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1. GIRIS

1.1. Hepataseliiler Karsinom

Hepatoseliiler Karsinom (HCC), primer karaciger kanserlerinin en yaygin histolojik
formudur. Karaciger hiicrelerinin malign transformasyonu sonucu gelisen nodiil ya da kitle
olarak tanimlanmaktadir. Belirti ve bulgulari, daha cok temelinde yatan kronik karaciger
hastaligina aittir. Belirtileri iilkeden iilkeye farkliliklar gosterebilmektedir. Ornegin Kuzey
Afrika Bandilerinde zayiflik, biiyiik bir kitle ve buna ait belirtiler hakimdir (Berman 1951).
Diger yandan Japonya ve iilkemizde hastalar daha cok siroza bagli olarak ortaya c¢ikan
belirtilerden yakinirlar. Buradaki hastalar tiimor ileri boyutlara ulagamadan sirozun

komplikasyonlarindan o6lebilirler (Tekali ve Balik 2003).

Hepatoseliiler Karsinom, her yil yaklasik 435.000 yeni vakanin teshis edildigi en sik
rastlanan besinci kanser tiirlidiir. Bu veriler tiim kanser vakalarinin %35.4’iini
olusturmaktadir (Wang et al. 2002). Kanser tiirleri icerisinde Oliime sebep olmada
dordiinciidiir (Parkin et al. 1999; Pisani et al. 1999). Asya ve Afrika’da ise yetiskinlerde
kanser tiiriinden Oliimlerde birinci sirada yer almaktadir (Di Bisceglie et al. 1988). HCC,
viral enfeksiyon ve aflatoksin gibi dis faktorlerin en ¢ok rol oynadigi kanser tiirlerindendir.
Dolayistyla, HCC’nin dagilimi bu etkenlerin dagilimina gore degisebilir. Bu yiizden de

onlenebilir kanserlerin basinda gelmektedir.

1.1.1. Epidemiyoloji ve Etyoloji

Tiim diinyada yilda yaklasik bir milyona yakin sayida yeni HCC vakasina rastlanmakta,
hemen hemen ayni sayidaki hasta bu nedenle hayatim kaybetmektedir. HCC, erkeklerde
kadinlara oraninda dort kat daha fazla goriilmektedir. Yillik insidans ve mortalitenin
neredeyse esit olusu tiimoriin kotii gidisi yoniinden ipucu vermektedir. HCC’nin ortalama
goriilme yas1 55 olmakla birlikte, 6zellikle Mozambik ve Cin gibi vertikal hepatit B viriisii
(HBV) gecisinin baskin oldugu yerlerde HCC gelisimi ¢ok daha erken yaslarda ortaya
cikabilmektedir (Fong et al. 2001; Akriviadis et al. 1998). Tiimoriin rastlanma siklig



belirli cografi bolgelerde artmaktadir. Bu agidan en dikkat ¢ekici bolgeler Dogu/Giiney
Dogu Asya, baz1 Pasifik adalar1 ve Afrika’nin bazi bolgeleridir (Kew et al. 2002).

[]<33 [ <ss B <s.o [ <1s.0 B <sss

Sekil 1.1. Diinyadaki Hepatoseliiler Karsinom Insidans:. (100.000 popiilasyonda)

HCC gelisiminde birden fazla sebep soz konusudur. Gelismekte olan iilkelerde kronik
HBYV enfeksiyonu 6nde gelen nedendir. Endiistrilesmis bir toplum olmasina ragmen yiiksek
insidansin goriildiigii Japonya ile italya ve Ispanya gibi Giiney Avrupa iilkelerinde Hepatit
C viriisii (HCV) daha 6n plana ¢ikmaktadir. Yine diger orta-diisiik riskli iilkelerde alkolik
karaciger hastaligi, kronik HCV enfeksiyonu ya da alkol ve HCV enfeksiyonu birlikteligi
HCC gelisimi i¢in onde gelen nedenlerdendir (Kew et al. 2002). Ayrica HBV ve HCV
enfeksiyonlarinin sinerjik etki gosterdigi bilinmektedir (Akriviadis et al. 1998). Siroz da
HCC gelisiminde rol oynayan en onemli faktorlerden biridir. Ulkemizdeki HCC’lerin

%90’ 1n1n zemininde siroza rastlanmaktadir (Bayraktar ef al. 1996).

HCC vakalarinin %80’inden fazlasinin sebebi HBV ve HCV viriisleridir. Bu viriisler,
Hepatoseliiler Karsinom i¢in baslica ¢evresel faktor olarak tanimlanirlar. HCC gelisiminde
rol oynayan diger cevresel ajanlar ya tek baslarina ya da viral enfeksiyon ile sinerjik etki
gosterirler. HCC gelisiminde rol oynayan diger cevresel ajanlar, aflatoksin B1’e maruz
kalma, sigara icimi, yogun alkol kullanimi vb. olarak sdylenebilir. Bir ¢esit mantar toksini
olan aflatoksin B1 6zellikle Cin gibi cografik bolgelerde HCC olusumuna neden olan en

onemli faktorlerden biridir (Chen et al. 1997). Alkol ve sigara kullanimi bat1 iilkelerinde



aflatoksin B1’den daha 6nemlidir. Ciinkii bu bolgelerde aflatoksin B1’e maruz kalma daha

az olmaktadir (Wang et al. 2002).

HCC’nin ayn1 zamanda, Hemakromatoz (Powell et al. 1996), Wilson hastalig1 (Berman et
al. 1988), Porfiriya (Huang et al. 1999), a-Antitripsin eksilikligi vb. metabolik
bozukluklarda da (Elzouki ve Eriksson 1996) goriilme siklig1 yiiksektir. HCC gelisiminde

rol oynayan etkenler Cizelgel.1. de belirtilmistir.

Cizelgel.1. HCC gelisiminde rol oynayan etkenler.

HBV
ENFEKSiYONLAR HCV

Alkol

Otoimmun hepatit
SiROZ Pri.mer.bil.iye.r siroz
Kriptojenik siroz

Aflatoksinler
Tiitiin
N-Nitrozo bilesikleri
EVRESEL
CEVRES Pirolizidin alkaloidleri
Torotrast
Androjenik steroidler

Hemakromatoz

al-antitripsin eksikligi

Wilson hastaligi

Porfiriler

Tipl ve 3 glikojen depo hastalig1
Galaktozemi

Herediter trozinemi

Familiyal kolestatik siroz

METABOLIK HASTALIKLAR

1.1.2. Metabolik Hastaliklar ve HCC

Yapilan caligmalar, oksidatif stres ve kronik iltihabi kanser olusumundaki risk artis1 ile
iliskilendirmislerdir (Christen et al. 1999). Ulseratif kolit, Viral hepatit, Pankreatit,
Hemokromatoz ve Wilson hastaligi (WD) gibi oksiradikallerin asir1 birikmesi sonucunda
olusmus hastaliklar, kanser olusumunda risk artisina sebep olabilmektedirler (Wang et al.
2002). Hemakromatoz hastaligi demirin, Wilson hastalig1 ise bakirin karacigerde asiri
birikmesi sonucu olusan genetik degisikliklerdir. Yapilan arastirmalarda, Siroz ve karaciger

hasarina ek olarak HCC olusma riskinin Hemakromatoz hastalarinda 200 kat daha fazla



oldugu (Niederau et al. 1985), Wilson hastaliginda ise Hemakromatoz hastaligina gore
HCC olusma riskinin daha az oldugu goriilmiistiir (Cheng et al. 1992). Bu durum belki de
karaciger hasar1 ve kalp komplikasyonlarinin yasam Omriinii azaltmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica yapilan ¢alismalarda, Hemakromatoz ve Wilson hastaliklarinda
esey hattinda olusan mutasyonlarin da kanser olusumundan sorumlu oldugu bulunmustur
(Bull et al. 1993; Feder et al. 1996). Hemakromatoz ve Wilson hastaliklarinda oksidatif
stres ve bunun sonucunda olusan reaktif tiirlerin, kanser ile iligkili genlerde mutasyona
sebep olabilecegi ve dolayisiyla DNA tamiri, hiicre dongiisii ve apoptozu diizenleyen

onemli genlerin fonksiyonunu degistirebilecegi belirtilmistir (Wang et al. 2002).

1.1.3. Viral Hepatitler ve HCC

Hepatit B viriisii ve Hepatit C viriisit HCC gelisimine neden olan baglica viriislerdir. HBV
kronik tasiyicilarinin %25’inde timor gelisimi gozlenmektedir. HBsAg seropozitif kronik
enfeksiyonlu hastalarda, seronegatif hastalarla karsilastirildiginda HCC gelisiminin 70 kat
fazla oldugu goriilmiistiir. Hayvanlarda hepatit viriisleriyle ilgili caligmalarda da Hepatit B
viriisii ile HCC gelisimi arasindaki iliskiye benzer bir iliski bulunmustur. WHV
(woodchuck hepatitis virus) ve GSHV’nin (ground squirrel hepatitis virus), yerlestikleri
tiirlerde HCC gelisimine sebep olduklar1 saptanmistir (Gerin et al. 1990; Hansen et al.
1993).

Insan tiimorlerinin genomunda Hepatit B viriisii DNA’sina rastlanmasi, HBV ile iliskili
kanser olusumu i¢in 6nemli bir ipucu niteligindedir. Bircok HCC’li vakada HBV DNA
dizileri hiicre genomuna entegre olmus bir sekilde bulunabilir ve viral proteinler bu
entegrasyon boyunca sentezlenebilir (Matsubara et al. 1990; Su et al. 1998). HBV nin baz1
entegrasyonlarinin tiimor olusumu icin aday olan siklin A (Wang et al. 1992), epidermal
bliylime faktorii kinaz (Zhang et al. 1992), mevalonat kinaz (Graef et al. 1994),
karboksipeptidaz N (Pineau er al. 1996) gibi hiicresel genlerin i¢inde ya da civarinda
meydana gelmesine ragmen, insan genomunda HBV i¢in karakteristik bir entegrasyon yeri

bulunmamaktadir (Rabe et al. 2001).

HBV’nin konakg¢1 hiicre genomuna entegrasyonu, konakc¢i hiicrenin gen ekspresyonunu

direkt ya da indirekt yollarla diizenleyebilir. Entegrasyonun meydana gelmesi, kromozomal



instabilite, viral proteinlerin sentezinin tamamlanmamasi, HBx proteininin sentezinin
artmasi, hiicresel gen ve protoonkogenlerde degisiklikler ve insersiyonal mutagenez (cis

aktivasyonu) ile sonuglanabilmektedir (Wang et al. 1991).

HBYV farkli mekanizmalar ile HCC olusumuna yol agabilir. HBV:

= Tiimor supressor proteinlerinin fonksiyonunu kaybetmesi ve onkogenlerin ya da
faaliyette olmayan genlerin aktif hale gelmesi ile hepatositlerin biiyiime kontroliinii
kaybetmesine neden olan direkt bir viral etki yolu ile,

. HBV DNA dizilerinin hiicre genomuna entegre olmasi ile hiicresel genlerin
transkripsiyonunu etkileyerek, kromozomda delesyon translokasyon vb. meydana gelerek

hiicre boliinmesi ve farklilagmasini kétii yonde etkileme yolu ile,

. Biiytime faktorii ve sitokin aktivasyonu yaparak direkt rejenerasyona yol a¢cmasi
yolu ile,
. Sirozun  temeli olarak  inflamasyon-nekroz-rejenerasyon dizisi boyunca

proliferasyon olusturmast yolu ile HCC’ye neden olabilir.

