K
gi[33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;§?2757867762—2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;f?lrnekZZfor AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
153 hhhkhhkhhrkhkhkhhhhkhkhhrhkhkhhrhkhkhhkrhkhkhhkrhkrkhhkrhkrkhkhkrhkrxhhkrhkxhkhkrkhkxkhkxkx
gi[33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;if2757867_62—2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;i};rnekZZfor GTA--AGAATT-———--- GAGGCTATTTTTCCACTGATTAANTTTTTGGCCAA-—-—-———~—
197

x ok kxkk % x k% x * Xk ok kkx x k%
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-23-FOR
gi[33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
;z?2757867_62—2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
;z?ZrnekZBfor ——————————————— NNNTTACAGATTGTTTCTTTCTTCTAC--——-— CCTCAG-=-=-——-- 33
Kk kK Kk Ak Ak Kk Kk kK

gi[33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;??2757867_62—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;I?Zrnek23for ~ATATATTTCTTC-TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 91

gi|33188458 62-2362
1859

gil4757867 62-2359
1856

gilornek23for

151

gi|33188458 62-2362
1919

gil4757867 62-2359
1916

gilornek23for

196

KAKAKAKAKAKAKAKAKAAKX A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR KK

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTT-GTCTGGATCCATTTTGTGGAT

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTT-GTCTGGATCCATTTTGTGGAT

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTTGTCTGGATCCATTTTGTGGAT

KA KA A KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A AAAAKN A XA A A A A AR A AR AR A AKX KKK

GGCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATA

GGCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATA

GGTA--AGAATT---—-—-- GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-———-—--—

* Kk K Rk S *x  kkx Kk * * * x * * Kk Kk * kK




EK 6.11

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-24-FOR

gi[33188458 62-2362
1740
gil4757867 62-2359
1737

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

gilornek24for 0 @——————————= NNNTTAGGAATATGTT---TCTTTCTTCTACA----CCTCAG-—-————-— 35
* ok x x x ok Kk kKk kK kKK Xk kK K

gi|33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;??2757867762—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;I?Zrnek24for -ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 94

Kok kK ok kK kK kK K kK K kK K R Kk Kk kK kK K kK K kR Kk Kk Kk kR K kR K kK K kK K K
gi[33188458 62-2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;§?2757867762—2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;f?lrnek24for AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
154 hhhhkhkhhrkhkhkhhrhkhkhhkrhkhkhhrhkhkhhkrhkhkhhkrhkrkhhkrhkrhkhkrhkrxhhkrhkrxhkhkrkhkxkhkxkx
gi[33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;if2757867_62—2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;i};rnek24for GTA--AGAATT-———--- GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCA---—=———~—
197

x ok kxkk % x k% x * Xk ok kkx x kx

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-26-FOR
gi[33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
;z?2757867_62—2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
;z?Zrnek26for NNNNNGGAAATAGTTTTCTT--——==—=—=————— TCTTCTAC--—--— CCTCAG--=-——-- 43

gi[33188458 62-2362
1800

gi|4757867 62-2359
1797

gilornek26for

102

gi|33188458 62-2362
1860

gil4757867 62-2359
1857

gilornek26for

162

gi[33188458 62-2362
1920

gil4757867 62-2359
1917

gilornek26for

207

* * * Kk kK kk KKk Kk * Kk  kKk kK * Kk Kk Kk Kk

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

—ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG

KA KK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR KK

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

KA KK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR KA KA KK KK

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAAA-——————

* K KKKk K R S * * * x * * Kk Kk *  kk K




EK 6.12

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-27-REV

gi[33188458 62-2362
1738
gil4757867 62-2359
1735

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAG-TCAATCATCCACAGAGACCT-CAAGAGTA

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAG-TCAATCATCCACAGAGACCT-CAAGAGTA

gilornek27rev TCATAATGCTGGCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCT 62
** K * % * * * * Kk kK Kk * * R S S S

gi|33188458 62-2362 ATAATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG
1798
gil4757867 62-2359 ATAATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG
1795
gi|ornek27rev CAGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG
122

KA KA A KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AKX KKK
gi|33188458 62-2362 TGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGA
1858
gil4757867 62-2359 TGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGA
1855
gi|ornek27rev TGAAAT - === == e
128

KKk kKKK
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-29-FOR
gi[33188458 62-2362 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1740
gil4757867 62-2359 GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT
1737
gilornek29for = 06————mm—m———————————— NNNNAATAATACTGTTTCTTACTACTACCCTCAGA--——— 35
* Kk * * * x * KKk * kK

gi|33188458 62-2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1800
gil4757867 62-2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
1797
gilornek29for —-—-TATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 93

gi|33188458 62-2362
1860

gi|4757867 62-2359
1857

gilornek29for

153

gi[33188458 62-2362
1920

gi|4757867 62-2359
1917

gilornek29for

197

KKK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR KK

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

R R S R S E S I S R E I S E R E S S h h E E b b b h E b b E b 3h b b b b 3 i

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGAT-TAATTTTTGGCCAAA-——-———

* % KKKk Kk *  kkx X% * * * % * * Kk k R
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-30-FOR

gi133188458 62-2362
1740
gil4757867 62-2359
1737

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

GCACAGGGCATGGATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAAT

gilornek30for = @—mmmmmmmmmm————m———————— NNNNAATGCATCTGTTTCTTACTACTC---ACCTCA 33
* ok kxk x  * —_— *
gi\33188458762—2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;§?2757867_62—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;Z?ZrnekBOfor GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG 93
Kok ok ok Kk ok ok ok ok K Kk k ok ok ok K Kk ok ok ok ok K K ko ok ok K Kk ok ok ok K Kk ko ok ok K K koK ok ok o K Kk ok ok ok K
gi\33l88458762—2362 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;??2757867_62—2359 AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG
;i?Zrnek30for AAATCTCGATGGAGAGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTCGTCTGGATCCATTTCGTGGATC
153 khkrkhkhkhkkhkrkhkhkhkkhkrkhk hhkrhkhhkdrhkhkhkhkrhkrhkhkrhrhdh drxhkhkrhrhkhkrhrkhk *rxkkx*k
gi|33188458 62-2362 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;i$2757867762—2359 GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT
;iTZrnekSOfor G-GTAAGAATTCG——-—-—— AGGCTATTTTTCCACCGATTAAATTTTTGGCCAAA-——————
200 * KKk KKk kK * Kk x  x * * ok k% * * kK R S
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment POZITIF KONTROL-FOR
gi\33188458_62—2362 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;§?2757867762—2359 AATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTG
;I?Zkontrolfor GATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAG 94

gi[33188458 62-2362
1860

gi|4757867 62-2359
1857

gil|+kontrolfor

154

gi[33188458 62-2362
1920

gil4757867 62-2359
1917

gil+kontrolfor

198

R R R S R I S SR R I R E I b S I E I S h h b b I b b IE kb b bk h b b b b b S

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATG

AR RS S S S S E S S SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAAAAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATGTATAT

GTA--AGAATT------ GAGGCTATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCAA-—-—--—-———

*  x * kK k Kk *  kx  *x * * * * * * * % * k%
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Halen bu boliimde yiiksek lisans ¢alismalarina devam etmektedir.
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