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ÖZET 

 

 

Hepatosellüler karsinoma (H.K.) dünyada en sık görülen kanserler arasında 6. sırada, 

kanserden ölüm nedenleri arasında da 3. sırada yer almaktadır. Hastalığın tanı ve 

tedavisinde yeni geliĢmeler olsa da, sıklığı ve kötü prognozu nedeniyle H.K. hala 

önemli bir sağlık problemi olarak karĢımıza çıkmaktadır. Bu nedenle, moleküler 

patogenezinin bilinmesi, tanı ve tedavide kullanılabilecek yöntemlerin geliĢtirilmesi 

açısından çok önemlidir. Temel etiyolojik ajanlar olan hepatit B, hepatit C, aflatoksin 

B1 (AFB1) ve siroz tüm H.K. vakalarının yaklaĢık %80’inden sorumludur. 

Aflatoksinler insan gıdalarında, tahıllarda, yemlerde ve her türlü kuru yiyeceklerde 

saklama koĢullarında rutubetin artmasına ve sıcaklığa bağlı olarak, mantar türleri 

tarafından üretilen mikotoksinlerdir. Aflatoksinler arasında en bilinen ve genotoksik 

özelliği nedeniyle mutasyonlara yol açarak kanser geliĢiminine neden olan AFB1’dir. 

AFB1’e maruz kalmıĢ H.K. vakalarında p53 R249S (G>T) mutasyonu olduğu 

bilinmektedir. Ancak AFB1 kaynaklı H.K. geliĢiminde, bu mutasyondan baĢka p53 

yolağına eĢlik eden diğer yolaklar ya da genlerin mekanizmaları henüz açığa 

çıkarılamamıĢtır. ÇalıĢmamızda, p53 R249S (G>T) mutasyonundan önce ya da sonra 

oluĢmuĢ olası genetik değiĢikliklerin tanımlanabilmesi amacıyla R249S mutasyonu 

taĢıdığı bilinen MAHLAVU ve PLC/PRF hücre hatları kullanılmıĢtır. 

Karsinogenezde rol oynadığı ve diğer kanser türlerinde mutasyonu bildirilen 115 

kanser geni yeni nesil dizi analizi yöntemi ile incelenmiĢtir. Ayrıca, son zamanlarda 

yüksek çıktılı genom araĢtırmalarında, AFB1 dıĢı faktörlerle oluĢan H.K.’larda 

mutasyonu gösterilen BCORL1 ve ARID2 genleri de Sanger dizi analizi ile 

taranmıĢtır. Ġki hücre hattından elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırıldığında, toplam 117 

gende AFB1 ile iliĢkilendirilebilecek bir genetik değiĢiklik saptanmamıĢtır. 

 

Anahtar sözcükler: Aflatoksin B1, ARID2, BCORL1, hepatosellüler karsinoma, p53 

R249S mutasyonu 
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SUMMARY 

Analysis of Candidate Molecular Targets in Aflatoxin B1-Induced 

Hepatocellular Carcinoma 

 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the sixth most common cancer and the third 

leading cause of cancer deaths worldwide. Despite the recent advances in the 

diagnosis and treatment, HCC still appears to be an important health problem due to 

the frequency and poor prognosis of the disease. Therefore, understanding its 

molecular pathogenesis is very important for the development of new diagnostic and 

therapeutic modalities. Common etiological agents hepatitis B, hepatitis C, aflatoxin 

B1 (AFB1) and cirrhosis are responsible for about 80% of all HCC cases. Aflatoxins 

are mycotoxins produced by fungal species in human foods, cereals, feeds and any 

dried foods at increased humidity and temperature of storage conditions. AFB1 is the 

best known aflatoxin, which leads to mutations that cause cancer development due to 

its genotoxic characteristic. The presence of p53 R249S (G>T) mutation is known in 

AFB1 exposed HCC cases. However, involvement of other pathways or genes 

accompanying the p53 pathway in the development of AFB1-induced HCC other 

than this mutation has not been identified yet. In order to define the possible genetic 

changes taking place before or after the p53 R249S (G>T) mutation, we used two 

cell lines, MAHLAVU and PLC/PRF both known to carry the R249S mutation. 115 

cancer genes previously reported to be involved in carcinogenesis with mutations in 

different cancer types were analyzed by next generation sequencing technologies. 

Moreover, BCORL1 and ARID2 genes shown to have mutations in HCC cases 

resulting from other factors than AFB1 were sequenced by Sanger method. When the 

results of the two cell lines were compared, no genetic variation possibly associated 

with AFB1 was detected in the 117 genes. 

 

Keywords: Aflatoxin B1, ARID2, BCORL1, hepatocellular carcinoma, p53 R249S 

mutation 
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

 

 

Hepatosellüler karsinoma (H.K.), primer karaciğer kanseri türüdür ve prognozu 

oldukça kötü bir hastalıktır. GeliĢimi genellikle 30 yıldan uzun sürmektedir ve çok 

basamaklı bir süreç olan hepatokarsinogenezin moleküler mekanizması henüz tam 

olarak bilinmemektedir. H.K. sürecinde en sık rastlanan genetik değiĢikliklerin; 

TP53, beta-katenin ve aksin genlerinde yoğunlaĢtığı gösterilmiĢ, ancak bu yolaklara 

eĢlik eden diğer yolaklar ya da genlerdeki ardıĢık genetik değiĢiklikler henüz açığa 

çıkarılamamıĢtır (1). 

Hepatosellüler karsinomaya yol açan etiyolojik faktörlerden biri özellikle bazı 

coğrafik bölgelerde çok önemli bir çevresel faktör olan aflatoksin B1 (AFB1)’dir. 

AFB1; insan gıdalarında, tahıllarda, yemlerde ve her türlü kuru yiyeceklerde 

rutubetin artmasına ve sıcaklığa bağlı olarak, mantar türleri tarafından üretilen zararlı 

toksinlerin en önemlilerinden biridir ve genotoksik özelliği nedeniyle mutasyonlara 

yol açarak kanser geliĢimine neden olduğu gösterilmiĢtir (2, 3, 4). 

TP53 genindeki özgün R249S (G>T) somatik mutasyonu, AFB1 toksini ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (5, 6). Bu mutasyonunun varlığı, o hücre DNA’sında hasar 

meydana geldiğinin ve bu hasarın aflatoksin kaynaklı olduğunun bir iĢaretidir. 

Ancak, çok basamaklı hepatokarsinogenezde, AFB1’e maruz kalmıĢ vakalarda, p53 

R249S mutasyonuna eĢlik eden diğer genetik değiĢiklikler (diğer basamaklar) henüz 

bilinmemektedir. AFB1’in yol açtığı genetik değiĢikliklerin araĢtırılması bu yüzden 

çok önemlidir. 

Bu projenin amacı, öncelikle aflatoksinin sebep olduğu, p53 R249S (G>T) 

mutasyonundan önce ya da sonra oluĢmuĢ diğer genetik değiĢiklikleri tanımlayarak, 

bunların hepatokarsinogenez ile iliĢkisini göstermeye çalıĢmaktır. p53 mutasyonları 

farklı etiyolojik faktörler varlığında geliĢmiĢ H.K.’larda da bildirilmiĢ olmasına 

rağmen, bu mutasyonlar genin belirli bir bölgesinde ya da nükleotidinde 

yoğunlaĢmamaktadır. Bu yoğunlaĢma sadece aflatoksin maruziyeti (ve genellikle 

buna eĢlik eden HBV enfeksiyonu varlığında) olan vakalarda karĢımıza çıkmaktadır. 
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Projenin diğer amacı ise, herhangi bir genetik değiĢiklik saptanması durumunda, 

bunun aflatoksin dıĢı faktörlerle oluĢan H.K.’larda da etkili olup olmadığının 

araĢtırılmasıdır. Böylece, çalıĢmamız yeni onkogen ya da tümör baskılayıcı genlerin 

tanımlanmasına da yardımcı olabilecektir. 

ÇalıĢmamızda, AFB1 maruziyeti sebebiyle p53 R249S (G>T) mutasyonuna 

sahip olduğu bilinen MAHLAVU ve PLC/PRF hücre hatlarında, daha önce farklı 

kanserlerle iliĢkisi gösterilmiĢ 115 gen için yeni nesil dizi analizi yöntemleri ile 

mutasyon taraması yapılması hedeflenmiĢtir.  

Ayrıca, literatürde HCV kaynaklı bir H.K. vakasında bildirilmiĢ kromozomal 

yeniden düzenlenme saptanmıĢ BCORL1 (BCL6 co-repressor-like 1) (7) ve AFB1 

dıĢı faktörlerle oluĢan H.K.’larda yeni mutasyonlar saptanması nedeniyle tümör 

baskılayıcı bir gen olduğu önerilmiĢ ARID2 (AT-rich interactive domain-containing 

protein 2) (8, 9) genlerinde Sanger dizi analizi yöntemi ile kodlayan bölgeler için 

mutasyon analizi yapılması planlanmıĢtır. Bu analizler sonucunda referans dizilerden 

farklılık gösteren değiĢiklikler tespit edilebilecektir. Bu değiĢikliklerin biyolojik 

önemi, literatür bilgileri ve mutasyonların proteinlerde oluĢturduğu değiĢiklikler göz 

önüne alınarak belirlenmeye çalıĢılacaktır. Bu değerlendirme sonucunda her iki 

hücre hattında da saptanan ve biyolojik önemi olduğu öngörülen mutasyonlar, 

genomunda aynı parmak izini taĢıyan klinik örneklerde doğrulanacaktır. 

Projemizin sonucunda, çok basamaklı hepatokarsinogenez sürecinde rol 

oynayarak AFB1’e maruz kalan hastalarda p53 R249S mutasyonundan önce ya da 

sonra ortaya çıkmıĢ yeni genetik değiĢikliklerin saptanması hedeflenmektedir. 

Böylelikle, p53 yolağı mutasyona uğramak suretiyle inaktive olmuĢ H.K.’larda, yeni 

gen veya yolakların tanımlanması ile H.K. geliĢim süreci daha iyi anlaĢılabilecektir. 

Tanımlanacak yeni değiĢiklikler diğer çevresel faktörlerin yol açtığı kanserlerde de 

araĢtırılmaya baĢlanabileceğinden, bu proje yeni moleküler epidemiyolojik 

çalıĢmalara da öncülük edebilecektir. 

Hepatosellüler karsinomanın moleküler patogenezinin bilinmesi, tanı ve 

tedavide kullanılabilecek yöntemlerin geliĢtirilmesi açısından çok önemlidir. Öte 

yandan saptanacak genetik değiĢiklikler kronik karaciğer hastalığı olan bireylerde 
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H.K.’nın baĢladığının belirteci olabileceği gibi, yeni ilaçların geliĢtirilmesi için de bir 

hedef olabilecektir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

 

2.1. Hepatosellüler Karsinoma 

 

2.1.1. Epidemiyoloji 

 

Karaciğer kanseri dünyada en yaygın 6. kanser türü olup, kanser nedenli ölümler 

arasında akciğer ve mide kanserlerinden sonra gelerek 3. sırada yer almaktadır 

(Globocan2008, http://globocan.iarc.fr, EriĢim tarihi: 1 Ocak 2013). En çok vaka 

Mongolya’da görülmekle birlikte, gittikçe artan hastalık insidansı coğrafik bölgeler 

arasında 20 – 40 kat farklılık göstermektedir. Vakaların % 80’den fazlası Afrika ve 

doğu Asya gibi geliĢmekte olan ülkelerde, daha az oranda ise kuzey Avrupa ve 

Amerika gibi geliĢmiĢ ülkelerde görülmektedir (ġekil 1). Dağılımdaki farklılıkların 

nedeni risk faktörlerine maruziyetteki farklılıklarla açıklanmaktadır (10, 11).  

 

 

 

ġekil 1: Dünyadaki hepatosellüler karsinoma kaynaklı ölüm oranları. Oranlar tüm 

yaĢlar ve her iki cinsiyet için yaĢa göre standardize edilmiĢ ve her 100,000 vakaya 

göre hesaplanmıĢtır. Görülme sıklığı, bölgesel farklılık göstererek doğu Asya ve 

Afrika’da yüksek, Avrupa ve kuzey Amerika’da düĢük oranlardadır. (Globocan 

2008, http://globocan.iarc.fr, EriĢim tarihi: 1 Ocak 2013). 

http://globocan.iarc.fr/
http://globocan.iarc.fr/
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Karaciğer kanserleri erkeklerde kadınlardan 2-7 kat fazla görülmektedir ve yaĢla 

birlikte insidansı artmaktadır (9). Kanser görülme yaĢı, HBV-HCV enfeksiyon yaĢı 

ve aktif viral yük oranına bağlıdır. Erkeklerde Asya ve Afrika baĢta olmak üzere sık 

görülen 5. kanser türüdür ve kanser nedenli ölümlerde 2. sırada yer almaktadır. 

Kadınlarda ise Asya, Afrika ve Orta Amerika baĢta olmak üzere en sık görülen 7. 

kanser türü olmakla birlikte, kanser nedenli ölümlerde 6. sıradadır (Globocan2008, 

http://globocan.iarc.fr, EriĢim tarihi: 1 Ocak 2013). Erkeklerdeki yüksek oranın 

sebebi, sigara ile alkol gibi siroza neden olan karaciğer kanserojenleri, hepatit virüs 

enfeksiyonlarına maruz kalma oranlarının daha yüksek olması ve androjen etkisidir 

(10, 11). 

 

2.1.2. Patogenez 

 

Karaciğer kanserleri, karaciğerin kendine özgü malign (kötü huylu) 

neoplazmlarını kapsamaktadır ve karaciğerde geliĢtiği hücrelere göre 

isimlendirilmektedir. Hepatositlerde (fonksiyonel karaciğer hücreleri) geliĢen 

hepatosellüler karsinom, karaciğer içi safra kanallarındaki intrahepatik 

kolanjiosellüler karsinom, karaciğer damarlarında baĢlayan anjiosarkom ve 

çocuklarda görülen hepatoblastom, karaciğer kanseri türlerinden bazılarıdır (Cancer 

Research UK, http://www.cancerresearchuk.org/cancer-help/type/liver-cancer/about/ 

types-of-primary-liver-cancer, EriĢim tarihi: 1 Ocak 2013). Hepatosellüler karsinoma 

(H.K.), karaciğer kanserlerinin %70-85’ini oluĢturan primer karaciğer kanseri 

türüdür (12). 

Karaciğer fibrozisi, karaciğerde fibröz skar dokunun oluĢumu anlamına 

gelmektedir. Skar doku oluĢumu yaralanmaya karĢı normal bir vücut yanıtıdır ancak 

fibrozisde iyileĢme süreci bozulmaktadır (13). Hepatositlerde (fonksiyonel karaciğer 

hücreleri) viral enfeksiyonlar, alkol, toksinler gibi çeĢitli risk faktörleri nedeniyle 

hasar meydana geldiğinde, bağıĢıklık sistemi aktifleĢerek hızla onarım sürecini 

baĢlatmaktadır. Hepatositlerin yaralanması veya ölümü (nekroz), enflamatuar immün 

hücrelerin sitokinler, büyüme faktörleri ve diğer kimyasalların salınımı için 

uyarılmasını sağlamaktadır. Onarım sürecinde sentezlenen bu maddeler, karaciğerde 

birikerek ekstrasellüler matriks oluĢumuna neden olmaktadır. Bu devamlı yıkıcı-

http://globocan.iarc.fr/
http://www.cancerresearchuk.org/cancer-help/type/liver-cancer/about/


  

8 

 

yenileyici sürecin uzun süreli döngüsü, siroz ile sonuçlanan kronik karaciğer 

hastalığına yol açmaktadır (HCV Advocate, http://www.hcvadvocate.org/news/ 

newsLetter/2004 /advocate1004.html, EriĢim tarihi: 13 Ocak 2013). 

Siroz, kolajen birikimi (fibrozis) ile çevrelenmiĢ anormal karaciğer nodülleri ve 

karaciğer hücrelerinin yerini alan skar doku ile karakterizedir (1). Karaciğer 

fonksiyonlarında azalmaya neden olan sirozun ilerleyen aĢamalarında hiperplastik 

nodüller görülmektedir. Daha sonra geliĢen displastik nodüller sonuç olarak H.K.’ya 

neden olmaktadır (ġekil 2) (14). Tüm H.K.’ların %80 - 90’ı sirotik karaciğerde 

geliĢmektedir (15). 

Hepatosellüler karsinoma ileri evrelere kadar herhangi bir belirti 

göstermemektedir. Yapılan farklı çalıĢmalarda, tanı alan hastaların bildirilen 

ortalama sağkalım süreleri, cerrahi müdahalede bulunulmamıĢ hastalarda 8 ay (16) 

ile rezeksiyon uygulanmıĢ hastalarda 64 ay arasında (17) değiĢiklik göstermektedir. 