HBV ve HCC iliskisini arastiran calismalar, HBV’ nin kor bolgesi proteinlerinden olan
HBx proteininin HCC olusumuna direkt etkisi tizerinde yogunlagmaktadir. HBx proteini
hiicresel genler ve viral diizenleyici elementlerin transkripsiyonunu aktive edebilmektedir.
HBx proteininin, transkripsiyonunu aktive ettigi hiicresel genler IL—6, c-myc, c-jun, c-fos
vb. olarak verilebilir. Bu transaktivasyonun gerceklesmesi i¢cin HBx proteini Ap-1, NFkB,
Sp 1 vb. transaktivasyon faktorii baglanma bolgelerine ihtiya¢ duyar. Ayrica HBx bazi
niikleer ve sitoplazmik transdiiksiyon kaskadini aktive etmenin yani sira pS3 ve Rb tiimor
supressOr genlerini de inaktive etmektedir. HBx, p53 aracili apoptozu, pS3 bagimli ya da
bagimsiz niikleotid eksizyon onarimim da inhibe edebilmektedir (Oztiirk et al. 2003). In
vitro caligmalarda, hiicre proliferasyonu HBx proteininin asir1 sentezi ile birlikte
bulunmustur. Ayrica, HBx proteininin transgenik farelerde HCC’ye neden oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte, HBx proteini trangenik farelerde c-myc proteini tarafindan
indiiklenen HCC gelisimini  hizlandirmaktadir. Bu veriler, HBxXx proteininin
hepatokarsinogenezde bir tiimor promotor’u gibi davrandigimi gostermektedir (Su et al

1998; Takada et al. 1997).

Hepatit B viriisinin MHBs ve LHBs ylizey proteinleri de, trankripsiyonu aktive

edebilmektedir. Orta biiyiikliikte olan ylizey proteini (MHBs) herhangi bir eksilmeye



ugramadan yani eksiksiz halde iken transkripsiyonu aktive edici yetenege sahip degildir.
Fakat karboksil ucu kesilmis varyantlar (MHBs') cesitli viral ve hiicresel genlerin
transkripsiyonunu aktive etme yetenegindedir (Casselman et al. 1997). MHBs' varyantlar
hem HBV iceren hiicre hatlarindan (Kekule er al. 1990) hem de HCC’li hasta
orneklerinden izole edilmistir (Casselman et al. 1990). MHBs' varyantlar1 transaktivasyonu
gerceklestirirken, NF-kB, AP-1, AP-2, ya da SP1 gibi transaktivasyon baglama bolgelerine
ihtiyac duymaktadir (Schliiter et al. 1994; Meyer et al. 1992; Alka et al. 2000). HBV’nin
biiylik yiizey proteini (LHBs) de MHBs yiizey proteini gibi transkripsiyonu aktive edici
olarak gorev yapabilmektedir (Hildt et al. 1996). Yapilan aragtirmalarda, LHBs’ nin asir1
miktarda eksprese edilmesinin farelerde tiimor gelisimine neden oldugu anlasilmigtir

(Chisari et al. 1989).

HCYV ile enfekte olmus kisilerde yiiksek oranda HCC goriilmesi, dikkatlerin HCV {izerinde
toplanmasini saglamistir. HCV viriisiiniin HCC’ye nasil neden oldugu konusunda heniiz
yeterli bilgi elde edilememistir. Fakat HCV’nin tanimlanmasinda kullanilan tekniklerin
daha duyarli sonu¢ vermesiyle Onceki istatistiki bilgilerde degisiklikler olmustur. HCV
antikor pozitifligi, HCC olugsmasinda HBsAg (hepatit B yiizey antijeni) nin varligindan
daha oOnemli goziikkmektedir. Anti HCV(+) ve HBsAg(+) saghkli tasiyicilar
karsilastirlldiginda, HCC’nin anti HCV(+) grupta dort kat daha fazla gorildiigi
saptanmigtir (Takano et al. 1995). Ulkemizde HBV enfeksiyonu daha sik oldugundan
vakalarin cogunda HBV belirtecleri pozitif bulunmustur (Bayraktar et al. 1996).

HCV bir RNA viriisi oldugu i¢in, konak¢i hiicre kromozomuyla entegrasyonu
gosterilememistir (Anzola 2004). HCV enfeksiyonunun karsinogenezdeki etkisi tam olarak
anlasilmamasina ragmen HCC’nin  kronik inflamasyon neticesinde olustugu
diistiniilmektedir. Kronik inflamasyonun hepatosit nekrozuna sebep oldugu ve yeniden
yapilanma meydana gelmesinin konakc1 hiicrede mutasyon artisina sebep olabilecegi ve bu
mutasyon birikimlerinin HCC ile sonuclanabilecegi belirtilmektedir. Fakat bu teori hepatik
inflamasyon yolu ile olan HCC’de hepatit viriislerinin dolayli iliskisi oldugunu
varsaymaktadir. Bu noktada, inflamasyonun tek basina yiiksek HCC olusumuna neden olup
olamayacagi konusunda soru isaretleri bulunmaktadir. HCV enfeksiyonu ile HCC
olusumunda viral proteinlerin direkt etkiye sahip oldugu diisiiniilerek hiicre kiiltiirii

ortaminda, hepatositlerin HCV ile enfeksiyonu saglanmis ancak viriisiin etkisini gostermesi



uzun zaman aldigindan cok az basar1 elde edilmistir. Transgenik fareler {izerinde yapilan
bir calismada ise HCV’nin kor genini iceren transgenik farelerde erken steatoz gelisimi

saptanmus, ileri safthalarda ise bu farelerde HCC gelisimi gozlenmistir (Koike et al. 2002).

Yapilan ¢alismalarda, HCC olusumuna katilan farkli HCV proteinleri rapor edilmistir.
Ornegin HCV’nin kor proteini, NS4A ve NS4B proteinlerinin p21WAF1 siklin bagimlh
kinaz inhibitoriiniin ekspresyonunu posttranskripsiyonel olarak engelledigi, NS4A ve
NS4B proteinlerinin her birinin translasyonal inhibisyonda gorev aldigi ve belli bazi
hiicresel proteinlerin yikimini arttirdigi rapor edilmistir (Florese et al. 2002; Qadri et al.
2002; Lee et al. 2002; Lan et al. 2002). Simdiye kadar kanser olusumunda temel role sahip
3 HCV proteini bildirilmistir. Bu proteinler kor proteini, NS3 proteni ve NSS5A
proteinleridir (Anzola 2004).

HCV’nin kor proteini, viral genomik RNA’nin paketlenmesinde gorev alan yapisal bir
protein olmasinin yam sira, pek ¢ok diizenleyici fonksiyona sahiptir. HCV kor proteininin,
pS3 tiimor supressor proteini ile etkilesime girerek, bir siklin bagimli kinaz inhibit6rii olan

1WAFin ekspresyonunu diizenledigi, apoptoz ve hiicre proliferasyonunu ilerlettigi

p2
bulunmustur (Lee et al. 2002; Kwun et al. 2003; Yamanaka et al. 2002). Ayrica, HCV kor
proteini, pS3 timor supressor proteini ailesinden olan p73 proteininin fonksiyonlarini
diizenlemede gorev almaktadir. HCV kor proteini ve p53 proteininin etkilesime girmesi ile
HCYV kor proteini, ¢ekirdek translokasyonu yapar. Buna ek olarak HCV kor proteini, p73a
bagimli hiicre biiylimesini durdurma gorevini p53 tiimor supressor proteinine bagli bir yol
kullanarak yapar. HCV kor proteininin bu sekilde, p73’iin ¢esitli fonksiyonlarimi direkt

olarak etkileyerek, HCV patogenezinde rol oynama ihtimali vardir. (Alisi et al. 2003).

HCV’nin NS3 proteini, hepatokarsinogezdeki etkisini hepatositlerde transformasyona
sebep olarak meydana getirir. Bunun yaninda, NS3 proteini p21WAFl’in promotor
aktivitesini baskilar. Bu etki hiicre tipine 6zel olmamakla birlikte HCV kor proteini ile
sinerjik etki gosterir. Yapilan ¢alismalarda, NS3 proteininin, pS3 proteininin aktivitesini
diizenleme yolu ile p21V** siklin bagimli kinaz inhibitoriiniin transkripsiyonunu

baskiladigi da rapor edilmistir (Kwun ez al. 2001).



HCV’nin NS5A proteininin, hepatokarsinogez olusumundaki anahtar rolii konusunda
heniiz tatmin edici bilgiler elde edilmese de, HCV ile enfekte olan hiicrelerin bu
enfeksiyona cevap olarak olusturulan apoptozu baskiladigi bilinmektedir. Ayrica, pS3’e
bagli apoptozu ve p53 tiimor supressor proteininin baglanmasi gereken spesifik DNA
dizisine baglamasimi engelledigi, ayni zamanda p53 proteininin p21"*F" siklin bagimh
kinaz inhibitorii {izerindeki transaktive edici 0zelligi engelledigi rapor edilmistir

(Majumder et al. 2001).

1.1.4. HCC’nin Olusumu ve Genetigi

Karser olusumu, ¢cok basamakli bir siirecte, degisik karsinojenlerin (kimyasal, fiziksel,
viral) etkisiyle olusan genetik ve epigenetik hasarlanmalarla gerceklesmektedir.
Kanserlerde olusan genetik degisiklikler, kromozomal diizeyde (kromozom kayiplar1) ya da
tek bir niikleotid diizeyinde (tekli ya da ¢oklu baz degisiklikleri ya da DNA promotor
bolgesinin metilasyonu) olabilir. Kanser olusumunun ¢oklu basamaklar1 boyunca tiimor
supressOr genlerde delesyon ya da inaktivasyon ve protoonkogenlerde asir1 miktarda
ekspresyon ve/veya aktivasyon meydana gelmektedir. Bu degisiklikler, nokta mutasyonlart,
gen amplifikasyonu, genin yeniden diizenlenmesi, gen metilasyonundaki degisimler ya da
transkripsiyonel diizenlemedeki degisiklikler ile de olusabilir. Bu genler, gen
ekspresyonunu diizenleme, hiicresel biiylime ve farklilasmay1 diizenlemekle gorevli olan,

hiicresel transdiiksiiyon sistemlerinin proteinlerini kodlar (Alberts et al. 1994).

HCC’nin etyolojisi ve karsinogenezi diger kanser tiirlerinde oldugu gibi cok yonlii ve ¢ok
basamaklidir. HCC’nin ¢ok basamakli olusum siireci inflamasyona sebep olan hepatosit
tahribati, hiicre 6liimii, siroz ve rejenerasyon, displazi ve son olarak HCC olarak ayrilabilir

(Tannapfel ve Wittekind 2002).

