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OZET

Hepatoselliiler karsinoma (H.K.) diinyada en sik goriilen kanserler arasinda 6. sirada,
kanserden 6liim nedenleri arasinda da 3. sirada yer almaktadir. Hastalifin tani ve
tedavisinde yeni gelismeler olsa da, siklig1 ve kotli prognozu nedeniyle H.K. hala
onemli bir saglik problemi olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bu nedenle, molekiiler
patogenezinin bilinmesi, tan1 ve tedavide kullanilabilecek yontemlerin gelistirilmesi
acisindan ¢ok dnemlidir. Temel etiyolojik ajanlar olan hepatit B, hepatit C, aflatoksin
B1 (AFBI1) ve siroz tim H.K. vakalarinin yaklasik %80’inden sorumludur.
Aflatoksinler insan gidalarinda, tahillarda, yemlerde ve her tiirli kuru yiyeceklerde
saklama kosullarinda rutubetin artmasina ve sicakliga bagli olarak, mantar tiirleri
tarafindan tretilen mikotoksinlerdir. Aflatoksinler arasinda en bilinen ve genotoksik
0zelligi nedeniyle mutasyonlara yol acarak kanser gelisiminine neden olan AFB1 dir.
AFB1’e maruz kalmis H.K. vakalarinda p53 R249S (G>T) mutasyonu oldugu
bilinmektedir. Ancak AFB1 kaynakli H.K. gelisiminde, bu mutasyondan baska p53
yolagimma eslik eden diger yolaklar ya da genlerin mekanizmalar1 heniiz agiga
cikartlamamistir. Calismamizda, p53 R249S (G>T) mutasyonundan dnce ya da sonra
olusmus olas1 genetik degisikliklerin tanimlanabilmesi amaciyla R249S mutasyonu
tasidigt  bilinen MAHLAVU ve PLC/PRF  hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Karsinogenezde rol oynadigi ve diger kanser tlirlerinde mutasyonu bildirilen 115
kanser geni yeni nesil dizi analizi yontemi ile incelenmistir. Ayrica, son zamanlarda
yiikksek c¢iktili genom arastirmalarinda, AFB1 dis1 faktorlerle olusan H.K.’larda
mutasyonu gosterilen BCORLI ve ARID2 genleri de Sanger dizi analizi ile
taranmistir. iki hiicre hattindan elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, toplam 117

gende AFBI ile iliskilendirilebilecek bir genetik degisiklik saptanmamuistir.

Anahtar sozciikler: Aflatoksin B1, ARID2, BCORLI, hepatoselliiler karsinoma, p53
R249S mutasyonu



SUMMARY
Analysis of Candidate Molecular Targets in Aflatoxin Bl-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 (AFBI1) 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 p5S3 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 AFBI-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, BCORLI 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, BCORLI, hepatocellular carcinoma, p53 R249S

mutation



1. GIRIS ve AMAC

Hepatoselliiler karsinoma (H.K.), primer karaciger kanseri tiiriidiir ve prognozu
oldukca kotii bir hastaliktir. Gelisimi genellikle 30 yildan uzun stirmektedir ve ¢ok
basamakl1 bir siire¢ olan hepatokarsinogenezin molekiiler mekanizmasi heniiz tam
olarak bilinmemektedir. H.K. siirecinde en sik rastlanan genetik degisikliklerin;
TP53, beta-katenin ve aksin genlerinde yogunlastigi gdsterilmis, ancak bu yolaklara
eslik eden diger yolaklar ya da genlerdeki ardisik genetik degisiklikler heniiz agiga

cikartlamamuastir (1).

Hepatoselliiler karsinomaya yol agan etiyolojik faktorlerden biri 6zellikle bazi
cografik bolgelerde ¢ok dnemli bir ¢evresel faktdr olan aflatoksin B1 (AFB1)’dir.
AFBI; insan gidalarinda, tahillarda, yemlerde ve her tiirli kuru yiyeceklerde
rutubetin artmasina ve sicakliga bagli olarak, mantar tiirleri tarafindan iiretilen zararl
toksinlerin en 6nemlilerinden biridir ve genotoksik 6zelligi nedeniyle mutasyonlara

yol agarak kanser gelisimine neden oldugu gosterilmistir (2, 3, 4).

TP53 genindeki 6zgiin R249S (G>T) somatik mutasyonu, AFBI1 toksini ile
iligkilendirilmistir (5, 6). Bu mutasyonunun varligi, o hiicre DNA’sinda hasar
meydana geldiginin ve bu hasarin aflatoksin kaynakli oldugunun bir isaretidir.
Ancak, cok basamakli hepatokarsinogenezde, AFB1’e maruz kalmis vakalarda, p53
R249S mutasyonuna eslik eden diger genetik degisiklikler (diger basamaklar) heniiz
bilinmemektedir. AFB1’in yol ac¢tig1 genetik degisikliklerin arastirilmasi bu yiizden

¢ok onemlidir.