Bu farklılıklar, hastalığın tanı anındaki evresinden ve hastanın klinik tablosuna göre 

değiĢiklik gösteren tedavi yöntemlerinden kaynaklanmaktadır. DüĢük sağkalım 

oranlarının nedenleri, erken tanı için güvenilir biyolojik belirteçlerin yokluğu, 

tümörlerin kemoterapiye direnci ve altta yatan yaygın karaciğer hastalığının 

kemoterapik tedavi uygulamalarına engel teĢkil etmesidir (18). 

 

 

 

ġekil 2: Hepatosellüler karsinoma geliĢiminde meydana gelen hücresel lezyonların 

kronolojik sıralaması. (Thorgeirsson ve Grisham (14)’dan uyarlanmıĢtır). 

http://www.hcvadvocate.org/news/%20newsLetter/2004%20/advocate1004.html
http://www.hcvadvocate.org/news/%20newsLetter/2004%20/advocate1004.html
http://www.hcvadvocate.org/news/%20newsLetter/2004%20/advocate1004.html


  

9 

 

2.1.3. Risk faktörleri 

 

Hepatosellüler karsinomaya neden olduğu bilinen majör risk faktörleri, kronik 

hepatit B ve hepatit C viral enfeksiyonlarını, kronik alkol kullanımını, aflatoksin B1 

(AFB1) ile kontamine olmuĢ yiyecek tüketimini ve aslında tüm siroz indükleyici 

durumları kapsamaktadır (11). Majör risk faktörlerinin dıĢında obezite, diyabet, non-

alkolik yağlı karaciğer hastalığı, kalıtsal hemakromatozis, α1-antitripsin eksikliği, 

herediter tirozinemi gibi metabolik hastalıklar, oral kontraseptif kullanımı, vinil 

klorür gibi çevresel toksinler ve sigara kullanımının da düĢük frekanslarda H.K. ile 

iliĢkili olabileceği bildirilmiĢtir (1). Risk faktörlerinin prevalansı coğrafik bölgelere 

ve etnik kökene göre farklılık gösterebilmektedir. Örneğin, Afrika ve Asya’da daha 

çok HBV enfeksiyonu görülürken, Japonya ve Amerika’da HCV daha sıktır (10). 

 

2.1.3.1. Kronik viral enfeksiyonlar 

 

Viral enfeksiyonlar HCV ile enfekte hastaların %60-80’inde, HBV ile enfekte 

hastaların ise %10’unda kronik hepatite dönüĢmektedir (19). HCV’nin siroz 

geliĢimine katkısı HBV’den yaklaĢık 10-20 kat daha fazladır. 

Dünyadaki H.K. vakalarının yaklaĢık %80’i kronik viral enfeksiyon kaynaklıdır 

(20). Hepatosellüler karsinoma riskinin kronik HBV taĢıyıcılarında 5-15 kat (11), 

HCV-enfekte hastalarda ise 11.5-17 kat (21, 22) arttığı bildirilmiĢtir. Hepatosellüler 

karsinoma geliĢiminde HBV ve HCV’nin etkisi, kronik enflamasyona neden olması 

ile dolaylı veya viral proteinler aracılığıyla direkt veya HBV durumunda olduğu gibi, 

hepatosit genomuna entegrasyon yoluyla mutasyonlar oluĢturmak Ģeklinde 

olabilmektedir (23). 

 

Hepatit B virüsü 

 

Ġlk enfeksiyonu takiben HBV S antijeninin sürekli ekspresyonunun en az 6 ay 

devam etmesi olarak tanımlanan kronik HBV enfeksiyonu, karaciğer patolojileri ile 

iliĢkilidir (24). Bu patolojiler sonuç olarak H.K. geliĢimine etki eden fibrozis ve 
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sirozu kapsayabilmektedir. HBV-enfekte hastalarda H.K., siroz ve fibrozis 

yokluğunda da geliĢebilmektedir (15). 

HBV, kısmi çift sarmal sirküler DNAlı, hepatit B yüzey antijeni tarafından 

oluĢturulan zarfa sahip, Hepadnaviridae ailesine mensup bir para-retrovirüstür (25). 

HBV genomu, revers transkriptaz / DNA polimeraz, kapsid proteini, zarf proteinleri 

(L, M ve S) ile HBx ve HbeAg gibi fonksiyonu henüz bilinmeyen az sayıda proteini 

kodlamaktadır (23). Hepatosite girdikten sonra, HBV genomu nükleusa giderek 

kovalent kapalı sirküler DNA halinde oldukça stabil bir konfirmasyon almaktadır. Bu 

DNA, viral proteinlerin translasyonunda gerekli viral RNA transkripsiyonu için kalıp 

(template) oluĢturmaktadır (15).  

HBV transgenik fare modellerinde yapılan çalıĢmalarda, sadece büyük zarfın ve 

HBx proteininin H.K. geliĢimi ile yakından iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (26). HBV 

entegrasyonunun konak genomda kromozomal delesyonlar, translokasyonlar, füzyon 

transkriptlerinin üretimi, hücresel DNA amplifikasyonu ve genomik instabilite gibi 

çok çeĢitli genetik alterasyonlara neden olduğu gösterilmiĢtir (27, 28). Bu 

alterasyonlar insan telomeraz revers transkriptaz (hTERT) ve platelet kaynaklı 

büyüme faktörü (PDGF) genleri, kalsiyum sinyal iletimiyle iliĢkili genler ve mitojen 

aktive protein kinaz 1 (MAPK1) gibi tümör oluĢumu ve geliĢimi ile iliĢkili genleri 

hedef alabilmektedir (29). HBx proteini TP53 geninin represyonunu sağlayarak 

apoptoz, hücre döngüsü regülasyonu, DNA tamiri ve tümör baskılama gibi p53 

iliĢkili aktiviteleri inaktive etmek üzere de etkisini gösterebilmektedir (28). 

 

Hepatit C virüsü 

 

HCV, pozitif zincirli, zarflı, Flaviviridae ailesine mensup bir RNA virüsüdür 

(30). HCV genomu, posttranslasyonel olarak viral ve hücresel proteazlar ile iĢlenerek 

meydana getirilen dört yapısal (kor, E1, E3 ve E7) ve altı yapısal olmayan (NS2, 

NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) viral proteini kodlamaktadır. Revers transkriptaza 

sahip olmadığından, bu virüs kendini konak genoma entegre edememektedir. Bunun 

yerine viral proteinler ve onların yol açtığı konak yanıtları viral onkogenik sürece 

katkı sağlamaktadır (15). ZarflanmıĢ virüs partiküllerinin konaktaki spesifik yüzey 
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reseptörleriyle etkileĢmesi ile meydana gelen füzyon sonucu tek zincirli RNA 

genomu sitoplazmaya salınır. Bu genom, virüs yaĢam döngüsünde: 1) viral 

proteinlerin translasyonu için messenger RNA, 2) RNA replikasyonu için kalıp ve 3) 

yeni virüs partiküllerine paketlenmek üzere baĢlangıç genomu görevlerini 

üstlenmektedir (30). 

HCV transgenik fare modellerinde , sadece kor proteine sahip farelerde H.K. 

geliĢimi olduğu gösterilmiĢtir (31). Tam mekanizması bilinmemekle birlikte, yapılan 

çalıĢmalarda HCV kor proteinin hücresel gen ürünlerini ve hücre regülatör 

yolaklarını (hücresel transformasyon, transkripsiyon kontrolü, apoptoz, lipid 

metabolizması, immün modülasyon ve oxidatif stres gibi) değiĢtirmek üzere HCV-

hücre etkileĢimlerinde önemli role sahip olduğu ileri sürülmektedir (32). 

 

2.1.3.2. Kronik alkol kullanımı 

 

Günlük 50-70g’dan fazla alkolün en az 5 senelik dönemde kullanımı, aĢırı alkol 

tüketimi olarak tanımlanmaktadır ve H.K. riskini yaklaĢık beĢ kat arttırdığı 

gösterilmiĢ önemli bir risk faktörüdür (22). Ancak, az ve orta düzey kullanımın H.K. 

riskinde anlamlı bir etkisi olup olmadığı bilinmemektedir (11). Alkolün hücre 

transformasyonundaki ve H.K. geliĢimindeki etki mekanizması hala tam olarak 

bilinmemektedir, ancak araĢtırmacılar etkinin doğrudan alkol ile değil hepatik alkol 

metabolizması ile iliĢkili olduğu konusunda fikir birliğine varmıĢlardır (33). 

Alkol kullanımı birkaç mekanizma ile H.K. geliĢimini baĢlatmakta ve/veya 

neden olmaktadır (34, 35, 36): 1) asetaldehit-DNA katımı (adduct) oluĢumu; 2) 

sitokrom P4502E1-iliĢkili reaktif oksijen türlerinin (ROS) jenerasyonu, lipit 

peroksidasyonu, p53 mutasyonu ve prokarsinojenlerin karsinojenlere dönüĢümü; 3) 

ROS jenerasyonu, lipit peroksidasyonu, p53 mutasyonu ve nükleer faktör kappaB 

(NF-kB) aktivasyonu aracılığıyla enflamatuar kaskadının baĢlangıcına neden olan 

demir birikimi; 4) oksidatif strese neden olan glutatyon deplesyonu;                          

5) s-adenozilmetiyonin (SAM) deplesyonu ve bununla iliĢkili olarak onkogenlerde 

DNA hipometilasyonu; 6) retionik asit deplesyonu ve sonucunda aktivatör protein-1 

(AP-1) up-regülasyonu aracılığıyla hepatosit proliferasyonu; 7) bağırsaklardan 
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karaciğere endotoksin transferinin artması, CD14/toll-benzeri reseptör-4 (TLR-4) 

aracılığıyla Küppfer hücrelerinin aktivasyonu, oksidatif stres, NF-kB veya Egr-1 

(early growth response-1) aktivasyonu ve enflamatuar sitokin ve kemokinlerin 

jenerasyonu ile enflamatuar kaskadın baĢlatılması; 8) karaciğerde fibrozis baĢlangıcı; 

ve 9) doğal öldürücü hücrelerin sayı ve/veya fonksiyonlarının azaltılmasıdır (34, 35, 

36). 

 

2.1.3.3. Aflatoksin B1 maruziyeti 

 

Ġnsan gıdalarında, tahıllarda, yemlerde ve her türlü kuru yiyeceklerde saklama 

koĢullarında rutubetin artmasına ve sıcaklığa bağlı olarak, mantar türleri (Aspergillus 

flavus ve Aspergillus parasiticus) hızla üreyerek mikotoksin (küf zehiri) denilen 

zararlı bir toksin (zehir) üretirler (3). Bunların en önemlilerinden biri de “Aflatoksin” 

grubu toksinlerdir. Yapılan hayvan deneyleri aflatoksinlerin doğal olarak bulunan 

kuvvetli zehir ve hepatokanserojen maddeler olduğunu göstermiĢtir. Bu nedenle 

aflatoksinler Uluslararası Kanser AraĢtırmaları Ajansı (International Agency for 

Research on Cancer, IARC) tarafından kanserojen olarak sınıflandırılmıĢtır. Bunların 

arasında en bilinen ve genotoksik özelliği nedeniyle mutasyonlara yol açarak kanser 

geliĢimine neden olan aflatoksin B1 (AFB1)’dir (2, 3, 4). 

Aflatoksin B1’in doza bağlı olarak hepatokarsinogenezde önemli rolü vardır. 

AFB1, büyük oranda karaciğerde sitokrom p450 tarafından AFB1-8,9-ekso-epoksit’e 

metabolize edilir (ġekil 3). AFB1-8,9-ekso-epoksit DNA’ya bağlanarak guaninden 

(G) timine (T) transversiyon mutasyonlarına neden olan, promutajenik AFB1-N7-

guanin DNA katımı (adduct) oluĢturan bir kanserojendir (37, 38). Yüksek aflatoksin 

maruziyeti olan bölgelerde insan H.K. tümörlerinin yaklaĢık %50’sinde TP53 tümör 

baskılayıcı gende 249. kodonda AGG’den AGT’ye dönüĢen (Arg249Ser) nokta 

mutasyonu gösterilmiĢtir (5, 6, 39, 40). Bu mutasyonun klonal olarak seçilmesi, söz 

konusu mutasyona sahip olan karaciğer hücrelerinin büyüme ve/veya sağ kalım 

avantajları ile açıklanmıĢtır (41, 42, 43).  
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AFB1 maruziyeti H.K. riskini tek baĢına yaklaĢık 4 kat arttıran bir risk faktörü 

olmasının yanı sıra, HBV enfeksiyonu ile birlikte sinerjik etki yaratarak riski 60 kata 

kadar arttırabilmektedir (44, 45).  

 

 

 

ġekil 3: AFB1’in 8,9-ekso-epoksite dönüĢümü ve sonrasında DNA katımı oluĢumu. 

Burada aflatoksin maruziyeti sonucu AFB1-8,9-ekso-epoksitin en sık görülen guanin 

ile reaksiyonu gösterilmiĢtir. (McKillop ve Schrum (36)’ dan alınmıĢtır). 

 

 

2.1.3.4. Metabolik hastalıklar 

 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, aĢırı alkol tüketimine bağlı olmayan 

nedenlerle karaciğerde yağ birikmesinden (steatoz) kaynaklanmaktadır (46). Non-

alkolik yağlı karaciğer hastalığının H.K. ile iliĢkisi, bu hastalığın en önemli iki 

nedeni olan obezite ve diyabet çalıĢmaları ile dolaylı olarak gösterilmiĢtir (47, 48). 
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Calle ve arkadaĢları (49) tarafından Amerika’da yapılan ve 900,000’den fazla 

kiĢinin 16 yıl süren takibini kapsayan çalıĢmada, büyük vücut kitle indeksine sahip 

erkeklerin karaciğer kanseri nedeniyle ölüm oranlarının, normal indekse sahip 

erkeklerden 5 kat fazla olduğu saptanmıĢtır. Aynı çalıĢmada kadınlarda anlamlı bir 

risk artıĢının olmadığı saptanırken, Wolk ve ark. (50) ve Moller ve ark. (51)’ın 

sırasıyla Ġsveç ve Danimarka’daki çalıĢmalarında obezitenin kadın ve erkeklerde 

H.K. riskini 2-4 kat arttırdığı gösterilmiĢtir. 

Yapılan farklı çalıĢmalarda, diyabet hastalarında H.K. insidansının 2-3 kat arttığı 

gösterilmiĢtir (52, 53). Bu yatkınlığın, insülin direnci ve bununla iliĢkili olarak 

karaciğerde serbest yağ asidi artıĢı ve hepatik trigliserid birikiminden 

kaynaklanabileceği bildirilmiĢtir (54, 55). 

AĢırı demir depolanmasından kaynaklanan ve HFE genindeki H63D ile C282Y 

mutasyonları ile iliĢkisi gösterilmiĢ kalıtsal hemakromatozisin, H.K. üzerindeki etkisi 

hakkında çok fazla çalıĢma bulunmamaktadır (56). Seçilen hastalarda siroz gibi farklı 

etiyolojik faktörlerin de mevcut olması, çeliĢkili sonuçlara neden olan çalıĢmalarda, 

homozigot C282Y mutasyonuna sahip erkek hastalarda H.K. riskinin düĢük oranda 

arttığı gösterilmiĢtir (57). 

α1-antitripsin eksikliği, karaciğerde üretilen α1-antitripsin proteinin burada 

tutulumu ve bu nedenle kanda düĢük miktarda bulunması ile iliĢkili bir kalıtsal 

metabolik hastalıktır (58). YaklaĢık 100 alelik varyantı bulunan proteinin en ağır 

fenotipik etkilere neden olanı Z varyantıdır. Karaciğerde α1-antitripsin birikimi 

sonucu kronik enflamasyon ve siroza sebep olması nedeniyle, α1-antitripsin eksikliği 

H.K. ile iliĢkilendirilmiĢtir (58). 

Kalıtsal tirozinemi tip 1, tirozin katabolizmasında son enzim olan 

fumarilasetoasetat hidrolazın eksikliği nedeniyle tirozinin yıkılamaması sonucunda, 

bu aminoasit ile metabolitlerinin özellikle karaciğerde meydana gelen toksik 

birikiminden kaynaklanan bir hastalıktır (59). Yeni doğanlarda etkisini göstermeye 

baĢlayan hastalık, tedavi edilmemesi durumunda karaciğere yoğun hasar vermekte ve 

erken yaĢta geliĢen siroz nedeniyle H.K. riskini oldukça arttırmaktadır (60). 