Hepatosit tahribati, kronik HBV ve HCV enfeksiyonlar1 boyunca en sik meydana
gelmektedir. Bu enfeksiyonlar fibrozla sonuglanan onlarca inflamasyona neden olurlar.
Hepatik fibroz, stellat hiicrelerin aktivasyonu ve sitokinlerin salmimu ile olusur. Inflamatuar
hiicrelerin de dahil oldugu, karaciger tahribatina kars1 verilen bir yanittir. Hepatik fibrozun
onemli bir 6zelligi ekstraseliiler matriksin birikiminin geri doniislii olmas1 ve nodiillerin

yeterince gelismedigi bir durum olmasidir. Oysa siroz, rejenere nodiillerin olustugu,



parankimanin etrafinin kalin koyu bir serit ile ¢evrildigi, geri doniissiiz bir olusumdur (Burt
1993). Siroz, HCC olusumu icin onemli bir risk artisina sebep olmaktadir. Fakat siroz

olmadan da HCC gelisebilmektedir (Craig et al. 1990).

Hepatokarsinogenez, hepatositlerin fenotipini degistiren genetik degisiklikler boyunca
yavas ilerleyen bir siirectir. Uzun preneoblastik siire¢ boyunca mitojenik yolaklarin
degismesi ile hepatosit dongiisii hizlanir. Bu kronik rejenerasyon siireci displazik
hepatositlerin olusmasimma yol acar. Bu hepatositlerin 6zelligi, genlerinde ve
kromozomlarinda yapisal degisikliklerinin olmasidir. Displazik nodiillerin ve HCC’nin
gelisimi, genlerde ve kromozomlarda geri doniissiiz yapisal degisikliklerin birikimi ile
olusur. Malign hepatosit fenotipi, farkli diizenleyici yolaklarda gorev yapan genlerin

fonksiyonlarini engelleme ile olusabilir (Thorgeirsson ve Grisham 2002).

Karacigerde normal hiicre fizyolojisinde tiimorlesmeye dogru ilerleme olurken 6 temel

degisiklik oldugu belirlenmistir. Bu degisiklikler;

. Biiyltime sinyalinden kurtulma ve kendi kendine iretim

. Anti biiylime sinyallerine kars1 duyarlilik kayb1

= Apoptozdan (programli hiicre 6liimii) kagma

. Daha fazla beslenebilmek icin damar olusturma (anjiyogenez)

. Doku invasyonu ve metastaz yapma

- Simursiz replikasyon potansiyeline sahip olma olarak soylenebilir (Hanahan ve
Weinberg 2000).
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Sekil 1.2. HCC’nin ¢ok basamaklr olusum siireci.

HCC’de yapilan farkli LOH (Loss of heterozygosity: Heterozigozite kaybi, allel kaybi)
caligmalan silinen belli bazi kromozom bdlgelerinin oldugunu gostermistir. Bu bolgeler bir
ya da daha fazla timor supressor genin yerlesmis oldugu bolgeler olabilmektedir. Genomik
hibridizasyon karsilagtirmalari ile kromozomun 1q, 8q ve 17q bolgelerinde gen miktarinda
artisa rastlanirken; 1p, 4q, 8q, 9p, 13q, 16p, 16q ve 17p bolgelerinde gen miktarinda
azalmaya rastlanmistir. Gen miktarinda artis olan bolgelerde kritik onkogenler, gen
miktarinda azalma olan bolgelerde ise tiimor supressor genler bulunabilir. Biitiin genomda
allotipleme calismalar1 yapildiginda, kromozomun 1p, 4q, 6p, 8p, 13q, 16q ve 17p
bolgelerinde LOH sik goriilmiistiir (Tannapfel ve Wittekind 2002). Displazik nodiillerde ise
LOH %350-80 siklikta goriilmiistiir (Thorgeirsson ve Grisham 2002).

1.1.5. HCC’nin Olusumu Sirasinda Aktif Hale Gelebilen letisim Yolaklari

HCC’nin olusumu sirasinda aktif hale gelebilen iic 6nemli iletisim yolagi bulunmaktadir.

Bunlar: Retinoblastoma (Rb) yolagi, pS3 yolagi ve Wnt yolagidir.
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Retinoblastoma yolagi: Rb geninin iiriinii olan retinoblastoma proteini (pRb), G1 fazindan
S fazina gecis sirasinda hiicre dongiisiiniin kontroliinii saglayan bir timor supressor
proteinidir (Chellappan et al. 1991). pRb proteininin fonksiyonu bu proteine fosfat
gruplarinin eklenmesi ya da cikarilmasi ile diizenlenmektedir. pRb, G1 fazindan S fazina
gecis sirasinda hiicre dongiisiiniin kontroliinii, E2F1 transkripsiyon faktoriine baglanip, onu
inaktif hale getirerek gerceklestirmektedir. G1 fazi boyunca E2F1 pRb’ye bagl oldugu icin
E2F1 molekiilii inaktiftir. Boylece E2F1, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi icin gerekli olan
DNA sentezini baslatacak olan genlerin transkripsiyonunu arttiramaz ve hiicre dongiisii
G1/S kontrol noktasinda durur. Hiicreye disardan “biiyiime faktorii ““ uyaris1 geldigi zaman
bu faktorlerin hiicre zarinda bulunan reseptorleri uyarilir. Olusan sinyal hiicre ¢ekirdegine
taginir ve siklin D gibi hiicre dongiisiinii baglatan genlerin transkripsiyonu artar. Siklin D,
CDK4 siklin bagimli kinaza baglanarak bir kompleks olusturur. Bu sekilde aktif hale gecen
kinaz, pRb’yi fosforlayarak inaktif hale getirir. Rb proteini inaktif hale gectiginde E2F1
serbest hale gelerek DNA sentezini baslatacak genlerin ifadesini arttirir (Klug ve Cumming
2003). Ifadesi artan bu genlerden biri de siklin E’dir. Kodladig1 siklin E proteini CDK2
siklin bagimli kinaza baglanarak bu enzimi aktif hale getirir. Hiicre G1 fazindan S fazina
yani DNA sentezinin yapildigr asamaya gecmis olur. Fakat gerekli oldugu takdirde hiicre
dongiisiinii baslatan ¢ogalma uyarisi pl6INK4a ve p2lcipl gibi siklin bagiml kinaz
inhibitorleri tarafindan engellenebilir. HCC hiicreleri, Retinablastoma yolaginda yer alan
siklin D geninde amplifikasyon yolu ile ya da p16INK4a ve retinablostoma gibi genlerin
inaktif hale gelmesi ile hiicre dongiisiinii baskilayan sistemi devre dis1 birakabilirler

(Yamamoto et al. 1999).
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Sekil 1.3. Retinoblastoma yolagi.

P53 yolagi: P53 proteini hiicre dongiisiinii diizenleyen bir timor supressor proteini olmanin
yam sira, DNA zararina kars1 apoptoz’u (programli hiicre 6liimii) indiikleyen onemli bir
role sahiptir (Clarke et al. 1993; Lowe et al. 1993). P53, normal bir sekilde cogalan
hiicrelerde aktif olarak sentezlenir. Fakat MDM?2 proteini p53 proteini ile kompleks
olusturarak onu hizla yok eder. DNA’da hasar olustugu zaman p53 proteininin yikimi
durdurulur. P53 proteininin yikiminin durdurulmasi igin, ya p14ARF proteini MDM?2
proteinine baglanarak, MDM?2’nin p53 ile bir kompleks olusturmasini engeller ya da p53
proteini DNA hasar1 sonucunda aktif hale gelen enzimler tarafindan fosforlanarak aktivitesi
durdurulur. Yikimi durdurulan p53 proteini ¢ekirdege goc¢ ederek siklin bagimli kinaz
inhibitorii olan p21CIiP1 proteinini kodlayan genin transkripsiyonunu artirir. P21CIP1
siklin bagimli kinaz inhibitorii, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi boyunca olusmus olan
siklin/CDK?2 kompleksine baglanir ve bu kompleksin islevini engeller (Klug ve Cumming
2003). Hiicre dongiisii, pS3 proteini ile bu sekilde durdurularak hiicrelerin daha fazla
mutasyona ugramasi engellenmektedir (Stagle et al. 1991; Tokino et al. 1991). HCC
hiicreleri, p53 ve pl4ARF gibi genlerde bu genlerin fonksiyonunu engelleyici mutasyonlar

olusturarak p53 yolagim1 devreden cikarabilirler.
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Sekil 1.4. P53 yolagu.

Wnt yolagi: Normal hiicrede aktif ya da inaktif olabilen bir yolaktir. Aksin, wnt sinyal
yolaginda negatif diizenleyici olarak gorev yapan, APC ve B-kateninin GSK3p tarafindan
fosforile edilmesini kolaylastiran bir iskelet yapi1 proteinidir. Ayrica, transkripsiyonel
aktivasyon i¢in gerekli olan B-katenin miktarinin azaltilmasinda etkilidir. Wnt sinyalinin
yoklugu aksinin GSK3p aracili fosforilasyonuna izin verir ve onun APC ve [-katenine
baglanmasinda etkili olur. Aksin fosforile olduktan sonra APC ve B-katenin ile kompleks
olusturur. APC’nin GSK3p ile fosforilasyonu ise APC aracili GSK3p fosforilasyonunun
artisinin bir sonucu olarak, GSK3p’nin B-katenine baglanmasin1 ve B-katenini fosforile
etmesini saglar. Fosforile edilen B-katenin proteozomlarca parcalanir. Boylece B-katenin
hiicrenin ¢ekirdegine go¢ ederek, TCF’yi (T hiicre faktorii) aktif hale getiremez ve hedef

genlerin transkripsiyonu saglanamaz (Fearnhead ez al. 2001).

Hiicre wnt ligandi ile uyarildig1 zaman, hiicre zarinda bulunan “frizzled” gen ailesinin bir
iyesi olan wnt reseptorii aktif hale gelir ve sitoplazmik bir protein olan “Dishevelled” (Dvl)
transdiiksiiyona ugrar. Dvl proteini, aksin proteini ile bir kompleks olusturur ve onun
defosforilasyonunu indiikler. Bu durum, aksin proteinin APC ve B-katenin proteinleriyle
kompleks olusturma kapasitesinde bir azalmaya yol acar. B-katenin proteinin GSK3[

tarafindan fosforlanmasi1 durur ve [-katenin hiicre sitoplazmasinda birikmeye baslar.
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Biriken [B-katenin proteinleri, hiicrenin c¢ekirdegine go¢ ederek LEF (Lenfoid arttirici
reseptor) ve TCF (T hiicre faktorii) ile bir kompleks olusturarak hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini diizenleyen siklin D ve c-myc gibi hedef genlerin transkripsiyonunu arttirir. Bu
sekilde hiicre dongiisiiniin ilerlemesini kontrol eden pek c¢ok genin transkripsiyonu

arttirilmis olur (Fearnhead ef al. 2001).