Bu projenin amaci, oncelikle aflatoksinin sebep oldugu, p53 R249S (G>T)
mutasyonundan Once ya da sonra olusmus diger genetik degisiklikleri tanimlayarak,
bunlarin hepatokarsinogenez ile iliskisini gostermeye ¢aligmaktir. p53 mutasyonlari
farkli etiyolojik faktorler varliginda gelismis H.K.’larda da bildirilmis olmasina
ragmen, bu mutasyonlar genin belirli bir bolgesinde ya da niikleotidinde
yogunlasmamaktadir. Bu yogunlasma sadece aflatoksin maruziyeti (ve genellikle

buna eslik eden HBV enfeksiyonu varliginda) olan vakalarda karsimiza ¢ikmaktadir.



Projenin diger amaci ise, herhangi bir genetik degisiklik saptanmasi durumunda,
bunun aflatoksin dis1 faktorlerle olusan H.K.’larda da etkili olup olmadiginin
arastirilmasidir. Boylece, ¢alismamiz yeni onkogen ya da tiimor baskilayici genlerin

tanimlanmasina da yardime1 olabilecektir.

Calismamizda, AFB1 maruziyeti sebebiyle p53 R249S (G>T) mutasyonuna
sahip oldugu bilinen MAHLAVU ve PLC/PRF hiicre hatlarinda, daha once farkli
kanserlerle iliskisi gosterilmis 115 gen i¢in yeni nesil dizi analizi yontemleri ile

mutasyon taramasi yapilmasi hedeflenmistir.

Ayrica, literatlirde HCV kaynakli bir H.K. vakasinda bildirilmis kromozomal
yeniden diizenlenme saptanmig BCORLI (BCL6 co-repressor-like 1) (7) ve AFB1
dis1 faktorlerle olusan H.K.’larda yeni mutasyonlar saptanmasi nedeniyle timor
baskilayict bir gen oldugu 6nerilmis ARID2 (AT-rich interactive domain-containing
protein 2) (8, 9) genlerinde Sanger dizi analizi yontemi ile kodlayan bdolgeler i¢in
mutasyon analizi yapilmasi planlanmistir. Bu analizler sonucunda referans dizilerden
farklilik gosteren degisiklikler tespit edilebilecektir. Bu degisikliklerin biyolojik
Onemi, literatiir bilgileri ve mutasyonlarin proteinlerde olusturdugu degisiklikler g6z
Online alinarak belirlenmeye c¢aligilacaktir. Bu degerlendirme sonucunda her iki
hiicre hattinda da saptanan ve biyolojik Onemi oldugu Ongoriilen mutasyonlar,

genomunda ayni parmak izini tagiyan klinik 6rneklerde dogrulanacaktir.

Projemizin sonucunda, ¢ok basamakli hepatokarsinogenez siirecinde rol
oynayarak AFB1’e maruz kalan hastalarda p53 R249S mutasyonundan 6nce ya da
sonra ortaya c¢ikmis yeni genetik degisikliklerin saptanmasi hedeflenmektedir.
Boylelikle, p53 yolagi mutasyona ugramak suretiyle inaktive olmus H.K.’larda, yeni
gen veya yolaklarin tanimlanmasi ile H.K. gelisim siireci daha iyi anlagilabilecektir.
Tanimlanacak yeni degisiklikler diger ¢evresel faktorlerin yol agtig1 kanserlerde de
arastirilmaya baslanabileceginden, bu proje yeni molekiiler epidemiyolojik

caligmalara da onciiliik edebilecektir.

Hepatoselliiler karsinomanin molekiiler patogenezinin bilinmesi, tan1 ve
tedavide kullamilabilecek yontemlerin gelistirilmesi agisindan ¢ok onemlidir. Ote

yandan saptanacak genetik degisiklikler kronik karaciger hastaligi olan bireylerde



H.K.’nin basladiginin belirteci olabilecegi gibi, yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in de bir

hedef olabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatoselliiler Karsinoma

2.1.1. Epidemiyoloji

Karaciger kanseri diinyada en yaygin 6. kanser tiirii olup, kanser nedenli 6liimler
arasinda akciger ve mide kanserlerinden sonra gelerek 3. sirada yer almaktadir