 



  

15 

 

2.1.3.5. Diğer risk faktörleri 

 

Hepatositlerde nükleer östrojen reseptörleri bulunmaktadır ve bunların H.K.’da 

artıĢ göstermeleri hepatik neoplastik dokunun hormonal yanıta sahip olabileceğine 

iĢaret etmektedir. Hayvanlarda yapılan deneylerde, oral kontraseptiflerin östrojen ve 

progesteron bileĢenlerinin karaciğer tümörlerini indüklediği gösterilmiĢ olmasına 

rağmen, insan deneylerinde tutarlı sonuçlar elde edilememiĢtir (11). Bu nedenle, oral 

kontraseptif kullanımı ile H.K. iliĢkisinin belirlenmesi, kullanım süresinin bu iliĢkiyi 

nasıl etkilediğinin değerlendirilmesi ve daha düĢük hormon düzeyli yeni nesil 

ilaçların etkisinin anlaĢılabilmesi için daha kapsamlı çalıĢmalar gereklidir (61).  

Fabrika çalıĢanları üzerinde yapılan çalıĢmalarda, vinil klorür maruziyeti ile 

karaciğer anjiyosarkomu (damar dokusundan geliĢen kötü huylu tümör) arasında bir 

iliĢki gösterilmiĢ, ancak bu iliĢki diğer histolojik karaciğer tümörlerinde 

gösterilememiĢtir (11).  

Sigara kullanan kiĢilerde H.K. riskinin ve H.K.’dan ölüm oranlarının arttığı 

gösterilmiĢtir (61). Ancak bu kiĢilerde alkol kullanımı gibi diğer etiyolojik faktörler 

de mevcut olduğundan, yapılan çalıĢmalarda H.K. riskinin sigara kullanımından 

kaynaklandığı sonucuna varılması oldukça zordur (11). 

 

2.1.4. Moleküler biyolojisi 

 

Hepatokarsinogenez, hepatositlerde etiyolojik faktörler nedeniyle meydana gelen 

kronik hepatitin ilk aĢamaları ile baĢlayan ve sonrasında karaciğer sirozu ile devam 

eden sürekli enflamasyon ve rejeneratif uyaranlar sonucunda, hücre proliferasyonu 

ve/veya apoptozu kontrol eden genlerde meydana gelen genetik ve epigenetik 

alterasyonlar ile çoklu sinyal ileti yolaklarındaki disregülasyonları kapsayan çok 

basamaklı bir süreç olarak kabul edilmektedir (15, 23). 

Karaciğerin normal yaĢlanma sürecinde nadiren karĢılaĢılan kronik karaciğer 

hasarı, hepatokarsinogenez ile oldukça iliĢkilidir (62). Bu iliĢki, hücresel 

transformasyon geliĢimine neden olan hücre bölünmesi kaynaklı olarak açıklanabilir. 

Ancak, insan H.K. vakalarında replikasyon hatası frekansının oldukça az olması, 
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bunun temel mekanizma olmadığına iĢaret etmektedir (62). Bunun yerine, kromozom 

kopya sayısı alterasyonları ve translokasyonların prevalansı oldukça yüksektir (63). 

Hepatokarsinogenez ile en iliĢkili durum, uzun süreli (20-40 yıl) kronik 

karaciğer hastalığı sonucunda meydana gelen sirozdur (11). Kronik karaciğer 

hastalığı döneminde H.K. riski düĢük seyrederken, siroz evresinde eksponansiyal 

olarak artıĢ göstermektedir. Bu evrede karaciğerde tümör oluĢumu üç temel 

mekanizma ile gerçekleĢmektedir: kromozomal instabiliteye neden olan telomer 

disfonksiyonu; hücre döngüsü kontrol noktalarının (checkpoints) aktifleĢmesi 

nedeniyle hepatosit proliferasyonunda azalma; karaciğer mikro ve makro çevre 

koĢullarında tümör geliĢimine neden olacak değiĢikliklerdir (11). 

 

 

 

ġekil 4: Hepatosellüler karsinoma ile iliĢkilendirilmiĢ sinyal ileti yolakları. 

Yolakların H.K.’daki etkisi, farklı etiyolojik faktörlere göre değiĢiklik 

göstermektedir. (Aravalli ve ark. (64)’dan alınmıĢtır). 

 

Yapılan çalıĢmalarda hepatokarsinogenezde meydana gelen çeĢitli genetik ve 

epigenetik değiĢikliklerin hücre proliferasyonu, hücresel sağkalım, farklılaĢma ve 

anjiyogenez gibi hücresel sinyal ileti yolakları ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (65). 
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Bu yolaklar p53, retinoblastoma (Rb), Wingless/β-katenin (Wnt/β-katenin), 

transforming büyüme faktörü-β (TGF-β), MAPK, fosfatidilinositol 3-kinaz/v-akt 

murine thymoma viral onkogen homolog (PI3K/Akt) ve Janus kinaz/sinyal iletici ve 

transkripsiyon aktivatör (JAK/STAT) yolaklarını kapsamaktadır (66). Farklı 

etiyolojik faktörlerin farklı yolaklardaki genetik değiĢiklikler ile iliĢkisi gösterilmiĢtir 

(ġekil 4).  

 

2.1.4.1. Kromozomal aberasyonlar 

 

Hepatosellüler karsinoma tümörleri ile normal dokular kullanılarak yapılan geniĢ 

ölçekli karĢılaĢtırmalı genomik hibridizasyon (comparative genomic hybridization, 

CGH) mikrodizini ve heterozigozite kaybı (loss of heterozygosity, LOH) çalıĢmaları, 

insan H.K.’larındaki kromozomal aberasyonların incelenmesine olanak sağlamıĢtır. 

Bu çalıĢmaların sonucunda, 1p, 4q, 6q, 8p, 9p, 13q, 16p, 16q ile 17p kromozom 

kollarında sıklıkla delesyon ve 1q, 6p, 8q ile 17q kromozom kollarında ise bölgesel 

kazanım saptanmıĢtır (14). Saptanan kromozom kayıpları, bu lokuslarda bulunan 

tümör baskılayıcı genlerin bir alelinin inaktivasyonundan sorumlu olması açısından 

oldukça önemlidir. LOH çalıĢmalarında H.K.’da saptanan 17p, 13q, 16p, 9p ve 6q 

kromozom kollarındaki kayıplar sırasıyla TP53, RB1, aksis inhibisyon proteini 1 

(AXIN1), siklin-bağımlı kinaz inhibitörü 2A (CDKN2A) ve insülin-benzeri büyüme 

faktörü 2 reseptörü (IGF2R) tümör baskılayıcı genlerinin inaktivasyonuna iĢaret 

etmektedir. Ancak 1p, 4q, 8p ve 16q kollarında henüz tümör baskılayıcı gen 

saptanmamıĢtır (67). 

Tümör büyüklüğünden bağımsız olarak, H.K.’larda çoklu alelik delesyonlar, 

kromozomal kazanımlar ve kayıplar görülebilmektedir. Bunlar, ardıĢık hücre 

proliferasyonları sonucunda birikerek heterojen genomik aberasyonlara neden 

olabilmektedir. Tümörlerin heterojenliği, tümörün orijininin belirlenmesine ve 

tümörün tekrarlayan veya ikinci bir primer tümör olduğunun anlaĢılmasına olanak 

sağlayabilmesi açısından önem taĢımaktadır (66).  

  

 

 



  

18 

 

2.1.4.2. p53/ p14
ARF

 yolağı 

 

p53/p14
ARF

 (p53/p14 alternative reading frame) yolağı; hücre döngüsü kontrolü, 

programlı hücre ölümü, senesens, farklılaĢma ve geliĢim, transkripsiyon, DNA 

replikasyonu, DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunması gibi çeĢitli hücresel 

fonksiyonlarından sorumludur (67). p53 birçok önemli görevde yer aldığından bu 

yolaktaki bozukluklar H.K. da dahil olmak üzere neredeyse tüm kanser çeĢitlerinde 

gösterilmiĢtir (68). 

p53 mutasyonları, AFB1 kaynaklı H.K.’larda yüksek (>%50), AFB1 kaynaklı 

olmayan H.K.’larda daha düĢük (%20-%40) frekanslarda saptanmaktadır (11). 200 

kodondan fazla bölgeyi etkileyen ve %75 oranda yanlıĢ anlamlı (missense) mutasyon 

ve bunlara eĢlik eden kromozom 17’nin kısa kolunun kaybının da dahil olduğu p53 

mutasyon spektrumu, pozisyonları ve doğaları itibarı ile farklılık göstermektedir (69, 

70). Afrika ve Çin gibi AFB1 ve kronik viral hepatit insidansı yüksek coğrafik 

bölgelerde TP53 geninde 249. kodonda G>T transversiyonu sonucunda meydana 

gelen R249S (Arg249Ser) mutasyonu oldukça sıktır (4, 5, 71). AFB1 seviyesi düĢük 

bölgelerde saptanan p53 mutasyonlarının ise belirli bir kodonda yoğunlaĢmadan, gen 

üzerinde rastlantısal olarak yayılmıĢ Ģekilde farklı bir spektruma sahip olduğu 

bildirilmiĢtir (ġekil 5) (6, 69, 72). 

Birçok çalıĢmada, özellikle hemakromatozis ve Wilson hastalığındaki oksidatif 

stresin de p53 mutasyonlarına bağlı olarak karaciğer karsinogenezindeki etkisi 

gösterilmiĢtir (73). Bu durumlarda, enflamasyon kaynaklı oksidatif stres nedeniyle 

oluĢan reaktif oksijen ve nitrojen, siroz ve karaciğer yetmezliğinin yanısıra, H.K. 

geliĢim riskini de 200 kata kadar arttırmaktadır. Oksidatif stres sonucunda p53 

fonksiyonunu etkileyen mutasyonlar kodon 249’daki G>T ve kodon 250’deki C>A 

mutasyonlarıdır (74).   
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ġekil 5: Hepatosellüler karsinomada görülen p53 mutasyonlarının spektrumu. (A) 

p53 molekülünün Ģematik görüntüsü. Ġnsan p53 proteini 393 aminoasitten 

oluĢmaktadır. Transaktivasyon bölgesi (turuncu), DNA bağlanma bölgesi (100-293 

arası aminoasitler), nükleer lokalizasyon dizisi (316-325. aminoasitler, koyu yeĢil) ve 

oligomerizasyon bölgeleri (319-360. aminoasitler, açık yeĢil) fonksiyonel domainleri 

oluĢturmaktadır. Pembe alanlar evrimsel olarak korunmuĢ domainleri ve mavi alanlar 

sık mutasyon görülen bölgeleri temsil etmektedir. ġematik proteinin üzerindeki dikey 

çizgiler yanlıĢ anlamlı mutasyonları temsil etmektedir. Bu mutasyonların çoğu, 

proteinin korunmuĢ hidrofobik orta kısmında bulunan DNA’ya bağlanma bölgesinde 

bulunmaktadır. (Hussain ve ark. (74)’dan uyarlanmıĢtır). (B) p53 mutasyonlarının 

nükleotit değiĢikliklerine göre dağılımı. (IARC TP53 databazından 

[http://p53.iarc.fr/TP53SomaticMutations.aspx, EriĢim tarihi: 25 Ocak 2013] 

alınmıĢtır). (C) p53 mutasyonlarının mutasyon etkilerine göre dağılımı. Large del: 

büyük delesyon; missense: yanlıĢ anlamlı; nonsense: anlamsız; other: diğer; silent: 

sessiz. (IARC TP53 databazından [http://p53.iarc.fr/TP53SomaticMutations.aspx, 

EriĢim tarihi: 25 Ocak 2013] alınmıĢtır). 

 

p53-iliĢkili aktiviteleri etkileyen mutasyonlar sadece bu gende değil, bu yolak ile 

iliĢkili diğer genlerde de olabilmektedir (65). Normal hücre koĢullarında, p53 

proteininin negatif regülasyonunu ubiquitin ligaz aktivitesi ile mouse double 

homolog 2 (Mdm2) sağlamaktadır. CDKN2A geni tarafından kodlanan p14
ARF

 ise 

Mdm2 fonksiyonlarını tersine çevirmek üzere p53 aktifleĢtirilmesinden sorumludur 

(ġekil 6). Bu genlerle iliĢkili olarak, insan H.K.’larında Mdm2 ekspresyonunda artıĢ 

(75) ve p14
ARF

’de mikrodelesyonlar (76) gösterilmiĢtir. Ayrıca, p53’ü inhibe eden 

gankyrin ekspresyonunda da artıĢ gösterilmiĢtir (77). 

http://p53.iarc.fr/TP53SomaticMutations.aspx
http://p53.iarc.fr/TP53SomaticMutations.aspx
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Yapılan çalıĢmalarda, fare karaciğer hücrelerinde telomer disfonksiyonuna yanıt 

olarak p53’ün hücreyi senesense götürdüğü gösterilmiĢtir (78). Bu nedenle, siroz 

evresinde p53 kontrol noktası fonksiyonunun bozulması kısa telomere sahip 

hepatositler için seçici avantaj sağlamaktadır. Ayrıca, p53 delesyonunun telomer 

disfonksiyonu olan farelerde kromozomal instabiliteyi ve epitel kanser oluĢumunu da 

arttırdığı bildirilmiĢtir. Sonuç olarak, siroz evresinde p53 kontrol noktasındaki 

fonksiyon kaybı, disfonksiyonel telomerlere ve kromozomal instabiliteye sahip 

hepatositlerin çoğalmasına ve H.K. baĢlangıcına neden olmaktadır (11, 78). 

   

 

 

ġekil 6: CDKN2A lokusu. CDKN2A lokusu dört eksondan oluĢmaktadır: ekson 1α 

ve ekson 1β sırasıyla p16
INK4A

 ve p14
ARF

 için spesifik olurken, ekson 2 ve ekson 3 iki 

protein tarafından kodlanmaktadır. p16
INK4A

 Rb yolağı, p14
ARF

 ise p53 yolağı ile 

iliĢkilidir ve bu lokus önemli kanser yolaklarında oldukça etkilidir. (Lin ve ark. 

(79)’dan alınmıĢtır). 
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2.1.4.3. RB/INK4A yolağı 

 

RB/INK4A yolağı, hücre döngüsünde G1/S fazı geçiĢi regülasyonunda önemli 

bir role sahiptir (80). Rb’nin aktivitesi, siklin bağımlı kinazlar (CDK) ile fosforile 

olma durumuna bağlıdır. Fosforile olmayan Rb, E2F-1 transkripsiyon faktörüne 

bağlanmak suretiyle hücrenin transkripsiyonel aktivitesine engel olarak hücre 

döngüsünü kontrol etmektedir. p14
ARF

 gibi CDKN2A geni tarafından kodlanan 

p16
INK4A

, bu yolakta CDK inhibitörüdür (ġekil 6). 

Yapılan çalıĢmalarda, insan H.K. vakalarının %80’inden fazlasında Rb yolağı 

aberasyonları saptanmıĢtır (81). RB geninin bulunduğu 13q14 bölgesindeki 

kromozomal kayıp, tümörlerin %18-48’inde gösterilmiĢtir (65). Kromozom kaybının 

yanısıra, bu yolaktaki diğer alterasyonlar p16
INK4A

 mutasyonları ve sıklıkla promotör 

metilasyonu sonucu p16
INK4A

 represyonudur (82). Ayrıca, p53’te olduğu gibi Rb 

inhibitörü olan gankyrin ekspresyonundaki artıĢ da Rb yolağının fonksiyonunun 

engellendiğinin göstergesidir (77). 

 

2.1.4.4. WNT/β-KATENĠN yolağı 

 

Wnt/β-katenin yolağının aktivasyonu, β-kateninin çekirdeğe translokasyonu ve 

buradaki çeĢitli transkripsiyon faktörleriyle etkileĢimine olanak sağlamak üzere doku 

homeostazisi ve embriyonik geliĢimde etkilidir (83). Wnt ligandına bağlanmayan 

hücrelerde sitozolik β-katenin, kazein kinaz 1 (CK1) ve glikojen sintaz kinaz 3 

(GSK3) fosforilasyonu ile degradasyon için sürekli ubiquitinlenmektedir. Bu “yıkıcı 

kompleks” içinde AXIN ve adenomatöz poliposis koli (APC) tümör baskılayıcı 

proteinleri de bulunmaktadır. Wnt ligandının Frizzled reseptör ve membranda 

bulunan LRP5/6 koreseptöre bağlanması ile kinaz aktivitesi engellenerek hücrede β-

katenin birikmekte ve çekirdeğe translokasyonu ile TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid 

enhancer factor) DNA transkripsiyon faktörlerine bağlanmak üzere etkisini 

göstererek hedef genleri aktifleĢtirmektedir (ġekil 7) (84). 

Fare ve insan H.K.’larında yapılan çalıĢmalarda, Wnt/β-katenin yolağının 

somatik mutasyonlar nedeniyle aktivasyonu (85) veya negatif regülatörlerinin 
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transkripsiyonel represyonu (86) gösterilmiĢtir. β-katenini kodlayan CTNNB1 

geninde, özellikle fosforilasyon bölgesindeki ekson 3 mutasyonları çekirdekte β-

katenin birikimini sağlamaktadır. Ayrıca, AXIN geni mutasyonları ve APC genindeki 

promotör metilasyonu veya kromozomal kayıp nedeniyle genin bialelik 

inaktivasyonu da bu yolaktaki etkileri nedeniyle H.K. ile iliĢkilendirilmiĢtir (65, 84). 