Kanser olusumunda, wnt yolaginda meydana gelen mutasyonlar B-katenin proteininin aksin
ve APC proteinleriyle kompleks olusumturmasini engellemekte ve B-kateninin proteininin
degredasyonuna engel olmaktadir. PB-kateninde olusan somatik mutasyonlar HCC
vakalarinin %19-26’sinda gozlenmektedir. Bu mutasyonlar daha c¢ok yanlis anlamli
mutasyonlardir (Tannopfel ve Wittekind 2002). Mutasyonlar, B-katenin proteininin
niikleusta birikmesine neden olmakta ve kolon kanserinde gosterildigi gibi siklin, myc gibi
hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde gorevli bir seri genin transaktivasyonunu saglayan LEF-
TCF transkripsiyon faktorii ailesinin aktivitesini saglamaktadir (Calvisi ef al. 2001). Aksin
de onemli bir B-katenin diizenleyicisidir. HCC vakalarinin %10’unda mutasyona
ugramistir. Somatik APC mutasyonlar1t HCC’de nadir olarak goriilmektedir. Fakat APC
geninin biallelik inaktivasyonunun FAP’l1 (familial adenomotoz poliposis koli) hastalarda
HCC gelisimi olusturabilecegi ve APC geninin 208. kodonunda esey hatti mutasyonlari
olusturabilecegi rapor edilmistir (Su et al. 2001).
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HCC olusumunda; bu yolaklardan baska TGFB, Jak-Stat, Ras, HNFla gibi iletisim
yolaklarinda da degisimler olabilmektedir.

1.2. MDM2 Geni

MDM?2 (mouse double minute 2) geni, ilk olarak kendiliginden transforme olmus fare
hiicre hatlarindaki “double minute” (sentromeri olmayan kiiciik kromatin pargaciklar)
kromozomlarindan elde edilmistir. 1-2 megabaz (Mb) biiyiikliigiindeki bu yapilar {i¢ adet
gen icermektedir. Bu genlerden ikincisine MDM?2 adi verilmistir (Freedman et al. 1999).
MDM?2 geni, fare hiicrelerine aktarildiginda tiimor olusumuna neden oldugundan 1991
yilinda bir onkogen olarak tanimlanmistir. Daha sonra yiiriitiilen calismalarda, pS3 tiimor
supressoOr proteini ile kompleks olusturabilen 90 kilodalton (kD) biiyiikliiglinde bir protein
gozlenmistir. Bu proteinin dizisi ¢ikarildiginda, MDM2 geninin iiriinii oldugu anlasilmistir.
Ayrica MDM?2’nin asirt miktardaki ekspresyonunun p53 aracili aktivasyonu engelledigi
saptanmistir. 1992 yilinda ise MDM2’nin insandaki homologu olan HDM2 (Human double
minute 2), kromozomun 12q13/14 bolgesinde haritalanmistir (Schlott e al. 1997). MDM?2
geninin bilinen en Onemli gorevi p53’l baglayarak onun fonksiyonlarin1 engellemektir.
Fakat MDM2’nin p53’ten bagimsiz olarak da gerceklestirdigi pek ¢ok fonksiyonu vardir
(Ganguli ve Wasylyk 2003).

MDM2’nin bir onkogen olarak is gordiigiinii kanitlayan ek bilgiler, farelerde laktasyon
sirasindaki meme epitellerinin MDM2’yi asirt eksprese etmesinin gozlenmesiyle elde
edilmistir (Lundgren et al. 1997). Farelerde, meme bezlerindeki normal gelisim ve terminal
farklilasma MDM?2’nin yiiksek miktarlarda olusumu ile engellenmektedir. Boylece pek ¢ok
hiicre, kusurlu bir p53 geni iceren hiicrelerin fenotiplerinde oldugu gibi, ¢ok cekirdekli ve
poliploid olmaktadir (Freedman et al. 1999). Ayrica, doku kiiltiiriinde yapilan ¢alismalarda,
MDM?2 klonlarinin aktif hale getirilmis Ras (Rat sarkoma) geni ile isbirligi icinde
bulunarak, rat embriyolarindaki fibroblastlarin (REF) Oliimsiizlesmesine ve
transformasyonuna aracilik ettikleri belirlenmistir (Finlay et al. 1993). MDM2 geni, insan
timorlerindeki fonksiyonlarina bakilarak da bir onkogen olarak simiflandirilabilir.
MDM2’nin tiimor olusturma potansiyeli, insan tiimorlerinde asir1 miktarda eksprese
edilmesi ile belirlenmistir. Bu asir1 ekspresyon; gen amplifikasyonu (Oliner et al. 1992)

transkipsiyon artis1 ya da translasyon artisi sebebi ile olabilir (Landers et al. 1994).
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Yumusak Doku Sarkomasi, Osteosarkoma, Rhabdomyosarkoma (Meddeb et al. 1996),
Glioblastoma, Astrocytoma (Reifenberger et al. 1993), B Hiicreli Kronik Lenfositik
Losemi, Akut Myeloid Losemi, Akut Lenfoblastik Losemi, Non-Hodgkin Lenfomasi
(Watanabe er al. 1994), Oral Skuamoz Hiicre Karsinomasi, Meme Karsinomasi
(Matsumura et al. 1996) ve Malign Melanoma (Poremba et al. 1995) MDM?2’nin asir1
miktarda eksprese edildigi tiimor tipleridir. Insan tiimérii tiirevi olan hiicre hatlar1 da,
MDM2’yi asir1 miktarda eksprese etmektedir ve bu hiicre hatlart MDM2’nin asir1 miktarda
ekspresyonunun  kiiltiirdeki  hiicreler {izerinde etkilerini  belirlemek amaciyla
kullanilmaktadirlar. Bu amagla kullanilan hiicre hatlar1 Osteosarkoma (Gracia et al. 1996),
Rhabdomyosarkoma (Keleti et al. 1996), Noroblastoma, Glioblastoma (Corvi et al. 1995),
Meme Karsinomasi (Sheikh et al. 1993), Melanoma ve Choriokarsinoma’dan (Landers et

al. 1994) elde edilmektedir.

MDM?2 ve kanser arasinda belirlenen iliskilere ilave bilgiler, normal dokularinin MDM2’yi
asir1 miktarda eksprese ettigi kansere egilimli olan “Li-Fraumeni” sendromunun
tanimlanmasiyla elde edilmistir. Bu bireyler iki yaban tip p53 alleline sahiptirler ve p53 ile
indiiklenen bir gen olan p21 genini asir1 miktarda eksprese etmezler. Bu durum MDM?2 nin
asir1 ekspresyonunun p53’ten bagimsiz oldugunu gostermektedir (Picksley er al. 1996).
“Li-Fraumeni” sendromlu bireylerin normal dokularinda MDM2’nin asir1 miktarda
ekspresyonu, MDM2’nin bu bireylerde yiiksek miktarda olan tiimor insidansina direkt

olarak etki edebilecegini diisiindiirmektedir (Freedman et al. 1999).

1.2.1. MDM2 Gen Yapisi ve Protein Bolgeleri

MDM?2 geni, yaklasik 25 kb biiyiikliigtindedir ve en az 12 ekzon icermektedir (Montes de
Oca Luna et al. 1996). P1 ve P2 olmak iizere iki promotoru bulunur. P1 promotoru birinci
ekzonun Oniinde bulunur ve p53’iin baglanabilecegi bir dizi icermez. P2 promotoru ise
birinci intronun i¢indedir ve p53’iin baglanabilecegi diziyi icerir. Her iki promotor da
guanin (G) ve sitozin (C) niikleotitleri sayis1 bakimindan zengindir ve G ve C’den zengin
promotorlarda gozlenen c¢oklu baslama bolgeleri her iki promotorda da bulunmaktadir
(Jones ve et al. 1996). Pek cok hiicre hattinda, MDM2 mRNA’sinin ve proteinlerinin
izoformlarma rastlanmaktadir. Ornegin, MDM2’nin orijinal olarak klonlandigi 3T3-DM

(3T3 double minute) hiicrelerinde biiyiikliikleri 57-90 kilodalton (kDa) arasinda degisen
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bes farkli MDM2 polipeptidi bulunmaktadir (Olson 1993). Ayrica, insan ve fare
hiicrelerinde en az yedi MDM2 transkripti tanimlanmistir (Fakharzadeh ef al. 1991; Oliner
et al. 1992 ). Bu transkriptler, MDM2‘nin i¢ kisimlarindaki “splays™ (splays: intronlarin
RNA’dan kesilip cikarilarak ekzonlarin birlestirilmesi islemi) bolgelerinin kullanilmasiyla

ortaya ¢cikmaktadir.

MDM?2 proteini ortalama 491 amino asitten olusmaktadir. MDM?2 proteini Zebra
baligindan insana kadar bir ¢ok tiirde korunmus olan ¢esitli bolgeler icerir (Marechal et al.
1994). Ik korunmus bolge 19-102 amino asitleri arasinda yer alan p53 baglanma (“p53
binding”) bolgesidir. Bu bolge, MDM?2’nin, p53 proteininin transkripsiyonunu aktive etme
gorevini etkisiz hale getirmesi i¢in gereklidir (Chen et al. 1995). 181-185 amino asitleri
arasinda yer alan ‘“‘cekirdege yerlesme dizisi”’( NLS: nuclear localization sequence)
bolgesi, MDM2’nin cekirdek ve sitoplazma arasinda aracilik etmesi icin gereklidir. Bir
sonraki korunmus bolge, 221-272 amino asitleri arasinda yerlesmis olan, %40 glutamik asit
ve aspartik asit rezidiileri iceren “asidik” bolgedir. Bu bolge MDM?2’nin ribozomal protein
L5 ve 5S ribozomal RNA (rRNA) ile etkilesimde bulunmasina aracilik eder (Marechal et
al. 1994). Bu asidik bolgeyi 305-322 amino asitleri arasinda yer alan “cinko parmak™ (zinc
finger) bolgesi takip eder. MDM?2 proteininin son korunmus bolgesi, karboksil ucunda 438-
478 amino asitleri arasinda yer alan “yliziik parmak™ (ring finger) bolgesidir. Bu bolge ise
iki adet “¢cinko parmak” (zinc finger) yapisi icermekte ve MDM?2 nin in vitro daki yapilara

ve spesifik RNA dizilerine baglanmasini saglamaktadir (Elenbaas et al. 1996).

NLS Asidik Cinko parmak Yiiziik parmagi
P53 baglama bolgesi bolgesi bolge bolgesi (ZF) bolgesi (RF)

! P !
[ N N o I o I I S

19-102 181-185 223-274 305-322 438 & 478
TFIIE baglama bolgesi L5 baglama bolgesi 5 5 :
(1.222) (159-383) RNA baglama bolgesi
E2F1 baglama bolgesi TBP baglama bolgesi
(1-220) (120-222)

Sekil 1.6. MDM? protein yapist.
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1.2.2. MDM2 ve P53 iliskisi

MDM?2 proteini, p53 proteininin fonksiyonlarini diizenleme konusunda temel bir rol oynar.
P53, hiicre boliinmesini inhibe eden, hiicrenin normal biiyiimesi i¢in gerekli olan bir hiicre
dongiisii kontrol elemamidir. P53 geninin {iriinii olan p53 proteini, DNA’da hasar
oldugunda hiicre boliinmesini durdurur ve hasarin tamiri i¢in hiicreye zaman kazandirir.
Eger bu hasar cok biiyiikse, hiicreyi apoptoz yani programli hiicre oliimiine gotiiriir (Lowe
et al. 1994). Normal hiicrelerde pS3 ve MDM2 bir denge i¢inde sentezlenmektedir. P53,
kendi inhibitdrii olan MDM2’nin ekspresyonunu artirarak hiicredeki bu dengenin
korunmasini saglamaktadir. Hiicrede bir hasar meydana geldiginde ya da hiicre,
bolinmemesi yolunda bir sinyal aldiginda p53 ve MDM?2’de meydana gelen bazi
modifikasyonlar, bu iki protein arasindaki etkilesimi inhibe ederek, p53’iin aktif kalmasini
saglar. Fakat MDM?2 geni asir1 eksprese oldugu zaman, pS3 proteininin yikimi fazla olur ve
p53 fonksiyon goremez (Roth ef al. 1998; Freedman et al. 1998). MDM2 proteini, p53
proteininin fonksiyonlarini negatif olarak diizenlerken her iki protein ‘“otodiizenleyici
geribildirim dongiisii” (autoregulatory feedback loop) adi verilen bir yolakla hareket eder.
Bu yolakta, 6nce p53 proteininin MDM?2 genine baglanip onu aktif hale getirmesi, daha
sonra aktif hale gecen MDM?2 proteininin p53 proteinini inhibe etmesi s6z konusudur

(Piette er al. 1997).

MDM2’nin p53 tarafindan aktif hale getirildigi ilk olarak, yapilan bir caligmada p53’iin
1siya duyarli formunun kullanilmasiyla anlasilmistir. MDM2’nin ekspresyonu, p53’iin
fonksiyon gorebilmesi icin uygun olan bir sicaklikta artmistir. P53, MDM2’nin p53
baglama bolgesine baglanarak bu ekspresyon artisimi direkt olarak gerceklestirmektedir.
MDM?2’nin p53 ile aktif hale getirildigi, hiicre hattinda yapilan calismalarla da
kanitlanmigtir. Hiicrelerin ultraviyole (UV) radyasyonuna maruz kalmasindan sonra,
MDM?2 transkriptlerindeki ve protein seviyelerindeki artislarin, hiicrelerdeki p53
proteininin varligina bagh oldugu goriilmiistiir (Reinke et al. 1997). Biitiin bu calismalar
p53’iin dogru fizyolojik kosullar altinda DNA hasarina cevap olarak, MDM?2 geninin

ekspresyonunu aktif hale getirdigini gostermektedir.

MDM2’nin, p53’iin hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurma ve apoptozu indiikleme

fonksiyonlarini inhibe etme yeteneginde oldugu, memeli hiicre kiiltiiriinde yapilan
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transfeksiyon ¢alismalarinda ve farelerde yapilan calismalarda da kanitlanmistir (Chen et
al. 1996). Fare embriyolarinda yapilan calismalarda, MDM?2 gen aktivitesi bulunmayan
embriyolarin, gelisimlerinin erken asamasinda oldiikleri gozlenmistir (Momand et al.
2000). P53 fonksiyonlarin, MDM?2 tarafindan inhibe edilmesi farelerde embriyonik
olusumun erken safhalarinda gerekli bir olaydir. Bu sonug, hiicrelerin normal gelisimlerini
saglamak icin, p53 ve MDM2nin dengeli ekspresyonuna gereksinim duyduklarini

gostermektedir.

1.2.2.1. MDM2 ve P53 iliskisinin inhibisyonu

Hiicrede bir hasar meydana geldiginde ya da hiicre boliinmemesi yolunda bir sinyal
aldiginda, p53 ve MDM2 arasindaki etkilesimi inhibe eden modifikasyonlar; P53’iin
fosforilasyonu, MDM2’nin fosforilasyonu ve MDM2 fonksiyonunun p14ARF proteini ile

engellenmesidir.

P53’iin fosforilasyonu: Yapilan c¢aligmalarda DNA hasar1 sonucu, p53’iin DNA bagiml
protein kinaz (DNA-PK) tarafindan 15. serin amino asitinden fosforile edildigi ve bu
nedenle MDM?2’nin p53’e baglanamadig1 ve p53’iin aktiflestigi gdzlenmistir (Shieh et al.
1997). Ayrica DNA hasar1 ve iyonize edici radyosyon sonucunda p53’iin ATM proteini
(Genetik bir hastalik olan Ataksia telengiectasia’den sorumlu olan genin {iriinii) tarafindan
15. serin amino asitinden fosforile edildigi ve boylece aktiflestigi gdzlenmistir (Banin et al.
1998; Canman et al. 1998). ATM, DNA kiriklarinda olusan hiicresel cevabi diizenleyen bir
proteindir. Bu proteinin hiicresel hasar durumunda p53’ii fosforile ederek, P53-MDM?2
iliskisini bozdugu ve boylece hasarin tamiri i¢in hiicreye zaman kazandirilmasina yardimci
oldugu diistiniilmektedir (Canman er al. 1998). Ayrica yapilan bir calismada, p53’iin
iyonize radyasyon sonucu 15. serin amino asitinden fosforile edilmesi CK1 (Caseine
Kinase 1: Kazein kinaz 1) ya da CK1 benzeri enzimlerin p53’iin 18. treonin (Thr) amino
asitinden fosforile edilmesini sagladigi ve p53’tin MDM2’ye baglanmayip aktif kaldig
soylenmektedir (Sakaguchi et al. 2000).

MDM2’nin fosforilasyonu: MDM2’nin iki énemli fonksiyonel bolgesi olan p53 baglanma
ve ubikutinasyondan sorumlu bolgelerinde, MDM2’nin fosforilasyonu ig¢in bolgeler

bulunmaktadir (Hay er al. 2000). MDM?2’nin c¢ift zincirli DNA kiriklarinda aktive olan
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DNA bagimli protein kinaz (DNA-PK) tarafindan 17. serin amino asitinden fosforile
edilmesi, MDM2’nin p53 ile kompleks olusturmasim engellemekte ve bdylece pS53’iin

aktiflesmesi saglanmaktadir (Mayo et al. 1997).

MDM?2 fonksiyonunun p14ARF proteini ile engellenmesi: p14ARF, p14INK4a geninden
alternatif okuma cercevesi ile sentezlenen bir proteindir (Chin et al. 1998). P14ARF
geninin iiriinii, MDM2’ye baglanarak MDM?2’yi inhibe eder ve p53’iin aktiflesmesinde rol
alir. P14ARF’ nin MDM2’ye baglanmasi, MDM?2’nin p53 ile iliski kurmasini engelledigi
gibi MDM2’nin parcalanmasint da uyarmaktadir (Pomerantz et al. 1998; Zhang et al.
1998).

1.2.2.2. MDM2’nin P53 Fonksiyonlarim1 inhibe Etmesi

Yapilan arastirmalarda, MDM2 proteininin p53 proteininin timor supressor olarak
gerceklestirdigi fonksiyonunu bir ka¢ farkli mekanizma ile engelledigi belirlenmistir.
Birinci mekanizmada, MDM?2, p53’iin fonksiyonlarin1 p5S3’iin transkripsiyonu aktive edici
olarak kullandig1 bolgeye baglanarak engeller (Lin ef al. 1994; Lu et al. 1995). MDM2 bu
bolgeye baglanabilmek icin transkripsiyon faktorii kompleksi TFIID ile rekabet etmektedir.
Bu sekilde p53’iin transkripsiyonu aktive etmek icin kullandig1 bolgeyi maskeler ve p53’iin

fonksiyonunu inhibe eder (Thut et al. 1997).

MDM2’nin p53 aktivitesini engelledigi diger bir mekanizma, pS3 protein seviyesini negatif
olarak diizenlemektir. Cesitli hiicre hatlarinda, P53 ve MDM2 birlikte transfekte
edildiginde, p53 proteini miktarinda, p53’iin tek basina transfeksiyonuna gore azalma
goriilmiistiir. P53 proteininin seviyesindeki bu azalma, MDM2’nin p53’iin yar1 Omriinii
azaltarak p53’ii inhibe etme yeteneginden kaynaklanmaktadir (Kubbuhat et al. 1997; Haupt
et al. 1997). MDM2, p53’i hiicrenin cekirdeginde baglamakta ve p53 ile birlikte
sitoplazmaya gog¢ ederek, pS3’iin proteozomlar tarafindan parcalanmasini indiiklemektedir
(Roth er al. 1998) ya da MDM?2 proteini karboksil ucundaki “cinko panmak™ bdolgesini
kullanarak “E3 ubikutin ligaz” (E3 ubiquitin ligase) aktivitesi yapar ve p53 proteininin
inhibisyonuna direkt olarak etki etmektedir (Honda et al. 1997).
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MDM2’nin p53’iin fonksiyonunu, p53’iin protein seviyesini diisiirerek engellemesi, p53’iin
transkripsiyonu aktive etmek icin kullandig1 bolgeyi direkt baskilamasindan daha etkili bir
mekanizmadir. MDM?2’nin p53’iin fonksiyonlarini, transkripsiyon aktivasyonuna aracilik
etme yontemi ile engellemesi, p53’iin apoptozu indiikleme ve DNA tamirinin artmasini
saglama gibi diger fonksiyonlarin1 yapmasina engel olmaz. Fakat p53 proteinini
parcalamak i¢in hedeflemek, p53’iin transkripsiyonel aktivasyona ek olarak gerceklestirdigi
biitiin aktivitelerini de engellemektedir (Freedman et al. 1999).

MDM2’iin p53 fonksiyonunu engelledigi son mekanizma, p53’iin asetilasyonunu inhibe
etmektir. P300 gibi koaktivatorler p53’iin amino ucuna baglanir ve karboksil ucundaki lizin
amino asitinden asetile olmasim saglar. Bu asetilasyon, p53’iin DNA’ya diziye 6zel bir
sekilde baglanmasini hizlandirir. MDM2, p53’iin p300 aracili asetilasyonunu inhibe ederek
pS53’iin transkripsiyonu aktive etme fonksiyonunu inhibe etmektedir (Ito et al. 2001).
Ayrica MDM2-p300 kompleksi p53’iin MDM2 aracili parcalanmasinda da rol almaktadir
(Grossman et al. 1998).

p53 geni

B B e—
053 ., / H:ﬁ.:—/é—(:)— mdm2 geni

Ekzon T T Ekzonll  Ekzon TII
s @
proteini

N\

e 7.3
gekirdek
e
l sitoplazma

Transaktivasyon DNA baglama
bolgesi bolgesi TE—— w
p

proteini

ubikutinasyon

Sekil 1.7. MDM?2 ve p53 proteini iliskisi. A) MDM?2’nin p53 ile aktif hale getirilmesi. B) p53’iin
transaktivasyon bolgesinin MDM?2 ile baskilanarak p53 fonksiyonunun engellenmesi. C) p53’iin MDM?2
proteini ile parcalanmasi.
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1.2.3. MDM2’nin P53’ten Bagimsiz Fonksiyonlar:

MDM?2, p53’e baglanarak onun bir timor supressor proteini olarak gerceklestirdigi
fonksiyonlarin1 engelledigi gibi, p53’ten bagimsiz fonksiyonlarda da bulunarak timor
olusumuna katkida bulunmaktadir. Yapilan calismalarda, hem MDM?2 geninin asir1
eksprese oldugu, hem de p53 geninde mutasyon tasiyan tiimorlere sahip bireylerin, bu iki
degisimden yalnizca birini tasiyan bireylere gore daha kotii bir prognoza sahip olduklari
anlasilmistir (Cordon-Cardo et al. 1994). MDM2 geninin onkogen aktivitesinin yalnizca
p53 proteininin fonksiyonlarmi inhibe etmek olmadigi, tiimor gelisimine avantaj
saglayacak diger fonksiyonlara da sahip oldugu bu gozlemle elde edilmistir. Yapilan
caligmalarda laktasyon sirasinda meme epitel hiicrelerinde MDM2 genini asir1 miktarda
eksprese eden transgenik farelerde meydana gelen azalmis beze gelisimi, terminal
farklilagsma yoklugu ve poliploidi gibi fenotipler bu farelerde pS3 geninin bulunmamasina
ragmen gOriilmistir (Lundgren et al. 1997). Boylece, MDM2 nin p53 yoklugunda
meydana getirdigi timor benzeri Ozelliklerin, MDM2’nin  p53’iin  fonksiyonlarini

engelleme fonksiyonundan bagimsiz oldugu goriilmektedir.