 

 

 

ġekil 7: Karaciğerde Wnt/β-katenin sinyal iletimi. (A) Wnt ligandı bağlanmadığında, 

β-katenin “yıkıcı kompleks” tarafından degrade edilmektedir. (B) Wnt ligandının 

bağlanması durumunda, β-kateninin çekirdeğe translokasyonu ile hedef genlerde 

transkripsiyon gerçekleĢmektedir. (Gougelet ve Colnot (84)’dan uyarlanmıĢtır). 
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2.1.4.5. TGF-β yolağı 

 

TGF-β hücre geliĢimi, farklılaĢma, migrasyon, apoptoz, adhezyon, sağkalım ve 

bağıĢıklık gibi değiĢik fonksiyonlarda görev alan bir enflamatuar sitokindir (87). 

TGF-β süper ailesi ligandları kendilerini TGF-β tip II reseptöre (TβRII) sunan TGF-β 

tip III reseptöre (TβRIII) veya doğrudan TβRII’ye bağlanırlar. TβRII, TGF-β’ya 

bağlandıktan sonra TGF-β tip I reseptörü (TβRI) transfosforile ederek protein kinaz 

aktivitesini uyarır. AktifleĢen TβRI, reseptör ile regüle edilen Smad’ları (R-Smad; 

Smad2 ve Smad3) fosforile ederek common mediator Smad’a (co-Smad; Smad4) 

bağlanmalarına olanak sağlamaktadır. R-Smad/co-Smad kompleksleri çekirdekte 

birikerek transkripsiyon faktörleri olarak hareket eder ve hedef genlerin 

ekspresyonunun düzenlenmesinde rol alırlar. Smad6 ve Smad7 (inhibitör Smadlar; I-

Smad) ise Smad2 ve Smad3’ün fosforilasyonunu bloke etmek üzere TGF-β yolağının 

negatif regülasyonunda görev alırlar (ġekil 8).  TβRI, TβRII, Smad2, Smad3 ve 

Smad4 temel Smad-bağımlı TGFβ sinyal ileti yolağını oluĢtursa da, mekanizmaları 

henüz tam olarak bilinmeyen Smad-bağımsız MAPK, PI3K/Akt, Rho ailesi 

proteinleri ve protein fosfataz 2A yolakları da bulunmaktadır (87, 88, 89, 90). 

TGF-β, H.K.’da hücre proliferasyonunu düzenleyen tümör baskılayıcı ve aynı 

zamanda tümör kanser motilitesi ve invazyonunu sağlamak üzere tümör destekleyici 

olarak ikili role sahiptir (88). Normal dokular ve erken evre tümörlerde TGF-β tümör 

baskılayıcı olarak hareket etmektedir. Bu yolağın TGF-β reseptörlerinin ve 

Smad’ların mutasyonu (91) veya TGF-β ligandlarının over-ekspresyonu (92) ile 

bozulması, tümör hücrelerinin TGF-β tarafından yönetilen bu düzenlemeden 

kaçmalarına olanak sağlamaktadır. Böylece, TGF-β tümör destekleyici Ģekilde 

hareket ederek, hücrelerin epitelyal-mezenkimal dönüĢümüne ve bu Ģekilde invazif 

olmalarına neden olmaktadır. TGF-β ayrıca tümörleri immünosüpresif düzenlemeden 

uzaklaĢtırmak üzere anjiyogenezi desteklemek yoluyla ikincil tümör bölgelerine 

metastazına da destek olmaktadır (89, 90). 
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ġekil 8: TGF-β sinyal iletim yolağı. TGF-β bağlanması ile aktifleĢen TβRII, TβRI’e 

bağlanmaktadır. Aktif TβRI Smad2 ve Smad3’ün fosforillenmesini ve Smad4 ile 

etkileĢmesini sağlamaktadır. Bu kompleks, çekirdeğe transloke olarak hedef genlerin 

transkripsiyonunu sağlamaktadır. Smad7, Smad2 veya Smad3’ün TβRI tarafından 

aktivasyonunu engellemektedir. (Elliott ve Blobe (88)’dan alınmıĢtır). 

 

2.1.4.6. Diğer yolaklar 

 

H.K.’ya özgü patolojik özelliklerden biri kanser hücresi proliferasyonu ve 

metastaz için gerekli olan tümör damarlanmasıdır. Bu nedenle, kanser geliĢiminin ilk 

aĢamalarından itibaren vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), PDGF, 

epidermal büyüme faktörü (EGF), fibroblast büyüme faktörü (FGF) ve insülin-

benzeri büyüme faktörü (IGF) gibi büyüme faktörlerinin ekspresyonunun artması 

gerekmektedir (93). Bu büyüme faktörlerinin VEGFR (vasküler endotelyal büyüme 

faktörü reseptörü), PDGFR (platelet kaynaklı büyüme faktörü reseptörü), EGFR 

(epidermal büyüme faktörü reseptörü), FGFR (fibroblast büyüme faktörü reseptörü) 
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ve IGFR tirozin kinaz reseptörlerine bağlanmasıyla Ras/Raf/MEK/ERK yolağındaki 

intrasellüler Ras aktive olmaktadır. Sonrasında bu yolaktaki moleküller sırasıyla 

aktifleĢerek hücre farklılaĢması için gerekli c-jun ve c-fos genlerinin 

transkripsiyonunu sağlamaktadır (ġekil 9) (94, 95). Bu yolağın H.K. geliĢimi ile 

iliĢkisi doğrudan yolaktaki genlerin mutasyonlarından değil, çeĢitli faktörler 

nedeniyle bu yolağın aĢırı aktivasyonundan kaynaklanmaktadır (96). 

Büyüme faktörlerinin tirozin kinaz reseptörlerine bağlanması ile 

PI3K/Akt/mTOR yolağı da aktive olmaktadır (ġekil 9). PI3K aktivasyonunun 

ardından, bu yolaktaki moleküller AKT ve rapamisinin memelilerdeki hedefi 

(mTOR) sırasıyla aktifleĢerek, hücre proliferasyonunu sağlamakta ve apoptoz 

regülasyonunda rol alan Bcl-2-associated death promoter (BAD) inaktive etmektedir. 

PI3K yolağının negatif regülasyonu, fosfataz ve tensin homolog (PTEN) tarafından 

sağlanmaktadır (94, 95). Bu yolağın aĢırı aktivasyonuna veya PTEN ifadesinin 

baskılanmasına neden olan alterasyonların H.K.’larda tümör geliĢimi, evresi ve kötü 

prognoz ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (97).  

 

 

 

ġekil 9: Ras/Raf/MEK/ERK ve PI3K/AKT/mTOR sinyal iletim yolakları. 

Proanjiyogenik ve proliferatif büyüme faktörleri bu yolakları aktive etmektedir. 

(Meguro ve ark. (93)’dan alınmıĢtır). 
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Büyüme faktörleri ve sitokinler, ilgili reseptörlerine bağlandıklarında 

reseptörlerde meydana gelen dimerizasyon sonucunda otofosforilasyon ile JAK’lar 

aktive olmaktadır (98). Aktif JAK’lar, nükleusta hedef genler için transkripsiyon 

faktörü olarak hareket eden STAT’ları fosforile ederek aktifleĢtirmekte ve dimerler 

oluĢturarak nükleusa translokasyonlarına olanak sağlamaktadır. Böylece, JAK/STAT 

yolağı ekstrasellüler sinyalin transkripsiyonel yanıta çevrilmesi için doğrudan bir 

mekanizma oluĢturmaktadır. H.K.’larda, JAK/STAT yolağının aktivasyonu ve STAT 

inhibitörü olan sitokin sinyal baskılayıcılarının (suppressor of cytokine signaling, 

SOCS) inaktivasyonu bildirilmiĢtir (64). 

Son yıllarda geliĢen genom dizileme teknolojisi ile çok sayıdaki H.K. tümöründe 

yapılan çalıĢmalarda, yeni genler ve mekanizmaların H.K. ile iliĢkisi gösterilmiĢtir. 

ARID1A, ARID1B ve ARID2 genlerinde tekrarlayan mutasyonlar farklı çalıĢmalarda 

(8, 99, 100) gösterilmiĢtir ve hepatokarsinogenezde kromatinin yeniden Ģekillenme 

mekanizmasının önemine iĢaret etmektedir. Totoki ve arkadaĢları (7) tarafından 

yapılan çalıĢmada ise, BCORL1 geninin transkripsiyonel aktivitesini etkilediği 

gösterilmiĢ BCORL1 – ELF4 füzyon transkripti tanımlanmıĢtır. 

Yapılan karĢılaĢtırmalı genom dizilemelerinde, H.K. tümörlerinde p53 

yolağındaki interferon regülatör faktörü 2 (IRF2) geninde, oksidatif stres ile iliĢkili 

olarak nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NFE2L2) geninde, büyüme faktörü 

sinyal ağındaki ERBB receptor feedback inhibitor 1 (ERRFI1) geninde ve 

Ras/MAPK iletim yolağındaki ribozomal protein S6 kinaz (RPS6KA3) genlerinde de 

tekrarlayan mutasyonlar saptanmıĢtır (99, 101). Ancak, bu mutasyonların ve genlerin 

hepatokarsinogenez ile iliĢkisinin belirlenebilmesi için çalıĢmalar devam etmektedir. 

 

2.1.4.7. Epigenetik değiĢiklikler 

 

Epigenetik değiĢikliklerin, H.K. geliĢimi ve ilerlemesindeki önemi yapılan 

çalıĢmalarda gösterilmeye çalıĢılmaktadır (102). DNA metilasyonu, histon 

modifikasyonları ve kodlamayan RNA’ları kapsayan bu epigenetik değiĢiklikler, risk 

faktörlerine göre farklılık göstermektedir. 
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Genellikle genlerin promotörlerinde bulunan CpG bölgelerinde meydana gelen 

DNA metilasyonu, ökaryotlarda gen regülasyonunu sağlayan majör epigenetik 

mekanizmadır (103). Memelilerdeki DNA metilasyon mekanizması, metil grubunun 

enzimatik olarak eklenmesini sağlayan DNA metiltransferazlar (DNMT) ve 

metilasyon paterninin belirlenmesinde etkili metil-CpG bağlayıcı proteinleri (MBP) 

kapsamaktadır. H.K. da dahil olmak üzere, bu mekanizma ile iliĢkili olarak 

tümörlerde saptanan ve onkogenler ile transpozonların ekspresyonuna neden olan 

global hipometilasyon, genomik instabiliteye neden olmaktadır. Spesifik promotör 

hipermetilasyonları ise hücre döngüsü regülasyonu, apoptoz, DNA tamiri, hücre 

homeostazisi, hücre adhezyonu ve invazyon ile iliĢkili tümör baskılayıcı genlerin 

inaktivasyonu ile bağlantılıdır. Yapılan çalıĢmalarda, özellikle HBV proteini HBx’in, 

DNMT ekspresyonunu arttırarak tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonuna neden 

olduğu gösterilmiĢtir (104, 105). 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalar, transkripsiyon faktörlerinin ve DNA tamir 

proteinlerinin transkripsiyon, replikasyon veya DNA tamiri gibi kritik kromatin 

aktivitelerini katalize edebilmesi için gerekli DNA eriĢiminin düzenlenmesinde 

kromatin histon modifikasyonu enzimlerinin ve ATP-bağımlı kromatinin yeniden 

Ģekillenme komplekslerinin H.K. geliĢimindeki etkisine iĢaret etmektedir (102). 

mikroRNAlar (miRNA), transkripsiyonu RNA polimeraz II tarafından 

gerçekleĢen miRNA prekürsöründen kesilerek meydana gelen 19-25 nükleotit 

uzunluğunda, kodlamayan tek zincirli RNA molekülleridir (106). miRNA, hedef 

mRNA’nın 3’ translasyona uğramayan bölgesindeki (3’ UTR) komplementer diziye 

bağlanarak, translasyonel inhibisyon veya mRNA degradasyonunu sağlamak üzere 

etkisini göstermektedir. Yapılan çalıĢmalarda, H.K. sürecinde regülasyonu bozularak 

tümör oluĢumuna ve metastatik geliĢime katkısı bulunan birçok miRNA 

tanımlanmıĢtır. Bunlardan bazıları onkogen gibi hareket etmek üzere apoptozu inhibe 

ederek (miR-221), hücre invazyonunu teĢvik ederek (miR-9) veya migrasyon ve 

proliferasyonu engelleyerek (miR-23b) etkili olmaktadır. miR-101, miR-195, miR-

122 ve miR-338 ise tümör baskılayıcı gen benzeri özelliklere sahiptir ve H.K.’da 

susturulmaktadır (106, 107). 
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2.1.5. Tanı 

 

Hepatosellüler karsinoma tanısında kullanılan baĢlıca diagnostik teknikler serum 

belirteçlerini, karaciğer fonksiyon testlerini, çeĢitli görüntüleme yöntemlerini ve 

histolojik incelemeyi kapsamaktadır (Amerikan Karaciğer Hastalıkları Derneği - 

American Association for the Study of Liver Diseases, AASLD, http://www.aasld. 

org/practiceguidelines/Documents/Bookmarked&percnt;20Practice%20Guidelines/ 

HCCUpdate2010.pdf, EriĢim tarihi: 8 ġubat 2013). 

Serum belirteçleri arasında sıklıkla kullanılan alfa-1 fetoproteindir (AFP). AFP 

gebelikte fetal karaciğer hücreleri tarafından üretilen ve normal Ģartlarda eriĢkinlerde 

baskılanan bir glikoproteindir. Patolojik olarak, kronik karaciğer hastalığı olan 

hastalarda yüksek hepatosit rejenerasyonuna bağlı AFP miktarında artıĢ olabilmekte 

ve bu nedenle kansere özgü ayırıcı tanıda kullanılamamaktadır. AFP yerine son 

yıllarda, AFP’nin temel glikoformu olan ve malign hücreler tarafından üretilen lens 

culinaris agglutinin-reaktif alfa-1 fetoprotein (AFP-L3) miktarı dikkate alınarak, total 

AFP miktarının %10’undan fazla ise pozitif kabul edilmektedir. Ayrıca, H.K. 

hücrelerinde kazanılmıĢ posttranslasyonel defekt sonucu oluĢan anormal protrombin 

prekürsörü, des gamma karboksi protrombin (DCP) değerleri de AFP ve AFP-L3 

sonuçları ile birlikte değerlendirilmektedir. Normal olarak sadece plasenta ve fetal 

karaciğerde bulunan glipikan-3 (GPC3) ekspresyonu da H.K. belirteci olarak 

kullanılabilmektedir. Bu belirteçler dıĢında α-L-Fukosidaz, skuamöz hücreli 

karsinom antijeni (SCCA), Golgi proteini 73 (GP73), hepatosit büyüme faktörü 

(HGF), TGF-β1, VEGF de diagnostik amaçlı kullanılmaktadır. Ancak bu belirteçler, 

diğer kanser türlerinde de saptandığından H.K.’ya özgü değildir. Son zamanlarda 

yüzey ile geliĢtirilmiĢ lazer desorpsiyon/iyonizasyon uçuĢ zamanlı kütle 

spektrometresi (SELDI-TOF) ile yapılan serum proteomiks çalıĢmalarında, küçük 

tümörlerin saptanabilmesi amacıyla, tanıda kullanılmak üzere daha yüksek ayırt edici 

özellikteki hassas proteinlerin belirlenmesi için araĢtırmalar devam etmektedir (108, 

AASLD, http://www.aasld.org/practiceguidelines/Documents/Bookmarked&percnt; 

20Practice%20Guidelines/HCCUpdate2010.pdf, EriĢim tarihi: 8 ġubat 2013). 

http://www.aasld.org/practiceguidelines/Documents/Bookmarked&percnt;%2020Practice%20Guidelines/HCCUpdate2010.pdf
http://www.aasld.org/practiceguidelines/Documents/Bookmarked&percnt;%2020Practice%20Guidelines/HCCUpdate2010.pdf
http://www.aasld.org/practiceguidelines/Documents/Bookmarked&percnt;%2020Practice%20Guidelines/HCCUpdate2010.pdf
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Rutinde kullanılan görüntüleme yöntemi ultrasonografi ile rejenere karaciğer 

nodülünün erken H.K.’dan ayrılması zordur. Bu nedenle üç fazlı spiral bilgisayar 

tomografisi veya üç fazlı dinamik kontrastlı manyetik rezonans görüntüleme 

yöntemleri kullanılmaktadır (109). 

Görüntüleme yöntemleri ile tanı konamıyorsa, histopatolojik inceleme için 

radyolojik destek altında iğne biyopsisi uygulanabilmektedir. Ancak, tümörün 

kanaması ve implantasyon yoluyla yayılması riski söz konusudur (108). 