MDM2’nin etkilesimde bulundugu diger proteinler arasinda E2F1, Rb, p73, MTBP,
TAFII250 ve Numb sayilabilir:

MDM?2 ve E2F1: E2F1 hiicre dongiisiiniin kontroliinde gdrev alan, hiicrenin boliinmesini
ya da apoptoza gitmesini diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. E2F1 hiicre duragan
evredeyken Retinoblastoma (Rb) tiimor supressor proteinine baghdir. Hiicre boliinme
yoniinde uyarildiginda Rb hiperfosforile duruma gecer ve E2F1’den ayrilir. Serbest E2F1
hiicre dongiisiinde ve DNA sentezinde gorev alan proteinlerin sentezini saglar ve hiicrenin
G1 fazindan S fazina gecmesine yardimci olur. E2F1’in diizenleyici proteini olan Rb’nin ve
E2F1’in promotorlarinda E2F1 baglanma bdlgeleri bulunmaktadir. Ayrica, E2F1°nin fazla
sentezlenmesi hiicreyi apoptoza gotiirebilmektedir. E2F1 hiicreyi p53°ten bagimsiz bir
yolla apoptoza gétiiriirken bu fonksiyonu p53 tarafindan hizlandirilmaktadir (Black et al.
1999). E2F1, DPI ile heterodimer olusturarak DNA’ya baglanmakta ve transkripsiyonu
aktive edici fonksiyon gostermektedir. Yapilan c¢alismalarda, MDM2’nin E2F1/DP1

kompleksinin transkripsiyonel aktivasyonunu arttirdigi gozlenmistir (Martin et al. 1995).
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Ayrica MDM2 E2F1’in apoptozun meydana gelmesi sirasindaki fonksiyonunu inhibe

etmektedir (Loughran et al. 2000).

MDM?2 ve Rb: Rb, kromozomun 13q14 bolgesinde yerlesmis olan bir timor supressor
proteinidir. Hipofosforile durumdayken E2F1 ile etkilesime girerek hiicrenin G1 fazindan S
fazina gecisini engeller. MDM?2 fiziksel ve fonksiyonel olarak Rb ile etkilesime girmekte
ve Rb’nin biiyiimeyi diizenleyen fonksiyonunu engellemektedir (Xiao et al. 1995).
MDM2’nin Rb’ye baglanmasi p53 aracili transaktivasyonu engellerken, p53 aracili
apoptoza izin vermektedir. Bunlara ilaveten Rb MDM2’ye, E2F1/DP1’e baglandig kismi
ile baglanmaktadir. MDM?2’nin Rb’ye baglanmasi, Rb’nin E2F1’e baglanmasini
engellemekte ve boylece E2F1 serbest kalarak hiicrenin S fazina gecisini saglamaktadir
(Momand et al. 2000). MDM?2 bu sekilde hem direkt hem de indirekt olarak E2F1’i
aktiflestirmektedir.

MDM?2 ve p73: P73, p53 ile onemli miktarda benzer dizileri tasiyan, pS3 proteini
ailesinden bir proteindir. P53 bagimli genlerin diizenlenmesinde ve apoptozda gorev
almaktadir (Momand et al. 2000). MDM2 p53’e baglandig1 gibi p73’e de baglanabilmekte
ve p73’iin transaktivasyon ve apoptoz 6zelligini engellemektedir (Dobbelstein et al. 1999).

Fakat p53°te oldugu gibi p73’iin parcalanmasina aracilik etmemektedir (Zeng et al. 1999).

MDM2 ve MTBP: MTBP, Mark T. Boyd ve arkadaslar tarafindan izole edilen ve
MDM2’ye baglandig1 gosterilen yeni proteinlerden biridir. Bu protein, hiicre biiylimesini
negatif olarak diizenler ve p53’den bagimsiz bir yolla G1 fazinin durdurulmasini arttirir.
Yiiksek oranda ifade buldugunda MDM2’ye baglanmakta ve G1 fazinin durdurulmasini
indiiklemektedir (Boyd et al. 2000).

MDM?2 ve TAFII250: MDM2’nin bir transkripsiyon faktorii olan TAFII250 ile etkilesime
girmesi siklin A geninin promotorunu uyarir ve siklin A proteininin sentezinin artmasina
yardimci olur. Siklin A, S fazindan G2 fazina ge¢mek icin gerekli bir proteindir. Siklin
A’nin sentezlenmesi hiicrenin S fazina gecmesini hizlandirir ve hiicrenin biiylimesi icin
gerekli olan tutunma gereksimini ortadan kaldirir. MDM?2-TAFII250 kompleksi direkt ya
da indirekt olarak siklin A geninin promotorunu uyarir ve siklin A sentezinin artigina neden

olarak hiicreyi S fazina gegme yoniinde uyarir. (Leveillard et al. 1997).
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MDM?2 ve Numb: Numb, hiicre farklilagmasinda ve boliinmesinde gorev alan ve hiicrenin
kaderini belirleyen bir proteindir. Numb’un bazi izoformlar1 hiicre boliinmesi ile iliskili
iken bazi izoformlar da hiicre farklilagsmasinda gorevlidir. MDM2 asir1 sentezlenmis Numb
ile etkilesime girerek onun cekirdekte kalmasimi saglar ve bu da hiicredeki genel Numb
miktarinin azalmasina neden olur. MDM?2 bu sekilde hiicrenin farklilagsma ve hayatta kalma

siirecini etkileyebilmektedir (Juven-Gershon et al. 1998).

Ayrica MDM2 proteini, merkez bolgesinde bulunan asidik bolge yardimi ile ribozomal bir
protein olan L5 ve onunla iliskili olan 5S rRNA ile etkilesimde bulunmaktadir. Yine,
“cinko parmak” bolgesini kullanarak spesifik RNA dizilerine baglanmaktadir (Elenbaas et
al. 1996). Yapilan caligmalar, bu etkilesimlerin MDM?2’nin translasyon kontroliinde ya da
ribozom biyogenezinde bir rol {iistlenebildigini gostermektedir. Fakat bu konuda heniiz

yeteri kadar bilgi bulunmamaktadir (Freedman et al. 1999).

1.4. MDM2 Genindeki MbolI ve NlaIV Polimorfizmleri ve Fonksiyonel Onemleri

Kanser cevresel ve genetik faktorlerin etkilesimi ile ortaya ¢ikan kalitsal bir hastaliktir.
Giintimiizde c¢evresel faktorlerin rolii ile ilgili yapilan ¢aligmalarin yanisira bireylerin
kansere hassasiyeti artirdig1 diisiiniilen polimorfizmlerle ilgili pek cok calisma mevcuttur.
Fakat Karaciger Kanserinde hassasiyet artisina neden olan polimorfizmlerle ilgili ¢calisma

bulunmamaktadir.

2000 yilinda Taubert ve arkadaslar1 tarafindan insan MDM2 onkogeninin 354.kodonunda
bir polimorfizm tanmimlanmistir. Bu polimorfizm, MDM2 geninin 11. ekzonuna yerlesmis
olan 548 baz ciftlik bir parca icinde yer almaktadir. Polimorfizme sahip olan bireylerde
Adenin niikleotitinden Guanin niikleotitine bir degisim olmakta fakat polimorfizm
kodlanan aminoasiti degistirmemektedir. Yumusak doku Sarkomasinda yapilan bu
polimorfizm caligmasinda saglikli kan vericiler ve Yumusak Doku Sarkomali hastalar
karsilastirildiginda polimorfizmli hastalar ortalama 38 ay hayatta kalirken, polimorfizmsiz
hastalarin ortalama 57 ay hayatta kaldiklar1 belirlenmistir.Fakat bu calisma diinyada bu

polimorfizmle ilgili yapilmis tek calisma durumundadir.
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1993 yilinda Heigway ve arkadaslar1 tarafindan insan MDM2 geninde Meme kanserinde
allelik imbalans1 belirlemede kullanilabilecegi diisiiniilen bir polimorfizm caligmasi
yapilmistir. Bu polimorfizm MDM?2 geninin 5’ucunda translasyona ugramayan bir
bolgesinde tanimlanmistir. Bu ¢alisma da diinyada bu polimorfizmle ilgili yapilmis tek

calisma durumundadir.

1.5. Calismanin Amaci

Nedeni tam olarak bilinmeyen genetik ve ¢evresel faktorlerin etkili oldugu kanser cok
faktorlii bir hastaliktir. Genetik bir yatkinligin kansere duyarlili§i artiracagi goriisii
hakimdir. Karaciger Kanseri diinyanin pek ¢ok yerinde milyonlarca insanin 6liimiine sebep
olan kanserlerin basinda gelmektedir. MDM2 geninde Mboll polimorfizmi ile ilgili yapilan
calisma Karaciger Kanseri olusumunda bireysel duyarliligin belirlenmesinde etkili olabilir.
Ayrica MDM2 geninde yapilan bir bagka polimorfizm ¢alismasi olan NlalV polimorfizmi
de karacegir kanserinde allelik imbalans: belirlemede bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Bu
calismanin amaci, Tiirk popiilasyonunda hasta ve kontrol grubunda bu polimorfizmlerin

incelenmesidir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Hastalar
Calismamiza Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji klinigine bagvuran
kisilerden histopatolojik olarak Hepatoseliiller Karsinom tanisi almig 55 hasta dahil

edilmistir. Kontrol grubu olarak ise 104 saglikl kisi alinmistir.

Hastalardan ve kontrol grubunu olusturan kisilerden DNA izolasyonlar1 yapilmak iizere

EDTA’l1 tiiplere kan alinmig ve DNA izolasyonlar1 bekletilmeden yapilmustir.
2.1.2. Primerler
Yapilan polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PZR) kullanilan primerlerin timi MWG

Biyoteknoloji sirketi (MWG Oligo Syntheselabor, Almanya) tarafindan sentezlenmis ve bu

primer dizileri Cizelge 2.1’ de verilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primer dizileri.

Primer No Primer Dizisi (5'—3' yoniinde) Kaynak
Pl GCT GAC TAT TGG AAA TGC AC Schlott ve ark., 1997
P2 ATT GGT TGT CTA CAT ACT GG Schlott ve ark., 1997
P3 GCG CGA GCT TGG CTG CTT CT Heighway ve ark.,1994
P4 TCC CTC AAG ACT CCC CAG TTT Heighway ve ark.,1994
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2.1.3. Kimyasallar

Agaroz

Amonyum Asetat
Borik Asit
Bromofenol Mavisi
EDTA

Etidyum Bromid
Fikol

Mutlak Etanol
NaCl

Na,EDTA
Proteinaz K

SDS

Tris HC1

Ksilen Siyanol
O©X174/BsuRI (Haelll)

2.1.4. Restriksiyon Enzimi

Quantum Biotechnologies
Sigma, Almanya

Merck, Frankfurt, Almanya
Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya
Biochrom, Almanya
Kimetsan, Tiirkiye
Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

MBI Fermentas, Litvanya

Restriksiyon pargacigl uzunluk polimorfizmi (RFLP) reaksiyonunda gerekli enzim, tanima

dizisi ve kesim bolgesi, bu enzim i¢in gerekli tampon ¢ozelti, enzimi saglayan firmalar ve

enzimin ¢alismasi i¢in onerilen uygun sicaklik Cizelge 2.2’de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Calismada kullanilan restriksiyon enzimi.

Restriksiyon Kesim Bolecsi T Co2lti(1) Uygun Uretici Fi
esim Bolgesi ampon Cozelti retici Firma
Endoniikleaz & P Sicaklik

oo

NEBuffer2
50 mM potasyum asetat,
5"GGN|NCC.3’ 20 mM Tris-asetat, 10 37 BioLabs, Beverly, MA,
3".CCN|NGG.5’ mM magnezyum asetat, 1 USA
mM Dithiotreitol pH 7,9
(25°C’de)

NlalV

2.1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Malzemeler

PZR i¢in 5U/ul Thermus aquaticus DNA Polimeraz enzimi, 10X PZR tamponu (750 mM
Tris-HCL (25°C’de pH 8.8), 200 mM (NH4)>SO4, %0,1 (Tween 20), 25 mM MgCl,) iceren
Taq DNA Polimeraz (MBI Fermantas, Litvanya) seti kullanildi. Set ayrica her biri 100 mM
olan dATP, dTTP, dGTP, dCTP (QBiogen, Almanya) icermektedir. PZR reaksiyonlari, 0,2
ml’lik tiipler (Greiner Bioone, Avusturya) igerisinde “Eppendorf Mastercycler Personal”

kullanilarak yapildi.

2.1.6. Standart Cozeltiler ve Tamponlar

Calismada kullanilan standart ¢ozelti ve tamponlarin icerikleri Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Calismada kullamilan ¢ozeltilerin ve tamponlarin igerikleri.

Standart Cozelti ve Tampon Icerik

Tris-borik asit- EDTA tamponu (TBE) (10X) 108 g Tris HCl (0,9 M), 55 g borik asit (0,9 M), 20 ml 0,5
(11) M EDTA, ddH,0 ile 1000 ml’ye tamamlandi.
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Cizelge 2.3. Devam Calismada kullanilan ¢ozeltilerin ve tamponlarin icerikleri.

Niikleoliz tamponu 10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl, 2 mM Na,EDTA

148 g (9,6 M) amonyum asetat, su ile 200 ml’ye

Doymus amonyum asetat ¢cozeltisi
ymus y ¢ tamamlandi.

10 g SDS (AppliChem GmbH, Darmstadt), 100 ml’ye

SDS (sodyum dodesil siilfat) (%10) JdH-O ile tamamland
2 .

Agaroz jel yiikleme tamponu (6X) % 15 fikol, % 0,05 bromofenol mavisi, 0,05 ksilen siyanol

2.2. Yontem

2.2.1. DNA izolasyonu

EDTA’] tiipler icerisindeki 15 ml’lik kan 6rnegi, +4°C sicakligindaki 35 ml distile su ile 5
dakika hizlica calkalandi. Daha sonra 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda siiziintiiniin {istiinde kalan sivi atildi ve geriye kalan siiziintii lizerine +4°C
sicakligindaki distile sudan 25ml eklenerek kuvvetlice calkaland1 ve 2000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Stiziintiiniin iistiinde kalan siv1 atild1 ve geriye kalan siiziintii 3ml
Niikleoliz tamponu, 200 pul %10’luk SDS ve 150 ul proteinaz K (10mg/ml) icinde vorteks
yardimu ile ¢oziildii. 37°C’de bir gece bekletildi. Daha sonra bu ¢ozeltinin iizerine 2 ml
amonyum asetat eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra, 3500 rpm’de
20 dakika santrifiij edildi. Siiziintiiniin iizerinde kalan siv1 baska bir tiipe alinarak iizerine
hacminin 2 kat1 kadar mutlak etanol eklendi. Kisa bir siire bekletildikten sonra, tiip yavasca
cevrilerek genomik DNA’nin toplanmasi saglandi. Genomik DNA, daha once icine 1ml
distile su konulmus olan steril tiipe bir pipet ucu yardimiyla aktarildi ve su iginde
coziinmesi saglandi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonu ve safligt RNA/DNA metre
(Pharmacia Biotech, GeneQuant, Ingiltere) kullanilarak ol¢iildii.
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2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kandan elde edilen genomik DNA’nin ¢ogaltilmas: i¢cin PZR teknigi kullanildi. PZR,
hacmi 0,2ml olan steril reaksiyon tiiplerinde (Greiner Bioone, Avusturya) gerceklestirildi.
Her bir reaksiyon i¢in hazirlanan PZR karistminin son hacmi, ddH20 ile 50 ul’ye
tamamlandi. Cogaltilan tiim hedef gen bolgesi i¢in hazirlanan PZR karisiminda, 100ng
genomik DNA, 1,25 iinite (U) Taq polimeraz enzimi, 5 pl, 2 mM dNTP (her birinden 0.5
mM), her biri 20 pmol/ul olmak iizere “forward ve reverse” primerler kullanildi. Cogaltilan
hedef bolgelere 0zgiil olarak eklenen MgCI2 miktari, primerler, PZR baglanma ve uzama
sicakliklart ile dongii sayilar1 Cizelge 2.4’te verilmistir. Mboll bolgesi PZR’si i¢in 5 dakika
95°C ve NlalV bolgesi PZR’si icin 2 dakika 94°C baslangi¢ denatiirasyon sicakligl ve tiim
PCR i¢in 7 dakika 72°C son uzama sicakligi kullanilmistir.

Cizelge 2.4 Uygulanan PZR icerigi ve kosullari.

.. . MgCl, Reaksiyon N
Hedef Bolge Primerler Konsantrasyonu Kosullar: Dongii Sayist
MDM2/Mboll Pl 0.5 mM 95°C 45 sn 53°C 40
P2 60 sn
P 94°C 60 sn
MDM2/NlalV P4 1,5 mM 54°C 60 sn 35
74°C 60 sn

2.2.3. Restriksiyon Enzim Analizi

Restriksiyon enzim (RE) analizi iiretici firmanin Onerilerine uygun olarak kullanildi.
Reaksiyon toplam 20ul’lik hacimde gerceklestirildi. Restriksiyon enzim kesimi icin
Cizelge 2.2°de verilen uygun tampon (son konsantrasyonu 1X) ve 5 iinite (U) restriksiyon
enzimi kullanildi. MDM2 geninin NlalV bélgesi icin kullanilan enzim NlalV dir. Enzim
kesimi reaksiyonu 37°C’de 16 saat i¢inde gerceklestirildi. Restriksiyon enzim analizi

sonrasinda reaksiyon iiriinlerini incelemek icin agaroz jel elektroforezi kullanildi.
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2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR ve restriksiyon enzim analizleri sonrasinda reaksiyon iiriinlerini incelemek icin agaroz
jel elektroforezi kullanildi. Tiim PZR iiriinleri i¢in %?2 konsantrasyonda jel (0,50 g agaroz,
25 ml 0,5X TBE) kullanilirken, restriksiyon enzimi analizinde %3 konsantrasyonda (0,75 g
agoroz, 25 ml 0,5X TBE) agoroz jel kullanildi. Jel tanki dH2O ile temizlenip, taraklar
konularak hazirlandi. Agaroz hassas tartida ol¢iildii ve uygun konsantrasyon i¢in gereken
miktarda TBE eklenerek coziindii. Jel mikrodalga firinda eritildi ve soguyan jele 1ug/ml
Etidyum Bromiir eklenerek jel tankina dokiildii. PZR ya da restriksiyon enzimi iiriinleri
yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. Her agaroz jel elektroforezinde,
®X174/BsuRl (Haelll) isaretleyicisi jele yiiklendi. Enzim kesimi reaksiyonlarinda ise
isaretleyiciye ek olarak kesim reaksiyonuna ugramamis PZR iiriinii jele yiiklendi. Ornekler,
S5V/cm oraninda bir elektrik geriliminde 15-30 dakika yiiriitiildii. Jeldeki bantlarin
goriintiilenmesi icin  “UVP jel dokiimantasyon sistemleri” ve “Olympos 40X” kamerasi

kullanildi.

2.2.5. DNA Dizi Analizi

Calismamizda MDM?2 geni Mboll bolgesindeki SNP’yi belirlemek amaciyla DNA dizi
analizi yontemi kullanildi. Uygun kosullar saglanarak gerceklestirilen PZR sonrasi elde
edilen PZR iriinii, DNA dizi analizi Oncesi temizlendi. PZR iiriininiin temizlenmesi
Nucleospin® Extract (Macherey-Nagel GmbH&Co. KG, Almanya) kitinde belirtilen

protokole uygun olarak yapilmistir.

Elde edilen temizlenmis PZR iiriinii kalip olarak kullanildi ve DNA dizi analizi PZR’si
yapildi. Tek primer ve “BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied
Biosystems, ABD) kiti kullanilarak yapilan PZR icerigi Cizelge 2.5’te verilmistir.
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Cizelge 2.5. DNA dizi analizi PZR’si igerigi.

Kullanilan Kimyasal Kullanilan Miktar
Zincir sonlandirma hazir reaksiyon karigimi 8.0 ul
(BigDye) e
Kalip DNA (200 ng) 3-6 ul
Primer (1 pmol) 4 ul
ddH,0 5-2yul
Toplam hacim 20 ul

PZR islemi, 0,2 ml’lik tiipler (Greiner Bioone, Avusturya) icerisinde “Perkin Elmer
GeneAmp® PCR System 9700” (ABD) kullanilarak yapildi. Reaksiyonda uygulanan
sicaklik ve siireleri sirasiyla; 98°C’de 10 sn, 50°C’de 5 sn, 60°C’de 4 dakika’dir ve bu

program i¢in dongii sayis1 30 olup en son bekleme sicakligi 4°C’dir.

DNA dizi analizi PZR’si sonrasinda uygulanan temizleme sodyum asetat-etanol yontemi

kullanilarak yapildi. Farkli basamaklarda uygulanan islemler Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6. DNA dizi analizi PZR’si sonrast temizleme yontemi.

Basamak No Uygulanan Islem

3M’lik sodyum asetattan (pH: 4,6) 3,0 ul, % 95’lik etanolden 62,5 ul ve 14,5 ul
ddH,O0 1,5 mI’lik tiiplere konuldu.

2 80 ul’lik sodyum asetat-etanol ¢ozeltisine 20 ul PZR iiriinii eklendi.

Tiiplerin agz1 kapatilip kisaca karistirildi.

3

Tiipler oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.
4

Tiipler 14000 rpm’de Sanyo Hawk 15/05 (ingiltere)’de 15 dakika santrifiij
5 edildi.
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Cizelge 2.6. Devam DNA dizi analizi PZR’si sonrasi temizleme yontemi.