 

2.1.5.1. Evreleme 

 

Hepatosellüler karsinoma tanısı alan hastalarda, uygun tedavi yönteminin 

belirlenmesi için evreleme gereklidir. Birçok evreleme sistemi olmasına rağmen 

Barselona Kliniği Karaciğer Kanseri (Barcelona Clinic Liver Cancer, BCLC) 

evreleme sistemi tedavi ile iliĢkilendirilebilmesi açısından standart yöntem olarak 

kullanılmaktadır (110). Bu sisteme göre evreleme ve prognozda önemli kriterler, 

hepatik fonksiyonu, bilirubin değerleri, tümör büyüklüğü ve sayısı, tümör yayılma 

hızı, tümör kapsülünün varlığı, karaciğer damarlarının tutulumu, yavru nodüllerin 

varlığı, tümör damarlanması ve karaciğer dıĢı metastaz olarak sıralanabilir (111). 

 

2.1.6. Tedavi 

 

Günümüzde H.K. tedavisinde, küratif tedavi olarak karaciğer rezeksiyonu, 

karaciğer nakli ve ablasyon (perkütan etanol enjeksiyonu veya radyofrekans ile), 

bölgesel tedavi olarak transarteriyel kemoembolizasyon (TACE), transarteriyel 

radyoembolizasyon kullanılmaktadır (109). 

Son zamanlarda, hepatokarsinogenezde etkili olduğu gösterilmiĢ önemli 

yolakları hedefleyen moleküler ajanların geliĢtirilebilmesi için çalıĢmalar 

yapılmaktadır (112). Bu terapiler sinyal iletimi, anjiyogenez, apoptoz, metastaz, 

hücre döngüsü, proliferasyon ve farklılaĢma ile iliĢkili olmak üzere sıklıkla büyüme 

faktörleri ve reseptörleri ile intrasellüler sinyal ileti proteinlerini hedef alarak 

tasarlanmaktadır. Bu ilaçlar arasında Amerikan Gıda ve Ġlaç Dairesi – Avrupa Ġlaç 
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Ajansı (US Food and Drug Administration - European Medicines Agency, FDA-

EMEA) tarafından ileri evre H.K. hastalarının tedavisinde kullanılması onaylanmıĢ 

tek ilaç Sorafenib’tir. Diğer ilaçlar için klinik denemeler devam etmektedir. 

Hastalığın etkin tedavisinde kullanılabilecek ajanların geliĢtirilebilmesi için 

hepatokarsinogenezde etkili mekanizmaların detaylarının anlaĢılması oldukça 

önemlidir (94). 

 

 
 

ġekil 10: Hepatosellüler karsinomadaki moleküler hedefli terapiler. Büyüme 

faktörlerini (VEGFR: bevacizumab; EGFR: cetuximab), tirozin kinaz inhibitörlerini 

(VEGFR: sorafenib, sunitinib; PDFGR: sorafenib, sunitinib; EGFR: erlotinib, 

lapatinib; AEE788, Her2/nu: lapatinib, AEE788) ve Serin/Treonin kinaz 

inhibitörlerini (Raf: sorafenib; mTOR: rapamycin, everolimus; PI3K: XL-765) 

hedefleyen ilaçlar geliĢtirilmiĢtir. (Llovet ve Bruix (94)’dan alınmıĢtır). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

3.1. Gereçler 

 

3.1.1. Hücre hatları 

 

Bu çalıĢmada, laboratuarımızda -80°C’de saklanan ve daha önceden p53 R249S 

mutasyonu taĢıdığı bilinen, insan hepatomalarından elde edilmiĢ MAHLAVU 

(Güney Afrika, kadın) ve PLC/PRF (Mozambik, erkek) hücre hatları kullanılmıĢtır. 

Bu hücre hatları 1994 yılında Ünsal ve ark. (70), 1999 yılında TÜBĠTAK desteğiyle 

Yakıcıer ve ark. (91) ve 2010 yılında Acun ve ark. (113) tarafından yapılan 

çalıĢmalarda da kullanılmıĢtır. Retrospektif çalıĢmamızda yeni klinik örnek elde 

edilmemiĢtir.  

 

3.1.2. Cihazlar 

 

Çalkalayıcı: Maxi-Mix III, type 65800 – Barnstead / Thermolyne, ABD 

Çekerocak: Tezsan, Türkiye 

Dizi analiz cihazı: Megabace 750 – GE Healthcare Life Sciences, ABD 

Elektroforez güç kaynağı: 250 EX electrophoresis power supply – Gibco, ABD 

Elektroforez tankı: Horizon 11.14 – Whatman-Biometra, Almanya  

Hassas terazi: Adventurer Pro – Ohaus, ABD 

Isıtıcı blok: Thermo Block TDB-120 – Biosan, Letonya 

Jel görüntüleme sistemi: Molview (GELDOC) – Molargen, Türkiye 

Mikropipet seti: Pipetman (P10, P20, P200, P1000) – Gilson, ABD 

pHmetre: Inolab – WTW, Almanya  

Santrifüj: Biofuge pico – Heraeus, Almanya 

Spektrofotometre: NanoPhotometer Pearl – Implen, Almanya 

Termal döngü cihazı: DNA Engine, PTC-200 – Biorad MJ Research, ABD  

Vakum sistemi: Axygen, ABD 

Vorteks: Velp Scientifica, Ġtalya 



  

32 

 

3.1.3. Kimyasallar ve kitler 

 

Bu çalıĢmada kullanılan kimyasallar ve kitler aĢağıda belirtilen üretici 

firmalardan temin edilmiĢtir: 

 

Reaktif 

 

Üretici firma  

Agaroz Applichem, Almanya 

Borik asit Sigma-Aldrich, ABD 

Deoksinükleotit trifosfatlar (dNTP) 

DYEnamic ET dye terminator cycle 

sequencing kit (MegaBACE)  

EDTA 

Etanol 

Promega, ABD 

GE Healthcare Life Sciences, Ġngiltere 

 

Applichem, Almanya 

Merck, Almanya  

Etidyum bromür (EtBr) 

ExoSAP-IT 

Generuler 100 bp DNA ladder 

GoTaq Flexi DNA polimeraz 

Halfseq dilution reagent 

Megabace long read matrix 

Montage SEQ96 sequencing reaction 

cleanup kit  

Potasyum dihidrojen fosfat anhidrus   

Potasyum klorür 

QIAamp DNA mini kit 

Sequencing Wash Solution 

Sodyum fosfat anhidrus 

Sodyum klorür 

Steril distile su 

Tris-Base 

 

 

 

Sigma-Aldrich, ABD 

Affymetrix, ABD 

Thermo Scientific, ABD 

Promega, ABD 

Genetix, Ġngiltere 

GE Healthcare Life Sciences, Ġngiltere 

Merck Millipore, ABD 

 

Sigma-Aldrich, ABD 

Sigma-Aldrich, ABD 

Qiagen, ABD 

Merck Millipore, ABD 

Sigma-Aldrich, ABD 

Sigma-Aldrich, ABD 

EczacıbaĢı-Baxter, Türkiye 

Sigma-Aldrich, ABD 
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3.1.4. Plastik malzemeler  

 

Bu çalıĢmada kullanılan eppendorf tüpleri (0.2, 0.6 ve 1.5 mL için), pipet uçları 

(10, 20, 200 ve 1000 mikrolitre için) ve plastik plaklar (PCR ve Megabace için), 

Axygen (ABD) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

3.1.5. Oligonükleotitler 

 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR – polymerase chain reaction, PCR) ve dizi 

analizi reaksiyonlarında kullanılacak primerler ĠONTEK (Ġstanbul, Türkiye) 

tarafından sentezlenmiĢtir. Bu primerlerin nükleotit dizileri Tablo 1, Tablo 2, Tablo 3 

ve Tablo 4’de verilmiĢtir. 

Liyofilize (dondurarak kurutulmuĢ) halde bulunan primer tüpleri 13,000 rpm’de 

5 dakika santrifüj edildikten sonra içlerine üretici firma tarafından 100 pmol’lük 

konsantrasyon elde etmek için belirtilen miktarda Tris-EDTA (TE) eklenerek 

çözülmüĢtür. Primerler, 10 l hacimlerde porsiyonlanarak -20ºC’de saklanmıĢtır. 

Dizi analizi reaksiyonunda kullanılmak üzere PZR grade H2O ile dilüsyon yapılarak 

10 pmol primerler elde edilmiĢtir. 

 

Tablo 1: BCORL1 geninin çoğaltılması için kullanılan primerler  

 

Primer Ekson Primer dizisi Tm (ºC) 

Ürün 

boyu 

(bç) 

 

BCORL1-1F* 

 

1 

 

GGCTGGCTGCTTTAACATTC 

 

59.85 

 

341 

BCORL1-1R* CTCCCCAGGCCCTATTGTAT 

 

60.17 

BCORL1-2F* 2 AGGTGGTGTTGGCTCAAATC 59.97 341 

BCORL1-2R* 

 

CAACTCGACCAACCAGGTCT 60.15 

BCORL1-3aF 3 (a) AAGACCAGCAGTTGCCTCTC 59.60 577 

BCORL1-3aR 

 

CTGGAATGCATCTGGAACAG 59.24 

BCORL1-3bF* 3 (b) GAACTGGAGTCCCTGTGGAG 59.68 578 

BCORL1-3bR* GAGGGTGGGGGTAGAAGGT 60.18 

 

(*) Lose ve ark. (114)’dan alınmıĢtır. Tm: Erime sıcaklığı (melting temperature),   

bç: baz çifti 
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Tablo 1 (devam): BCORL1 geninin çoğaltılması için kullanılan primerler 

 

Primer Ekson Primer dizisi Tm (ºC) 

Ürün 

boyu 

(bç) 

 

BCORL1-3cF* 

 

3 (c) 

 

GTCCCCACTCCGGTTCTG 

 

61.52 

 

442 

BCORL1-3cR* 

 

CAGGGAGCGTAAGAGTGGAG 60.01 

BCORL1-3dF* 3 (d) TGGTATATATCCCGCCTCCA 60.13 436 

BCORL1-3dR* 

 

GTCCCTTCTGTTTGCTGCTC 60.00 

BCORL1-3eF* 3 (e) CTTCCAACTCCACAGCCTCT 59.45 459 

BCORL1-3eR* 

 

AATGGTGCTGATCAGTGCAG 59.86 

BCORL1-3fF* 3 (f) CTCGCCCTTTGTCATCTTTC 59.81 424 

BCORL1-3fR* 

 

GCTGGTAGGTTTCCCATTGA 59.93 

BCORL1-3gF* 3 (g) GACAGCCAAGCACAGTGAAA 60.03 452 

BCORL1-3gR* 

 

GCTGAGGGTCAAGAGGACAG 59.99 

BCORL1-3hF 3 (h) GCTTTCCATTGGCATTTCC 60.41 497 

BCORL1-3hR 

 

GCATCTTAGGCAGGTTCTGG 59.84 

BCORL1-3iF* 3 (i) AGAGAGCCACCTCTGCTCTG 59.88 435 

BCORL1-3iR* 

 

ACCCCTACGCTTTCCTGTTT 60.00 

BCORL1-3jF* 3 (j) AAGGTGGATGGTGATGTGGT 60.10 457 

BCORL1-3jR* 

 

GAGGGGACAGCAGGTCATTA 60.07 

BCORL1-4F* 4 GCAGCTCATGCCTCTAGGTC 60.13 446 

BCORL1-4R* 

 

ATCCTTGCTCGCTCACCTTA 59.98 

BCORL1-5F* 5 GCAAAAGCGACCAAACTCTC 60.00 423 

BCORL1-5R* AATTCCCAACTCGACACCTG 59.97 

 

BCORL1-6F 

 

6 

 

CTCCTAGTCCAGGGCATTCA 

 

60.21 

 

544 

BCORL1-6R* 

 

GTAGAGATGCCCGAGGGTTC 60.99  

BCORL1-7F* 7 AGGCGTTGCTTTTCTGTGTT 59.92 442 

BCORL1-7R 

 

CTTCAAATCCACCCCCAAC 60.16  

BCORL1-8F* 8 

 

 

9 

TGGGCAACAGAGTGAGACTG 60.02 488 

BCORL1-8R* 

 

GCAGGCAAGGTCTTTTGAGT 59.48  

BCORL1-9F* CAGGTGGTTCCCTTGTCCTA     59.96 399 

BCORL1-9R* 

 

GAGCTGTTCAAGGTGGAAGG     59.84  

(*) Lose ve ark. (114)’dan alınmıĢtır. 
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Tablo 1 (devam): BCORL1 geninin çoğaltılması için kullanılan primerler 

 

Primer Ekson Primer dizisi Tm (ºC) 

Ürün 

boyu 

(bç) 

     

BCORL1-10F* 10 CTTCTCCCATTCCCTTAGCC 60.03 454 

BCORL1-10R* 

 

AAAGCCAGGGAGAAGAAAGG 59.82 

BCORL1-11F 11 CCATGCCCCTTTATCTGCT 60.04 339 

BCORL1-11R* 

 

TTGCCAGGTCTTCACTTCCT 59.84 

BCORL1-12F 12 AGACATTGATGGTCGTGCAG 59.71 521 

BCORL1-12R GATAAGGCGGCTTCTTGTTG 59.85 

 

(*)Lose ve ark. (114)’dan alınmıĢtır. 

 

Tablo 2: ARID2 geninin çoğaltılması için kullanılan primerler 

 

Primer Ekson Primer dizisi Tm (ºC) 

Ürün 

boyu 

(bç) 
 

ARID2-1F 

 

1 & 2 

 

GCTCCGGGCTCTGGTAG 

 

59.46 

 

462 

ARID2-2R
m 

 

CCACTCCGGGGTCAAAG 60.02 

ARID2-3F* 3 TACCGATCGATCCGAAACAC 60.86 330 

ARID2-3R* CTGTTTGGTGTGCAAGGTTTG 61.53 

 

ARID2-4F 

 

4 

 

AGGAAAACAAATATGTGGTGAGAG 

 

58.63 

 

302 

ARID2-4R AGGAAGGGACTAACTCATTGG 57.27 

 

ARID2-5F* 

 

5 

 

GCTGTGTTCTGTATTCAAGGGA 

 

59.24 

 

565 

ARID2-5R* AGCAATCGTCTCAACTCAGGA 60.00 

 

ARID2-6F
m

 

 

6 

 

AATGAAAGCCAGTGTGGAGTA 

 

57.34 

 

638 

ARID2-6R AGAATCCCAGTTGAGAAGAGG 57.45 

 

ARID2-7F
m

 

 

7 & 8 

 

AGCCACCATACCTAGCCTGT 

 

58.70 

 

567 

ARID2-8R ATGCCACATCCTAAAATTGTAAC 57.18 

 

ARID2-9F
m 

ARID2-10R 

 

ARID2-11F 

ARID2-11R 

 

 

9 & 10 

 

 

11 

 

AACGTTATGCAACATTGTCC 

TATGCCTGAGGAGGTAATGA 

 

CTGATGTACTGTGATTCATGGAC 

CAAATTCCACTTTGGCCTAC 

 

56.00 

55.77 

 

57.06 

57.22 

 

 

622 

 

 

425 

 (*) Li ve ark. (8)’dan alınmıĢtır. (
m

) Li ve ark. (8)’dan uyarlanmıĢtır. 
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Tablo 2 (devam): ARID2 geninin çoğaltılması için kullanılan primerler 

 

Primer Ekson Primer dizisi Tm (ºC) 

Ürün 

boyu 

(bç) 

 

ARID2-12F
m

 

 

12 

 

TGCCTGGTATGATATGTGCTC 

 

58.61 

 

370 

ARID2-12R 

 

GAATACAGAACAAAACATTCTGGA 57.38 

ARID2-13F
m

 13 TGCCTCCACATGGCTTTAG 59.81 363 

ARID2-13R* 

 

CCTCCACCACACTATAACCTATCC 60.02 

ARID2-14F 14 AACTGTGAGTCATACTGGTTCATAC 56.46 445 

ARID2-14R 

 

CCAAGTAAGAAAATGCTACTGGAG 58.59 

ARID2-15aF 15 (a) GTGGCACAAACTGTTTCAAG 56.79 577 

ARID2-15aR 

 

TCTGTACTGAAGTTGCTGAGAC 54.83 

ARID2-15bF 15 (b) ACCTGTGCAAACTTCATCTC 55.26 575 

ARID2-15bF 

 

GTGAATGTTGCTGCTGTTG 56.22 

ARID2-15cF 15 (c) AATTGAAGTCATGGAGAACC 54.04 402 

ARID2-15cF 

 

TGTGGTTCCATTGGAGATA 54.64 

ARID2-15dF 15 (d) GCAGTATACAGGAGGCTTCA 55.57 618 

ARID2-15dF 

 

CAGGTTGGATACAAGTGAGC 55.75 

ARID2-15eF 15 (e) ATCTCCTGCTCCTTCACCTG 59.40 553 

ARID2-15eF 

 