Siipernatan pipetle atildi
6
Pelet iizerine 150 ul %70’1ik etanol eklendi ve kisaca karistirildi.
7
Tiipler 14000 rpm’de Sanyo Hawk 15/05 (ingiltere) cihazinda 5 dakika santrifiij
edildi.
8
Siipernatan pipetle atild.
9
Ornekler 90°C’de 1 dakika bekletilerek kurutuldu.
10
Orneklerin iizerine 15ul “Formabit”(Perkin Elmer, Foster City, CA ) eklendi ve
1 vorteks yapildi.
Ornekler 95°C’de 3 dakika bekletildi.
12

Temizleme sonrasi elde edilen PZR iiriinleri, “ABI Prism ™ 310 Genetic Analyzer, PE

Applied Biosystems, Foster City, CA” dizi analizi cihazina yiiklendi.

2.2.6. istatistiksel Analizler

Kategorik degiskenlerin degerlendirilmesinde “Fisher exact” veya Ki-kare testleri
kullanildi. Hastalarin yasam siirelerini belirlemek amaciyla, Kaplan-Meier sag kalim

analizi kullanilda.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Hastalar

Calismaya alinan 55 Hepatoseliiler Karsinoma hastasinin 10’u kadin, 45’1 erkekti ve yas
ortalamalar1 60.3%1,5 idi. Calismada kullanilan saglikli kontrol grubu ise 104 kisi (41
erkek, 63 kadin) den olugsmaktaydi ve yas ortalamasi1 40.5+1,4 idi.

3.2. MDM2 Geni MbolI Polimorfizm Bolgesi

Apphed P41.ab1 Version 3.3.2 ABI-CE1
Blosystems 0K70101S DT310POPB{BDV31.mob
Signal: G:199 A:256 T:171 C:78 AvgSig: 176 C#8 W:null Plate Name:Unassigned TSIN/A CRL:N/A QV20+:N/A

‘ TTGTGAT ACCCCCTTC TCCATTG A CACATCTTGCG CCTTCGTGACAATT G CTTCCT GA GAT AA GGCA A CATAA GGGGAAATCTCT GA GAAACCCAAACTGGAAAACT
‘ 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

CAACACAAGCT GAAGAGGGCTTT GAT GTT CCTGATT GTAAAAAAA CTATAGT GAAT GATTCCAGAGAGT CAT GTGT T GAGGAAAAT GAT GATAAAAAT TA
110 115 1# 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205

1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950
‘CAC AAGCTTCACAAT CAC FAGAAAGTC
‘ 210 215 220 225 230

1000
800
600
400
200

2050 2100 2150 2200 2250

Sekil 3.2. MDM?2 geni Mboll polimorfizm bolgesinin DNA dizi analizi ile gosterilmesi. Kirmuzi ok 354.

kodondaki polimorfik niikleotiti gostermektedir.

MDM?2 geninin 354. kodonunda tanimlanan ve aym zamanda Mboll enziminin kesim
bolgesi olan polimorfizmi belirlemek icin her bireyin genomik DNA’s1 ile PZR yapilarak
548 b.¢.’lik iriinler elde edildi. Dizi analizi yapmak iizere elde edilen PZR iiriinleri
sodyum-asetat yontemi ile temizlendi ve DNA dizi analizi PZR’si yapildi. DNA dizi analizi
sonucunda 354. kodonda A— G tek nokta polimorfizmleri incelendi Genotipler dizide
belirlenen polimorfik niikleotide gore adlandirildi (A ya da G). Sekil 3.2° te DNA dizi
analizi yapilmis MDM?2 geni 6rnegi gosterilmistir. DNA dizi analizi sonucu belirlenen her
bir genotipi tasiyan kisi sayisi, genotip sayisi ve hasta kontrol gruplarina goére genotip

yiizdesi Cizelge 3.2°de belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. MDM?2 geni Mboll bolgesi icin genotip dagilimi.

isi Genotip AA Genotip AG Genotip GG
Mboll Polimorfizmi Toplam Kisi | ©enotip enotp enotp
Sayist
Sayisi % Sayisi % Sayist | %
HCC 55 51 69.1 0 - 4 7.3
KONTROL 104 104 100,0 0 - 0 -

MDM?2 geninin 354. kodonunda tanimlanan bu polimorfizm i¢in hasta ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda, allelik varyantlar icin istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(p>0.05). Hasta ve kontrol grubunda AG genotipine ve kontrol grubunda GG genotipine

rastlanmadi.

3.3. MDM2 Geni NlalV Polimorfizm Bolgesi

Sekil 3.3. MDM?2 geni NlalV polimorfizm bélgesinin genotiplerinin agoroz jelde gisterilmesi. Genotipler: kuyu
1,2; AA, kuyu 3; molekiiler agirlik belirleyici (Hae III), kuyu 4; AG, kuyu 5; GG, kuyu 6; kesim yapilmamis PZR
tiriinii (%3’lik agaroz jel).

MDM2 geninin 5’ translasyona ugramayan bolgesinde tanimlanan ve aym zamanda NlalV

enziminin kesim bolgesi olan polimorfizmi hasta ve kontrol gruplarinda belirlemek
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amaciyla her bir bireyin genomik DNA’s1yla yapilan PZR sonucu 260 b,¢.’lik iiriin elde
edildi. NlalV enzimi ile yapilan kesim sonucunda 20 ve 240 b.¢.’lik bant modeli gosteren
alleller A, 20, 60 ve 180 b.¢.’lik bant modeli gosteren alleller ise G olarak adlandirildi.
(Sekil 4.3.).

Enzim kesimleri sonucu belirlenen her bir genotipi tasiyan kisi sayisi, genotip sayisi ve

hasta kontrol gruplarina gore genotip yiizdesi Cizelge 4.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3 MDM?2 geni NlalV bélgesi icin genotip dagilim.

isi Genotip AA Genotip AG Genotip GG
NlalV Polimorfizmi Toplam Kisi | ©enotip enotp enotp
Sayisi
Sayisi % Sayisi % Sayisi %
HCC 55 38 69.1 15 27.3 2 3.6
KONTROL 104 81 77.9 23 22.1 0

MDM2 geninin 5’ translasyona ugramayan bolgesinde tanimlanan bu polimorfizm igin
yapilan karsilagtirma sonucunda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark goriilmedi (p>0.05). Kontrol grubunda GG genotipine rastlanmadi.

®X174/BsuRI (Haelll) 1.0 molekiiler agirlik belirleyicisi referans dizisi olarak kullanilmig

ve bant acilimi Sekil 3.4°de verilmistir.
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bp

—1353
—872
—603

1078

—281, 271 Al

234
194

—I18

—1Z

Sekil 3.4. ®X174/BsuRI (Haelll)1.0 molekiiler agirlik belirleyicisinin bant acilima.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada 55 Hepatoseliiler Karsinomlu hasta ve 104 saglikli bireyde MDM2 geni

tizerinde 2 farkli polimorfik bolge incelenmistir.

MDM?2 onkogeni tiimor olusumunda merkezi role sahip bir onkogendir. Timor siipressor
proteini p53’li, onun transaktivasyon bolgesini maskeleme yolu ile ya da onun
proteozomlanca parcalanmasi saglayarak inhibe eder. P53’iin fonksiyonlarimi engelleyici
bir protein olarak bilinmesinin yani sira p53’ten bagimsiz olarak da gerceklestirdigi pek
cok fonksiyonu vardir. MDM?2 hiicre dongiisiinde ve yasamsal faaliyetlerde bu kadar
Oonemli bir rol oynamasina ragmen, MDM?2 geni ile ilgili ¢ok az polimorfizm ve mutasyon
calismas1 bulunmaktadir. 1993 yilinda Heigway ve arkadaslari tarafindan MDM?2 ile ilgili
yapilmig ilk polimorfizm c¢alismasi olan ve MDM?2 geninin translasyona ugramayan
bolgesinde tanimlanan NlalV polimorfizmi ve 2000 yilinda Taubert ve arkadaslar
tarafindan MDM?2 geninin 11. ekzonunda ve 354. kodonunda yer alan Mboll polimorfizmi

bu ¢alismada Karaciger Kanserli hastalarda calisilmistir.

Taubert ve arakadaslarinin yaptugi ¢alismada, gen degisimi kontrol grubundaki bireylerin
%8’inde ve Yumusak Doku Sarkomali hastalarinin %13’iinde bulunmustur. Fakat bu
calismada sasirtici olarak bulunantanimlanan gen degisiminin iki Yumusak Doku Sarkoma
hastasinin tiimor dokusunda bulunmasi fakat normal dokularinda bulunmamasidir. Bu
bulunan sonu¢ gen degisimlerinin ayn1 zamanda somatik olarak meydana gelebilecegini
gostermektedir.Kaplan—Meier analizlerinde gen degisimine sahip Yumusak doku
Sarkoma hastalarinda ortalama hayatta kalma siiresi 38 ay iken gen degisimine sahip
olmayan hastalarda ortalama hayatta kalma siiresi 57 ay olarak bulunmustur (Taubert et.al.

2000).

Baz1 genler iizerinde polimorfik varyantlarin birlikte kalittmi s6z konusu olabilir. Bu
sekilde bakildiginda bu hipotez i¢in p53 geni ilging bir 6rnektir. P53 polimorfizmi ile
timor olusumunda duyarlilik olup olmadigi hala tartismali bir konudur. Bu konuda
yapilmis pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bazi arastirmacilar yumurtalik kanseri, meme
kanseri, kolon kanseri ve akciger kanserinde duyarlilik artisini saglayan 6zel haplotiplerin
kodon 72 polimorfizminde fazla bulunmasim tanimlamislardir (Kawajiri et.al. 1993; Jin

et.al. 1995; Wang et al. 1999). Buna karsin bu durum servikal kanser, meme kanseri, ve

38



akciger kanseri icin diger arastirmacilar tarafindan bulunmamistir (Birgander et.al. 1995;

Weston et al. 1997).

Calismamiz sonucunda, Mboll polinorfizminde hasta ve kontroller arasinda yapilan
karsilagtirmada istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmamistir. Yapilan Kaplan-Meier
analizlerinde, polimorfizmli ve polimorfizmsiz hastalar arasinda yasam siiresi bakimindan
Oonemli bir fark saptanamamistir. Sonuglar daha 6nce bu polimorfizmle ilgili yapilan
calismayla uyumlu goziikkmemektedir. Sonuglarin birbiriyle tutarli olmamasinin sebebi
hasta sayisinin azlifindan ve calisilan popiilasyonlar arasi farkliliktan kaynaklanabilir.
Popiilasyonlarda goriilen farkliliklar nedeniyle bu polimorfizmlerle ilgili c¢ok sayida
arastirma yapilmali ve istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulasmak icin ¢aligmaya alinan
kisi sayis1 fazla olmalidir. Genetik heterojenitenin etkisini indirgemek amaciyla daha

homojen popiilasyonlar tercih edilmelidir.

Heigway ve arkadaglarinin yapmis oldugu calisma, meme kanserinde allelik imbalansi
belirlemede NlalV polimorfizminin kullanilabilecegini gostermistir. 53 meme kanserli
bireyde allelik imbalans 25 bilgi verici vakanin 5’inde bulunmustur (Heigway et.al. 1993).
Fakat bizim calismamizda bu calismada bulunun sonuglart destekleyici bir sonug elde
edilmemistir. Bu da bu polimorfizmin Hepatoseliiler Karsinomlu Tiirk hastalarda bir allelik

imbalans belirleyici olarak kullanilamayacagin1 gostermektedir.
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