ACTCCTGTCTGGGGTATGGA 59.38 

ARID2-15fF 15 (f) CCATCACCTGTCCCAGCTA 59.64 550 

ARID2-15fF 

 

AGATCAGTGGACCTGGCAAT 59.54 

ARID2-15gF 15 (g) 

 

 

15 (h) 

 

 

16 

 

 

17 & 18 

 

 

19 & 20 

 

 

21 

CCAGCTCAGCAGCTATTGGT 60.56 586 

 

 

583 

 

 

497 

 

 

499 

 

 

581 

 

 

456 

ARID2-15gF 

 

ARID2-15hF 

ARID2-15hR 

 

ARID2-16F
m

 

ARID2-16R
m 

 

ARID2-17F
m

 

ARID2-18R 

 

ARID2-19F 

ARID2-20R 

 

ARID2-21F 

ARID2-21R
m
 

 

TCCCTGAGTTTGAAGGAGGT 

 

AGCCACAAACACCAGCAAT 

AACTACACTTGGGCGTTGC 

 

CAATGTGGTATTACCTTCGTG 

TCGCTAAAGTTAGTGGTTCTAAAG 

 

GATTCCACTTGGAAATATAAGCAG 

CCTAATATGCTAAGTTGCGTTTC 

 

GACCATTGGACCTTTAGTCA 

CCTAGGCATAAACTTTTGGA 

 

GTTGTTTCCCAGATGCTTCC 

ACGAAGCTTCCTCTCAGCAT 

58.72 

 

59.15 

58.79 

 

55.64 

56.42 

 

58.30 

57.32 

 

55.03 

54.69 

 

59.53 

59.19 

(*) Li ve ark. (8)’dan alınmıĢtır. (
m

) Li ve ark. (8)’dan uyarlanmıĢtır. 
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Tablo 3: Yeni nesil DNA analizi sonuçlarının Sanger yöntemi ile doğrulanması 

amacıyla Fankoni komplementasyon grubu D2 (FANCD2), nörofibromin 1 (NF1) ve 

suksinat dehidrogenaz kompleks, alt ünite C (SDHC) genleri için kullanılan primerler 

(Dr. Tolga Acun tarafından kullanılmıĢtır) 

 

Primer Mutasyon Primer dizisi 
Tm 

(ºC) 

Ürün 

boyu 

(bç) 
 

FANCD2-F1 

 

Gln802His 

 

GTATACCACGTTGTTGAGGACAG 

 

58.57 

 

279 

FANCD2-R1 

 

CAGTATAGGACACTTCTCTTACCTGC 59.02 

FANCD2-F2 Asp400Glu TTTCTGTTGTTGCATATTTATTGAC 57.45 270 

FANCD2-R2 

 

TGGGTTTGAACAATGGACTG 59.39 

FANCD2-F3 Leu436Met AAGATTTCCTAAGTTAAAATGAGAGC 57.17 272 

FANCD2-R3 

 

CAACATACCTGCTGGCAGTAC 58.32 

NF1-F11 Met1041Ile 

Leu1064Ile 

CGTCATGTCACTTAGGTTATCTGG 59.95 331 

NF1-R11 

 

CAAACACAAAAGTTTGACATCTC 56.51 

NF1-F12 Ala1417Asp 

 

 

Leu124Ile 

TCAAACCTTATACTCAATTCTCAACTC 58.47 194 

 

 

228 

NF1-R12 

 

SDHC-F 

SDHC-R 

 

TGACATTAACTTCAAGCCCCTTT 

 

GGTTCTTACTGTGTTGTCCTCTATG 

GAAAACTAGACCCTTTTCCACTATTAT 

61.17 

 

58.34 

57.98 

 

 

 

Tablo 4: Yeni nesil DNA analizinden elde edilen sonuçların Sanger yöntemi ile 

doğrulanması amacıyla NF1 ve p53 genleri için kullanılan primerler 

 

Primer Mutasyon Primer dizisi 
Tm 

(ºC) 

Ürün 

boyu 

(bç) 
 

NF1-F1 

 

Met1041Ile 

Leu1064Ile 

 

AAATCTTACGTGACTAAAGGTGTG 

 

56.7 

 

289 

NF1-R1 

 

 

TTCAAACACAAAAGTTTGACATC 56.9 

NF1-F2 Ala1417Asp 

 

 

 

Arg249Ser 

 

TTGAACTCTTTTGTTTTCATGTCTT 58.5 267 

 

 

 

234 

 

 

NF1-R2 

 

 

p53-7F 

p53-7R 

 

GGAATTTAAGATAGCTAGATTATC 

 

 

CCTCATCTTGGGCCTGTGTT 

TGGAAGAAATCGGTAAGAGGTG 

50.2 

 

 

62.4 

60.4 
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3.1.6. Standart solüsyonlar ve tampon çözeltiler 

 

0.5X TBE (Tris-borik asit-EDTA)  44.5 mM Tris-base, 44.5 mM borik asit, 

1 mM EDTA, pH 8.3 

 

TE      10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0 

 

10X PBS 1 litre için: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14.4 g 

Fosfat tamponlu salin Na2HPO4, 2.4 g KH2PO4, pH 7.4 

(Phosphate buffered saline)  

  

3.1.6.1. PZR grade H2O 

 

Steril distile su 1000 l olarak 1.5 mL eppendorf tüplere porsiyonlanmıĢtır. 

85ºC’de 15 dakika inkübe edildikten sonra soğumaya bırakılmıĢ ve kullanıma hazır 

olarak +4ºC’de saklanmıĢtır. 

 

3.1.6.2. dNTP 

 

100 mM deoksiadenozin trifosfat (dATP), deoksisitozin trifosfat (dCTP), 

deoksiguanin trifosfat (dGTP), deoksitimin trifosfat (dTTP) stok solüsyonları 

kullanılarak, içinde her birinden 10mM olmak üzere dNTP kokteyli hazırlanmıĢtır. 

Bunun için dATP, dCTP, dGTP, dTTP’nin her birinden 100 l alınarak, üzerine 600 

l PZR grade H2O eklenerek toplam 1000 l hacimde karıĢtırılmıĢ ve 50-100 l 

hacimlerde porsiyonlanarak -20ºC’de saklanmıĢtır. 
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3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu 

 

-80°C’de saklanan hücre hatlarından “QIAamp DNA Mini Kit” kullanılarak, 

üretici firmanın talimatlarına uygun Ģekilde genomik DNA elde edilmiĢtir. 

-80°C’den çıkartılan hücre hatları oda sıcaklığında bekletilerek çözüldükten 

sonra üzerlerine 500 µl 1X PBS eklenmiĢ ve vorteks ile karıĢtırıldıktan sonra 

5000rpm’ de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. Dibe çöken hücre peletleri üzerindeki PBS 

uzaklaĢtırılmıĢ ve üzerine 200 µl Tissue Lysis Buffer (ATL) ve 20 µl Proteinase K 

eklenip iyice vortekslendikten sonra bir saat 55°C’ye ayarlanmıĢ ısıtıcı blokta inkübe 

edilmiĢtir. Bir saat sonra, örnekler üzerine 200 µl Lysis Buffer (AL) eklenmiĢ ve 10 

dakika 70°C’de inkübe edilmiĢtir. Daha sonra örneklerin üzerine 200 µl etanol 

eklenmiĢ ve vortekslenen örnekler filtreli tüplere aktarılmıĢtır. 10,000 rpm’de 1 

dakika santrifüj edildikten sonra, altlarındaki tüpler atılarak filtreler temiz tüplere 

aktarılmıĢ ve üzerlerine 500 µl Washing Solution I (AW1) eklenerek 10,000 rpm’de 

1 dakika santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrası aynı iĢlem 500 µl Washing Solution 2 

(AW2) ile tekrar edilmiĢtir. Filtreler temiz tüpe aktarılmıĢ ve kurutulmak üzere 

13,000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. Daha sonra temiz tüplere aktarılmıĢ ve 

üzerlerine 200 µl Elution Buffer (AE) eklendikten sonra 10,000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. Elde edilen DNAlar temiz eppendorf tüplere aktarılmıĢ ve +2°C / 

+8°C’de saklanmıĢtır. Uzun süreli saklamalar için -20°C kullanılmıĢtır. 

Elde edilen DNA’ların konsantrasyonları ve saflığı saptanmak üzere 260 nm ve 

280 nm dalga boylarında spektrofotometrik ölçüm yapılmıĢtır. Saf DNA örneklerinin 

A260/A280 oranı 1.8 - 2.0 olmalıdır. 

 

3.2.2. Yeni nesil DNA analizi 

 

Tablo 5’de listelenen 115 genin analizi hedeflendirilmiĢ DNA hibridizasyon 

capture (hibridizasyon yakalama) yöntemi olan HybSelect protokolü uygulanmak 

üzere Dr. Özgür ġahin (DKFZ, Heidelberg, Almanya) kolabrasyonu ile FEBIT 

(Heidelberg, Almanya) laboratuarında yapılmıĢtır. 
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Tablo 5: HybSelect protokolü ile analiz edilen 115 gen paneli 

 

Gen adı Ensembl gen no Kromozom bölgesi 

ABL1 ENSG00000097007 9q34.12 

AKT1 ENSG00000142208 14q32.33 

AKT2 ENSG00000105221 19q13.2 

ALK ENSG00000171094 2p23.2-p23.1 

APC ENSG00000134982 5q22.2 

ARHGAP26 ENSG00000145819 5q31.3 

ATM ENSG00000149311 11q22.3 

BCL6 ENSG00000113916 3q27.3 

BLM ENSG00000197299 15q26.1 

BMPR1A ENSG00000107779 10q23.2 

BRAF ENSG00000157764 7q34 

BRCA1 ENSG00000012048 17q21.31 

BRCA2 ENSG00000139618 13q13.1 

BRIP1 ENSG00000136492 17q23.2 

BUB1B ENSG00000156970 15q15.1 

CARD11 ENSG00000198286 7p22.2 

CDC73 ENSG00000134371 1q31.2 

CDH1 ENSG00000039068 16q22.1 

CDK4 ENSG00000135446 12q14.1 

CDKN2A ENSG00000147889 9p21.3 

CEBPA ENSG00000245848 19q13.11 

CHEK2 ENSG00000183765 22q12.1 

CTNNB1 ENSG00000168036 3p22.1 

CYLD ENSG00000083799 16q12.1 

DDB2 ENSG00000134574 11p11.2 

EGFR ENSG00000146648 7p11.2 

ERBB2 ENSG00000141736 17q12 

ERCC2 ENSG00000104884 19q13.32 

ERCC3 ENSG00000163161 2q14.3 

ERCC4 ENSG00000175595 16p13.12 

ERCC5 ENSG00000134899 13q33.1 

EXT1 ENSG00000182197 8q24.11 

EXT2 ENSG00000151348 11p11.2 

FAM123B ENSG00000184675 Xq11.2 

FANCA ENSG00000187741 16q24.3 

FANCC ENSG00000158169 9q22.32 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000142208
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000105221
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000171094
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000134982
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000145819
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000149311
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000113916
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000197299
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000107779
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000157764
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000012048
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000139618
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000136492
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000156970
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000198286
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000134371
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000039068
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000135446
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000147889
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000245848
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000183765
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000168036
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000083799
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000134574
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Tablo 5 (devam): HybSelect protokolü ile analiz edilen 115 gen paneli 

 

Gen adı Ensembl gen no Kromozom bölgesi 

FANCD2 ENSG00000144554 3p25.3 

FANCE ENSG00000112039 6p21.31 

FANCF ENSG00000183161 11p14.3 

FANCG ENSG00000221829 9p13.3 

FAS ENSG00000026103 10q23.31 

FBXW7 ENSG00000109670 4q31.3 

FGFR2 ENSG00000066468 10q26.13 

FGFR3 ENSG00000068078 4p16.3 

FH ENSG00000091483 1q43 

FLCN ENSG00000154803 17p11.2 

FLT3 ENSG00000122025 13q12.2 

GATA1 ENSG00000102145 Xp11.23 

GATA2 ENSG00000179348 3q21.3 

GNAS ENSG00000087460 20q13.32 

GOPC ENSG00000047932 6q22.1 

GPC3 ENSG00000147257 Xq26.2 

HNF1A ENSG00000135100 12q24.31 

HRAS ENSG00000174775 11p15.5 

IKZF1 ENSG00000185811 7p12.2 

JAK2 ENSG00000096968 9p24.1 

JAK3 ENSG00000105639 19p13.11 

KIT ENSG00000157404 4q12 

KLF6 ENSG00000067082 10p15.1 

KRAS ENSG00000133703 12p12.1  

MAP2K4 ENSG00000065559 17p12 

MEN1 ENSG00000133895 11q13.1 

MET ENSG00000105976 7q31.2 

MITF ENSG00000187098 3p14-p13 

MLH1 ENSG00000076242 3p22.2 

MLL ENSG00000118058 11q23.3 

MPL ENSG00000117400 1p34.2 

MSH2 ENSG00000095002 2p21 

MSH6 ENSG00000116062 2p16.3 

MUTYH ENSG00000132781 1p34.1 

MYC ENSG00000136997 8q24.21 

MYCL1 ENSG00000116990 1p34.2 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000144554
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000112039
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000183161
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000221829
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000026103
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000109670
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000066468
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000068078
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000091483
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000154803
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000122025
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000102145
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000179348
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000087460
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000047932
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000147257
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000135100
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000174775
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000185811
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000096968
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000105639
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000157404
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000067082
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000133703
http://omim.org/geneMap/12/196?start=-3&limit=10&highlight=196
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Tablo 5 (devam): HybSelect protokolü ile analiz edilen 115 gen paneli 

 

Gen adı Ensembl gen no Kromozom bölgesi 

MYCN ENSG00000134323 2p24.3 

NBN ENSG00000104320 8q21.3 

NF1 ENSG00000196712 17q11.2 

NF2 ENSG00000186575 22q12.2 

NOTCH1 ENSG00000148400 9q34.3 

NPM1 ENSG00000181163 5q35.1 

NRAS ENSG00000213281 1p13.2 

PALB2 ENSG00000083093 16p12.2 

PAX5 ENSG00000196092 9p13.2 

PDGFRA ENSG00000134853 4q12 

PHOX2B ENSG00000109132 4p13 

PIK3CA ENSG00000121879 3q26.32 

PIK3R1 ENSG00000145675 5q13.1 

PMS1 ENSG00000064933 2q32.2 

PMS2 ENSG00000122512 7p22.1 

PRKAR1A ENSG00000108946 17q24.2 

PTCH1 ENSG00000185920 9q22.32 

PTEN ENSG00000171862 10q23.31 

PTPN11 ENSG00000179295 12q24.13 

RB1 ENSG00000139687 13q14.2 

RECQL4 ENSG00000160957 8q24.3 

REL ENSG00000162924 2p16.1 

RET ENSG00000165731 10q11.21 

SBDS ENSG00000126524 7q11.21 

SDHB ENSG00000117118 1p36.13 

SDHC ENSG00000143252 1q23.3 

SDHD ENSG00000204370 11q23.1 

SMAD4 ENSG00000141646 18q21.2 

SMARCB1 ENSG00000099956 22q11.23 

SMO ENSG00000128602 7q32.1 

SOCS1 ENSG00000185338 16p13.13 

STK11 ENSG00000118046 19p13.3 

SUFU ENSG00000107882 10q24.32 

TP53 ENSG00000141510 17p13.1 

TSC1 ENSG00000165699 9q34.13 

TSC2 ENSG00000103197 16p13.3 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000134323
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000104320
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000196712
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000186575
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000148400
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000181163
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000213281
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000083093
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000196092
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000134853
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000109132
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000121879
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000145675
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000064933
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000122512
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000108946
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000185920
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000171862
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000179295
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000139687
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000160957
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000162924
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000165731
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Tablo 5 (devam): HybSelect protokolü ile analiz edilen 115 gen paneli 

 

Gen adı Ensembl gen no Kromozom bölgesi 

TSHR ENSG00000165409 14q31.1 

VHL ENSG00000134086 3p25.3 

WAS ENSG00000015285 Xp11.23 

WRN ENSG00000165392 8p12 

WT1 ENSG00000184937 11p13 

XPA ENSG00000136936 9q22.33 

XPC ENSG00000154767 3p25.1 

 

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu 

 

PZR, DNA’nın belirli bir bölgesinin laboratuar koĢullarında enzimatik olarak 

çoğaltılması iĢlemidir. Genellikle üç temel aĢamadan oluĢmaktadır: Denatürasyon, 

primer bağlanması ve DNA sentezi. Ġlk aĢamada, DNA molekülünün çift zincirli 

yapısının yüksek ısı yardımıyla birbirinden ayrılması sağlanır ve 94 - 96°C’de 

gerçekleĢtirilir. Denatürasyondan sonra primerlerin daha düĢük ısılarda, kendilerine 

komplementer tek zincirli DNA ile hibridize olmasına olanak sağlanır. Bu aĢamanın 

sıcaklığı, kullanılan primerlerin G/C oranına göre farklılık gösteren erime 

sıcaklıklarına uygun Ģekilde ayarlanmaktadır. Son aĢamada, genellikle 72
o
C’de Taq 

polimeraz ile DNA zincirinde uzatma sağlanır. Uzatma aĢamasının süresi kullanılan 

polimerazın cinsine ve çoğaltılacak DNA bölgesinin uzunluğuna göre değiĢiklik 

göstermektedir. Bu üç aĢamanın her tekrarında DNA miktarı teorik olarak iki katına 

çıkmaktadır. OluĢan ürün miktarı, baĢlangıçtaki DNA konsantrasyonu ve döngü 

sayısına bağlıdır (115). 

ÇalıĢmamızda, BCORL1 ve ARID2 genlerinin (Tablo 6) splice bölgeleri de dahil 

olmak üzere kodlayan bölgeleri, toplam 50 l hacimde 100 ng genomik DNA 

kullanılarak son konsantrasyonlar 1X Colorless GoTaq Flexi Buffer, 1.5 mM MgCl2, 

200 M dNTP, 20 pmol ileri ve geri primerler (Tablo 1 ve Tablo 2) ve 1.25 U GoTaq 

Flexi DNA polimeraz olacak Ģekilde PZR yapılarak çoğaltılmıĢtır. Yayınlardan 

alınmayan primerler, Primer3 (v.0.4.0) programı (http://frodo.wi.mit.edu/, EriĢim 

tarihi: 06 Ağustos 2012) kullanılarak tasarlanmıĢtır. PZR koĢulları Tablo 7’deki 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000165409
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000134086
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000015285
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000165392
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000184937
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000136936
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000154767
http://frodo.wi.mit.edu/
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gibidir ve bağlanma (annealing) sıcaklıkları Tablo 1 ve 2’deki primerlerin Tm 

değerlerine göre ayarlanmıĢtır. Her primer çifti için en uygun PZR koĢulu, farklı 

bağlanma sıcaklıklarında PZR yapılarak optimize edilmiĢtir. Bütün PZR ürünleri 

%2’lik agaroz jelde kontrol edilmiĢtir. 

 

Tablo 6: Sanger yöntemi ile analiz edilen genler  

 

Gen adı Ensembl gen no Kromozom bölgesi Ekson sayısı 

ARID2 ENSG00000189079 12q12 13 

BCORL1 ENSG00000085185 Xq26.1 21 

 

Tablo 7: PZR koĢulları 

 

Derece / basamak Süre Döngü 

96°C ilk denatürasyon 2 dakika 1 

94°C denatürasyon 30 saniye 

35 54 – 61°C bağlanma* 35 saniye 

72°C uzatma 45 saniye 

72°C son uzatma 3 dakika 1 

4°C sonsuz 1 

(*) Bağlanma sıcaklıkları, Tablo 1 ve Tablo 2’deki primer Tm’lerine göre değiĢiklik 

göstermektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000085185
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3.2.4. Agaroz jel elektroforezi 

 

PZR ürünleri, standart tampon çözeltiler kullanılarak yatay elektroforez ile 

görüntülenmiĢtir. 

Agaroz, 0.5X TBE içinde tamamen çözülüp homojen bir görüntü elde edilinceye 

kadar mikrodalga fırında kaynatılmıĢ ve çeker ocak altında biraz soğuması 

beklendikten sonra içine EtBr (son konsantrasyon 30-50 ng/ml olacak Ģekilde) 

eklenmiĢtir. 

Örnekler agaroz jele, ticari olarak temin edilen bromfenol mavi yükleme boyası 

(örneklerin 1/5 hacminde) kullanılarak yüklenmiĢ ve 120V’da 30 dakika 

yürütülmüĢtür. Ürün boylarının belirlenebilmesi için örneklerle birlikte 100 bç DNA 

ladder da yürütülmüĢtür. 

 

3.2.5. PZR ürün saflaĢtırma 

 

Elde edilen PZR ürünleri ticari “ExoSAP-IT” kiti kullanılarak, üretici firmanın 

talimatlarına uygun Ģekilde 5 µl PZR ürünü içine 2 µl enzim eklenerek 37°C’de 15 

dakika inkübe edilmiĢtir. Sonrasında 85°C’de 15 dakika bekletilerek saflaĢtırılmıĢtır. 

 

3.2.6. Dizi analizi reaksiyonu 

 

DNA dizi analizi, belirli bir DNA fragmanının nükleotit sıralamasının 

saptanması iĢlemidir. Günümüzde, Frederick Sanger tarafından geliĢtirilmiĢ olan 

zincir sonlandırma (chain termination) yöntemi, ilk dizi analizi yöntemi olan 

Maxam-Gilbert kimyasal kırılma (chain breakage) tekniğine göre daha verimli 

olması ve daha az toksik kimyasal ile düĢük miktarda radyoaktivite kullanılması 

nedeniyle tercih edilmektedir. Sanger yönteminin temel ilkesi DNA zincir 

uzamasının sonlandırıcısı olarak dideoksinükleotit trifosfatların (ddNTP) 

kullanılmasıdır. 2',3'-dideoksinükleotit trifosfat molekülleri, dNTP’lerden 3' 

karbonunda OH grubu yerine bir H atomu bulunması nedeniyle farklıdırlar. Bu 

moleküller bir sonraki deoksinükleotit ile fosfodiester bağı oluĢturamadıklarından 
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DNA zincir uzamasını sonlandırırlar. Sanger yönteminde iĢaretleme radyoaktif / 

floresan iĢaretli primerler ile dye-primer veya iĢaretli ddNTP’ler ile dye-terminator 

dizileme yöntemleri ile gerçekleĢtirilmektedir (116). 

Otomatize dizi analizi ile daha fazla DNA’nın daha kısa sürede analiz 

edilebilmesi mümkün olmaktadır. Otomatik yöntemlerde reaksiyonlar herbiri farklı 

dalgaboylarında ıĢıma yapan boyalar ile iĢaretlenmiĢ dört ddNTP’yi de içeren tek bir 

tüp içerisinde gerçekleĢtirilir (dye-terminator dizileme) ve lazer ile okuma sağlanır. 

ÇalıĢmamızda, saflaĢtırılmıĢ PZR ürünleri, ticari “DYEnamic ET Dye 

Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE DNA Analysis Systems” kit 

kullanılarak, üretici firmanın talimatlarına uygun Ģekilde 2 µl saflaĢtırılmıĢ örnek 

içine 20 pmol ileri veya geri primer, 2 µl Halfseq dilüsyon solüsyonu ve 4 µl 

Sequencing Premix eklenerek Tablo 8’deki programda dizi analizi reaksiyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Tablo 8: Dizi analizi reaksiyonu koĢulları 

 

Derece / basamak Süre Döngü 

95°C denatürasyon 20 saniye 

25 50°C bağlanma 15 saniye 

60°C uzatma 1 dakika 

 

3.2.7. BağlanmamıĢ floresan iĢaretli ddNTP’lerin uzaklaĢtırılması 

 

Dizi analizi reaksiyonundan elde edilen ürünlerden bağlanmamıĢ floresan iĢaretli 

ddNTPler’in uzaklaĢtırılması (dyeremoval), dizideki gürültünün önlenmesi açısından 

oldukça önemlidir. ÇalıĢmamızda, dizi analizi reaksiyonundan elde edilen ürünler 

“Montage SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup Kit” ile üretici firmanın talimatlarına 

uygun Ģekilde muamele edilerek, bağlanmamıĢ floresan iĢaretli ddNTP’lerin 

uzaklaĢtırılması (dyeremoval) sağlanmıĢtır. 
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Toplam 10 µl olan dizi analizi reaksiyonu ürünlerinin üzerine 40 µl Sequencing 

Wash Solution eklenmiĢtir. 3-5 kez pipetaj yapıldıktan sonra SEQ96 plağa aktarılmıĢ 

ve plak 600 - 800 mbar’a ayarlanmıĢ vakum sistemine yerleĢtirilmiĢtir. 7 dakika 

vakum uygulandıktan sonra plak vakum sisteminden çıkartılmıĢtır. SEQ96 plağının 

altında kalan sıvı, kağıt havlu ile çektirilmiĢ ve plak yeniden vakum sistemine 

yerleĢtirilmiĢtir. SEQ96 plak kuyularına 30 µl Sequencing Wash Solution eklenmiĢ ve 

tekrar 600 - 800 mbar vakum 6 dakika uygulandıktan sonra plak vakum sisteminden 

çıkartılmıĢ ve havlu kağıt ile plağın altında kalan sıvı çektirilmiĢtir. Kuyular üzerine 

20 µl Injection Solution eklenmiĢ ve 8 – 10 dakika oda sıcaklığında çalkalayıcıda 

bekletilmiĢtir. Daha sonra pipet ile SEQ96 plak kuyularından alınan örnekler otomatik 

DNA dizi analizi cihazına yüklenmek üzere Megabace plağına aktarılmıĢtır. 

 

3.2.8. Otomatik DNA dizi analizi ve verilerin incelenmesi 

 

 BağlanmamıĢ floresan iĢaretli ddNTP’leri uzaklaĢtırılmıĢ dizi analizi reaksiyonu 

örnekleri, otomatik dizi analizi cihazı Megabace 750’de Long Read Matrix 

kullanılarak yürütülmüĢtür. Elde edilen diziler Lasergene Seqman II, versiyon 5.08 

(Dnastar Inc., Madison, ABD, 2005) (117) programı kullanılarak analiz edilmiĢtir. 

 

3.2.9. Yeni nesil DNA analizinden elde edilen sonuçların Sanger yöntemi ile 

doğrulanması 

 

Yeni nesil DNA analizi sonucunda G>T ve C>A transversiyonları saptanan 

FANCD2, NF1 ve SDHC genlerindeki mutasyonların doğrulanması için Dr. Tolga 

Acun tarafından Sanger yöntemi ile dizileme yapılmıĢtır. Burada kullanılan PZR ve 

dizileme koĢulları BCORL1 ve ARID2 genleri için belirtilen koĢullar ile aynıdır. 

Kullanılan primerler ve bağlanma sıcaklıkları Tablo 3’de gösterilmiĢtir. 

NF1 genindeki G>T ve C>A transversiyonlarının doğrulanması için Tablo 

4’deki primerler kullanılarak da Sanger yöntemi ile dizileme yapılmıĢtır. Ayrıca, p53 

R249S mutasyonunun doğrulanması için de Sanger dizileme yapılmıĢtır. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. Yeni Nesil DNA Dizi Analizi 

 

TP53 genindeki özgün R249S (G>T) somatik mutasyonu, AFB1 toksini ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (5, 6). Ancak, çok basamaklı hepatokarsinogenezde, AFB1’e 

maruz kalmıĢ vakalarda, p53 R249S mutasyonuna eĢlik eden diğer genetik 

değiĢiklikler (diğer basamaklar) henüz bilinmemektedir. 

ÇalıĢmamızda, öncelikle AFB1’in sebep olduğu p53 R249S (G>T) 

mutasyonundan önce ya da sonra oluĢmuĢ diğer genetik değiĢiklikleri 

tanımlayabilmek amacıyla, MAHLAVU ve PLC/PRF hücre hatlarında 115 gen için 

yeni nesil DNA analizi yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢ ve her iki 

hücre hattında da ortak olan 485 adet varyasyon bulunmuĢtur. AFB1, DNA’ya 

bağlanarak guaninden timine transversiyon mutasyonlarına neden olan bir 

kanserojendir (37, 38). Bu nedenle, saptanan varyasyonlardan sadece G>T ve C>A 

transversiyonları üzerinde çalıĢılmıĢtır. Saptanan 16 tane G>T ve 18 tane C>A 

varyasyonu Tablo 9’da özetlenmiĢtir. 

 

Tablo 9: Yeni nesil DNA analizinden elde edilen ve her iki hücre hattında da ortak 

olan G>T ve C>A varyasyonları 

 

Gen 
Pozisyon 

(genomik) 

NCBI 

referans 

(hg 19) 

Dizileme 

sonucu 
Varyasyonun etkisi / türü 

ARHGAP26 142606301 C AA intronik 

BMPR1A 88635779 C AA 
CCT>ACT (Pro2Thr) 

yanlıĢ anlamlı 

BMPR1A 88681340 C AC 
CCC>CCA (Pro410Pro) 

sessiz 

BMPR1A 88684282 G GT intronik 

FANCD2 10088329 C AC 
GAC>GAA (Asp400Glu) 

yanlıĢ anlamlı  

FANCD2 10089628 C AC 
CTG>ATG (Leu436Met) 

yanlıĢ anlamlı 
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Tablo 9 (devam): Yeni nesil DNA analizinden elde edilen ve her iki hücre hattında 

da ortak olan G>T ve C>A varyasyonları 

 

Gen 
Pozisyon 

(genomik) 

NCBI 

referans 

(hg 19) 

Dizileme 

sonucu 
Varyasyonun etkisi / türü 

FANCD2 10108913 G GT 
CAG>CAT (Gln802His) 

yanlıĢ anlamlı 

KRAS 25358317 C AC intronik 

KRAS 25361739 C AC intronik 

MAP2K4 12045351 G GT 3’UTR 

MAP2K4 12045721 G GT 3’UTR 

MAP2K4 12046844 C AC intronik 

MYCL1 40361667 C AC intronik 

MYCL1 40361828 G GT intronik 

NF1 29557936 G GT 
ATG>ATT (Met1041Ile) 

yanlıĢ anlamlı 

NF1 29557869 C AC 
CTT>ATT (Leu1064Ile) 

yanlıĢ anlamlı 

NF1 29585438 C AC 
GCC>GAC (Ala1417Asp) 

yanlıĢ anlamlı 

PDGFRA 55162950 C AA intronik 

PMS2 6042143 G GT 
CAG>AAG (Gln160Lys) 

yanlıĢ anlamlı 

PRKAR1A 66508243 C AA intronik 

PTEN 89725633 C AC intronik 

PTPN11 112919961 G GT intronik 

PTPN11 112944095 C AC 
GCC>GCA (Ala392Ala) 

sessiz 

PTPN11 112944557 G GT intronik 

PTPN11 112945056 G GT intronik 

PTPN11 112945237 G GT intronik 

PTPN11 112947498 G GT intronik 

RET 43613843 G TT 
CTG>CTT (Leu769Leu) 

sessiz 

SDHC 161332247 C AC 
CTT>ATT (Leu124Ile) 

yanlıĢ anlamlı 

SDHC 161332470 C AA intronik 

SDHD 111965702 G GT intronik 

SDHD 111966220 G GT intronik 

TP53 7577534 C AA 
AGG>AGT (Arg249Ser) 

yanlıĢ anlamlı 

XPC 14187449 G TT 
CAG>AAG (Gln939Lys) 

yanlıĢ anlamlı 
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4.2. PZR ve Sanger Dizi Analizi 

 

4.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonları 

 

Sanger dizi analizi yapılacak bölgeler için uygun primerler (BCORL1: Tablo 1, 

ARID2: Tablo 2, Tolga Acun tarafından yapılan PZR’ler: Tablo 3, NF1 ve p53: 

Tablo 4) kullanılarak PZR yapılmıĢtır. Her primer çifti için en uygun PZR koĢulunun 

saptanması için farklı bağlanma sıcaklıklarında PZR yapılmıĢtır. Optimizasyon 

sonucunda en uygun PZR koĢulları, BCORL1 primerleri için 61°C, ARID2 primerleri 

için 56°C (Tm değeri 54-56°C olan primerler için) ve 59°C (Tm değeri 56.5-61.5°C 

olan primerler için), Tablo 3’deki primerler için 59°C ve Tablo 4’deki NF1-F1 & 

NF1-R1 primer çifti için 58°C, NF1-F2 & NF1-R2 için 52°C ve p53-7F & p53-7R 

için 61°C olarak belirlenmiĢtir. 

Bütün PZR ürünleri %2’lik agaroz jelde kontrol edilmiĢtir. Agaroz jel 

görüntülerinden bir örnek ġekil 11’de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 11: PZR sonucu elde edilen ürünlerin %2’lik agaroz jeldeki görüntüsü. 1-13: 

BCORL1 geninin 1-4. eksonları için elde edilen PZR ürünleri, M100: 100 bç DNA 

ladder. Ürün boyları 1-13. kuyular için sırasıyla: 341 bç, 341 bç, 577 bç, 578 bç,   

442 bç, 436 bç, 459 bç, 424 bç, 452 bç, 497 bç, 435 bç, 457 bç, 446 bç.   

 

Ġlk çalıĢmada ürün elde edilememesi durumunda, reaksiyonlar aynı PZR 

koĢullarında doğrudan DNA ile veya bağlanma sıcaklığı 2°C arttırılarak ilk tur PZR 

ürününden 2 µl kullanılarak tekrar edilmiĢtir. 
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4.2.2. Yeni nesil DNA analizi sonuçlarının Sanger yöntemi ile doğrulanması  

 

Yeni nesil DNA analizinde saptanan transversiyonlardan FANCD2, NF1, SDHC 

genlerinde bulunan ve yanlıĢ anlamlı mutasyona neden olanlar doğrulanmak üzere 

Dr. Tolga Acun tarafından Sanger yöntemi ile Tablo 3’deki primerler ile dizilenmiĢ 

ancak referans diziden farklılık saptanmamıĢ ve konfirme edilememiĢtir. 

NF1 genindeki transversiyonlar alternatif primer çiftleriyle (Tablo 4) de 

dizilenmiĢ ancak mutasyonlar bu analizde de doğrulanamamıĢtır (ġekil 12). Ancak, 

her iki hücre hattında da p53 R249S mutasyonu homozigot olarak saptanmıĢtır. 

 

 
 

ġekil 12: Yeni nesil DNA analizinden elde edilen NF1 geni mutasyonlarının 

doğrulanması için kullanılan Sanger dizileme sonuçları. R: referans dizi (hg19, 

GRCh37, http://genome.ucsc.edu/, EriĢim tarihi: 3 Aralık 2012), M: MAHLAVU 

hücre hattı, P: PLC / PRF hücre hattı. (A) NF1 geni kodon 1041. MAHLAVU ve 

PLC referans dizi ile aynı, ATG=Met1041. (B) NF1 geni kodon 1064. MAHLAVU 

ve PLC referans dizi ile aynı, CTT=Leu1064. (C) NF1 geni 1417. MAHLAVU ve 

PLC referans dizi ile aynı, GCC=Ala1417.   

http://genome.ucsc.edu/
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4.2.3. BCORL1 ve ARID2 genlerinin Sanger dizi analizi 

 

Son zamanlarda yapılan bir çalıĢmada, bir HCV kaynaklı H.K vakasında 

saptanan BCORL1-ELF4 translokasyonunun transkripsiyon regülasyonunda önemli 

rol oynadığı gösterilmiĢtir (7). Ayrıca, AFB1 dıĢı faktörlerle oluĢan H.K.’larda, 

ARID2 geninde yeni mutasyonlar bulunarak tümör baskılayıcı bir gen olduğu 

önerilmiĢtir (8, 9). Bu genlerin Sanger analizinde saptanan varyasyonları, 

MAHLAVU ve PLC/PRF hücre hatları için sırasıyla Tablo 10 ve Tablo 11’de 

özetlenmiĢtir.  

Ġlk çalıĢmada kaliteli dizi elde edilememesi durumunda, reaksiyonlar saflaĢtırma 

aĢamasından itibaren tekrar edilmiĢtir. 

 

Tablo 10: MAHLAVU hücre hattında BCORL1 ve ARID2 genlerinde saptanan 

varyasyonlar 

 

Gen 
Pozisyon 

(genomik) 

NCBI 

referans 

(hg 19) 

Dizileme 

sonucu 
Varyasyonun etkisi / türü 

BCORL1 129150144 C CG 
CTC>CTG (Leu1132Leu) 

sessiz 

BCORL1 129150254 A AG intronik 

BCORL1 129156849 C CT intronik 

BCORL1 129184876 A GG intronik 

ARID2 46211724 T -T intronik 

ARID2 46233042 T CC intronik 

 

Tablo 11: PLC/PRF hücre hattında BCORL1 ve ARID2 genlerinde saptanan 

varyasyonlar 

 

Gen 
Pozisyon 

(genomik) 

NCBI 

referans 

(hg 19) 

Dizileme 

sonucu 
Varyasyonun etkisi / türü 

BCORL1 129156849 C T intronik 

BCORL1 129184876 A G intronik 

ARID2 46205255 A AC 
GTA>GTC (Val113Val) 

sessiz 

ARID2 46211724 T -T intronik 

ARID2 46215163 G AG intronik 

ARID2 46233042 T CT intronik 
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4.2.3.1. BCORL1 geninin Sanger dizi analizi 

 

13 eksonu bulunan BCORL1 geninin kodlayan 12 eksonu için toplam 21 adet 

PZR ve aynı primerler (Tablo 1) kullanılarak bunların çift yönlü (toplam 42 adet) 

dizi analizi reaksiyonu yapılmıĢtır. Bazı Sanger dizi analizi sonuçları ġekil 13’de 

gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 13: Sanger yöntemi ile analiz edilen BCORL1 geni varyasyonları. R: referans 

dizi (hg19, GRCh37, http://genome.ucsc.edu/, EriĢim tarihi: 22 Aralık 2012), M: 

MAHLAVU hücre hattı, P: PLC / PRF hücre hattı, N: Normal kontrol. (A) BCORL1 

geni g.129150254 A>G varyasyonu. MAHLAVU bu varyasyon için heterozigot. (B) 

BCORL1 geni g.129156849 C>T varyasyonu. MAHLAVU bu varyasyon için 

heterozigot, PLC hemizigot mutant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://genome.ucsc.edu/
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4.2.3.2. ARID2 geninin Sanger dizi analizi 

 

ARID2 geninin kodlayan 21 eksonu için toplam 23 adet PZR ve aynı primerler 

(Tablo 2) kullanılarak bunların çift yönlü (toplam 46 adet) dizi analizi reaksiyonu 

yapılmıĢtır. Bazı Sanger dizi analizi sonuçları ġekil 14’de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 14: Sanger yöntemi ile analiz edilen ARID2 geni varyasyonları. R: referans dizi 

(hg19, GRCh37, http://genome.ucsc.edu/, EriĢim tarihi: 16 Ocak 2013), M: 

MAHLAVU hücre hattı, P: PLC / PRF hücre hattı, N: Normal kontrol. (A) ARID2 

geni g.46233042 T>C varyasyonu. MAHLAVU bu varyasyon için homozigot, PLC 

heterozigot. (B) ARID2 geni g.46215163 G>A varyasyonu. PLC bu varyasyon için 

heterozigot. 

 

 

 

 

 

 

http://genome.ucsc.edu/
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

 

Normal bir hücrenin kanser hücresine dönüĢmesi, değiĢmiĢ hücrelere avantaj 

sağlayan çoklu genetik ve epigenetik değiĢikliklerin eĢlik ettiği kompleks bir süreçtir 

(118). Tümörogeneze neden olan alterasyonların, geliĢen tümörde büyüme 

sinyallerinde kendi kendine yetebilme, tümör baskılayıcı sinyallere duyarsızlık, 

apoptozdan kaçıĢ, sınırsız bölünme potansiyeli, sürekli anjiyogenez ve sonuç olarak 

doku invazyonu ile metastaz gibi olanaklar sağladığı gösterilmiĢtir  

Tümörogenezde rol alan genlerin çeĢitliliğine rağmen, p53 transkripsiyon 

faktörü temel tümör baskılayıcı ve bu sürece dahil olan çeĢitli sinyal yolaklarının 

yöneticisi olarak görev almaktadır. Bu görevlerle uyumlu olarak, p53 mutasyonları 

H.K. da dahil olmak üzere neredeyse tüm kanser çeĢitlerinde gösterilmiĢtir (68). p53 

mutasyonlarının malignant transformasyonun baĢlangıcında rol aldığı ya da sadece 

kanserin ileri evrelerinde ortaya çıkarak büyüme ve sağkalım avantajı sağladığı 

sorusu hala cevaplanamamıĢtır. Ancak, tümörogenezde p53 mutasyonu oluĢma 

zamanı, kanser türlerine göre farklılık göstermektedir (119). 

Çevresel karsinojenlerden kaynaklanan kanserlerde, erken evrede p53 

mutasyonları meydana gelebilmektedir (120). Yapılan birçok çalıĢmada, AFB1 

kaynaklı H.K.’larda p53 R249S mutasyonunun (5, 6), tütün dumanındaki 

benzo(a)pirenin neden olduğu akciğer kanserlerinde özellikle kodon 157’de meydana 

gelen G>T transversiyonunun (121) ve güneĢ ıĢığı ile UV radyasyonundan 

kaynaklanan cilt kanserlerinde pirimidin dimerlerinin (122) karsinogenez ile iliĢkileri 

gösterilmiĢtir. 

Özellikle bazı coğrafik bölgelerde çok önemli bir çevresel faktör olan AFB1; 

insan gıdalarında, tahıllarda, yemlerde ve her türlü kuru yiyeceklerde rutubetin 

artmasına ve sıcaklığa bağlı olarak, mantar türleri tarafından üretilen zararlı 

toksinlerin en önemlilerinden biridir ve genotoksik özelliği nedeniyle mutasyonlara 

yol açarak kanser geliĢiminde etkilidir (2, 3, 4).  
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ÇalıĢmamızda, AFB1 kaynaklı H.K.’larda p53 R249S mutasyonundan önce ya 

da sonra ortaya çıkmıĢ yeni genetik değiĢikliklerin tanımlanması ve 

hepatokarsinogenez ile iliĢkisinin gösterilmesi amaçlanmıĢtır. 

Hepatosellüler karsinoma, oldukça uzun bir süreçte, enflamasyon ve organ 

hasarı koĢullarında geliĢmektedir (112). Bu uzun sürecin her evresinde, farklı genetik 

ve genomik alterasyonlar meydana gelmektedir. Farklı etiyolojik faktörlerin de 

katkısıyla hepatokarsinogenez süreci moleküler açıdan oldukça karmaĢık ve 

heterojen bir durum almaktadır. Bu süreçte en sık rastlanan genetik değiĢikliklerin 

TP53, beta-katenin ve aksin genlerinde yoğunlaĢtığı gösterilmiĢtir. Ancak, bu 

yolaklara eĢlik eden diğer yolaklar ya da genlerdeki ardıĢık genetik değiĢiklikler 

henüz açıklanamamıĢtır. H.K.’nın moleküler patogenezini anlamak yeni tanı ve 

tedavi yöntemlerinin geliĢtirilmesi için vazgeçilmez bir basamaktır (123). 

Amacımız doğrultusunda, MAHLAVU ve PLC/PRF hücre hatlarında daha önce 

farklı kanserler ile iliĢkisi gösterilmiĢ 115 gen (Tablo 5) ve AFB1 dıĢı faktörlerle 

oluĢan H.K.’larda mutasyonu bildirilmiĢ BCORL1 ve ARID2 genleri analiz 

edilmiĢtir. Hepatokarsinogenezde AFB1 etkisinin anlaĢılabilmesi için genomunda 

AFB1 maruziyetinin parmak izi olan p53 R249S mutasyonunu taĢıdığı bilinen bu iki 

hücre hattı kullanılmıĢtır. 

115 genin yeni nesil DNA analizi sonucunda iki hücre hattında ortak olarak 

saptanan varyasyonlardan, AFB1 kaynaklı p53 R249S G>T mutasyonu ile benzerlik 

göstermesi açısından, sadece G>T ve C>A transversiyonları üzerinde çalıĢılmıĢtır. 

ARHGAP26 (Rho GTPaz aktive edici protein 26), BMPR1A (kemik 

morfogenetik protein reseptörü tip IA), KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral 

oncogene homolog), MAP2K4 (mitojen aktive protein kinaz kinaz 4), MYCL1 (v-

myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 1, lung carcinoma derived (avian)), 

PDGFRA, PRKAR1A (protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I-alpha), 

PTEN, PTPN11 (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11), SDHC ve 

SDHD (suksinat dehidrogenaz kompleks, alt ünite D) genlerinde intronik ve/veya 3’ 

translasyona uğramayan bölgede (3’ UTR) varyasyonlar saptanmıĢtır. Ayrıca, 

BMPR1A, PTPN11, RET genlerinde sırasıyla Pro410Pro, Ala392Ala, Leu769Leu 
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(rs1800861) sessiz mutasyonları saptanmıĢtır (Tablo 9). Bu varyasyonlar 

kodlamayan bölgelerde bulunduğundan veya aminoasit değiĢikliğine neden 

olmadığından polimorfizm olarak değerlendirilerek hepatokarsinogenez ile iliĢkili 

olmadıkları düĢünülmektedir. 

BMPR1A, FANCD2, NF1, PMS2 (postmeiotic segregation increased 2 (S. 

cerevisiae)), SDHC, TP53 ve XPC (Xeroderma pigmentosum, komplementasyon 

grubu C) genlerinde yanlıĢ anlamlı mutasyonlar saptanmıĢtır (Tablo 9). TP53 

geninde saptanan Arg249Ser mutasyonu bu hücre hatlarının AFB1 maruziyetini 

doğrulamaktadır. XPC geninde saptanan C>A transversiyonu ise, Gln939Lys 

varyasyonuna neden olmaktadır. Bu varyasyona sahip hastalarda, AFB1 maruziyeti 

durumunda H.K. geliĢme riskinin arttığı daha önce bildirilmiĢtir (124). 

Saptanan transversiyonlardan öncelikle FANCD2 Asp400Glu, Leu436Met, 

Gln802His; NF1 Met1041Ile, Leu1064Ile, Ala1417Asp ve SDHC Leu124Ile 

mutasyonları doğrulanmak üzere Sanger yöntemi ile analiz edilmiĢ ancak konfirme 

edilememiĢtir. Bu mutasyonlar doğrulanamadığından, BMPR1A, PMS2 ve XPC 

genlerindeki C>A transversiyonlarının incelenmesine devam edilmemiĢtir.   

Hücre hatlarında, AFB1 ile iliĢkilendirilebilecek bir genetik değiĢiklik 

saptanması durumunda, daha önce aynı mutasyonu taĢıdığı bildirilmiĢ DNA 

örnekleri ile p53 R249S mutasyonu bulunmayan ancak yüksek aflatoksin maruziyeti 

olduğu bilinen bölgelerden elde edilmiĢ klinik H.K. DNA örneklerinin de çalıĢmaya 

dahil edilerek bu varyasyonlar için analiz edilmesi planlanmıĢtır. Ancak, yeni nesil 

DNA analizinde saptanan varyasyonlar Sanger yöntemi ile doğrulanamadığından, 

bunlar klinik örneklerde çalıĢılmamıĢtır.  

Sanger yöntemi ile analiz edilen BCORL1 ve ARID2 genlerinde MAHLAVU ve 

PLC/PRF hücre hatlarında saptanan varyasyonlar sırasıyla Tablo 10 ve Tablo 11’de 

gösterilmiĢtir. MAHLAVU’da BCORL1 geninde saptanan Leu1132Leu (rs7062200) 

ve PLC/PRF’de ARID2 genindeki Val113Val (rs73292513) varyasyonları eksonlarda 

bulunmakta ancak aminoasit değiĢikliğine neden olmamaktadır. Diğer varyasyonlar 

intronik olmakla birlikte splice bölgelerinde bulunmamaktadır. Bu nedenlerle, bu 
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varyasyonların AFB1 kaynaklı H.K.’larda hepatokarsinogeneze katkısı olmadığı 

düĢünülmektedir. 

Sonuç olarak, iki hücre hattından elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırıldığında, 

toplam 117 gende AFB1 ile iliĢkilendirilebilecek bir genetik değiĢiklik 

saptanmamıĢtır. 

 

5.1. ÇalıĢmanın Gelecek Planları 

 

Bu proje sonucunda elde edilen veriler, yeni nesil teknolojilerin oldukça 

heterojen bir yapıya sahip olan karaciğer kanser genomunun doğasının 

belirlenmesinde yardımcı olabileceğine iĢaret etmektedir. Yeni nesil DNA analizinde 

saptanan varyasyonların ikinci bir yöntem ile doğrulanamamıĢ olması, HybSelect 

protokolü uygulanan çalıĢmanın güvenilirliğinin sorgulanmasına neden olmaktadır. 

Bu çalıĢma ile hedeflenen sonuç, teknik nedenlerle elde edilemediğinden, bu 

çalıĢmanın incelenen gen paneli geniĢletilerek 500 kanser geni için farklı bir 

laboratuarda analiz edilmesi planlanmaktadır. 

Hepatosellüler karsinomalarda özellikle CGH mikrodizini ve LOH çalıĢmaları 

ile kromozomal aberasyonlar incelenmiĢtir (14). Aflatoksin B1 kaynaklı H.K.’lardaki 

yeni genetik değiĢikliklerin tanımlanabilmesi için, öncelikle karĢılaĢtırmalı genom 

dizilemelerinde H.K. tümörlerinde tekrarlayan mutasyonlar bildirilmiĢ yeni genlerin 

(99, 101) çalıĢılması uygun olacaktır. Bu genler arasında, ERRFI1 ve IRF2 genleri 

sırasıyla 1p ve 4q kromozom kollarında bulunmaları açısından oldukça önemlidir, 

çünkü LOH çalıĢmalarında kayıplar saptanan 1p, 4q, 8p ve 16q kollarında henüz 

tümör baskılayıcı gen saptanmamıĢtır (67). 

Ayrıca, her iki hücre hattında da saptanan XPC genindeki Gln939Lys 

varyasyonu (Tablo 5) için Türk populasyonunda tarama yapılarak AFB1 maruziyeti 

durumunda, H.K. geliĢme riski belirlenebilir. 
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