(Globocan2008, http://globocan.iarc.fr, Erisim tarihi: 1 Ocak 2013). En ¢ok vaka

Mongolya’da goriilmekle birlikte, gittik¢e artan hastalik insidansi cografik bolgeler
arasinda 20 — 40 kat farklilik gostermektedir. Vakalarin % 80°den fazlas1 Afrika ve
dogu Asya gibi gelismekte olan iilkelerde, daha az oranda ise kuzey Avrupa ve
Amerika gibi gelismis iilkelerde goriilmektedir (Sekil 1). Dagilimdaki farkliliklarin

nedeni risk faktorlerine maruziyetteki farkliliklarla aciklanmaktadir (10, 11).
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Sekil 1: Diinyadaki hepatoselliiler karsinoma kaynakli 6ltim oranlari. Oranlar tiim
yaslar ve her iki cinsiyet i¢in yasa gore standardize edilmis ve her 100,000 vakaya
gore hesaplanmistir. Goriilme sikligi, bolgesel farklilik gostererek dogu Asya ve
Afrika’da yiliksek, Avrupa ve kuzey Amerika’da diisiik oranlardadir. (Globocan
2008, http://globocan.iarc.fr, Erisim tarihi: 1 Ocak 2013).
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Karaciger kanserleri erkeklerde kadinlardan 2-7 kat fazla goriilmektedir ve yasla
birlikte insidansi artmaktadir (9). Kanser goriilme yasi, HBV-HCV enfeksiyon yasi
ve aktif viral yiik oranina baghdir. Erkeklerde Asya ve Afrika basta olmak {izere sik
goriilen 5. kanser tiirtidiir ve kanser nedenli dliimlerde 2. sirada yer almaktadir.
Kadinlarda ise Asya, Afrika ve Orta Amerika basta olmak {izere en sik goriilen 7.
kanser tiirii olmakla birlikte, kanser nedenli 6liimlerde 6. siradadir (Globocan2008,

http://globocan.iarc.fr, Erisim tarihi: 1 Ocak 2013). Erkeklerdeki yiiksek oranin

sebebi, sigara ile alkol gibi siroza neden olan karaciger kanserojenleri, hepatit viriis
enfeksiyonlarina maruz kalma oranlarinin daha yiiksek olmasi ve androjen etkisidir

(10, 11).

2.1.2. Patogenez

Karaciger kanserleri, karacigerin kendine 0zgii malign (koti huylu)
neoplazmlarm1  kapsamaktadir ve karacigerde gelistigi  hiicrelere  gore
isimlendirilmektedir. Hepatositlerde (fonksiyonel karaciger hiicreleri) gelisen
hepatoselliiler karsinom, karaciger i¢i safra kanallarindaki intrahepatik
kolanjioselliiler karsinom, karaciger damarlarinda baslayan anjiosarkom ve
cocuklarda goriilen hepatoblastom, karaciger kanseri tiirlerinden bazilaridir (Cancer

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

types-of-primary-liver-cancer, Erisim tarihi: 1 Ocak 2013). Hepatoselliiler karsinoma

(H.K.), karaciger kanserlerinin %70-85’ini olusturan primer karaciger kanseri

tiridir (12).

Karaciger fibrozisi, karacigerde fibroz skar dokunun olusumu anlamina
gelmektedir. Skar doku olusumu yaralanmaya kars1 normal bir viicut yanitidir ancak
fibrozisde iyilesme siireci bozulmaktadir (13). Hepatositlerde (fonksiyonel karaciger
hiicreleri) viral enfeksiyonlar, alkol, toksinler gibi ¢esitli risk faktorleri nedeniyle
hasar meydana geldiginde, bagisiklik sistemi aktifleserek hizla onarim siirecini
baslatmaktadir. Hepatositlerin yaralanmasi veya 6liimii (nekroz), enflamatuar immiin
hiicrelerin sitokinler, biiylime faktorleri ve diger kimyasallarin salinimi igin
uyarilmasini saglamaktadir. Onarim siirecinde sentezlenen bu maddeler, karacigerde

birikerek ekstraselliiler matriks olusumuna neden olmaktadir. Bu devamli yikici-
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yenileyici siirecin uzun siireli dongiisli, siroz ile sonuglanan kronik karaciger
hastaligmma yol agmaktadir (HCV Advocate, http://www.hcvadvocate.org/news/
newsLetter/2004 /advocate1004.html, Erisim tarihi: 13 Ocak 2013).

Siroz, kolajen birikimi (fibrozis) ile ¢evrelenmis anormal karaciger nodiilleri ve
karaciger hiicrelerinin yerini alan skar doku ile karakterizedir (1). Karaciger
fonksiyonlarinda azalmaya neden olan sirozun ilerleyen asamalarinda hiperplastik
nodiiller goriilmektedir. Daha sonra gelisen displastik nodiiller sonu¢ olarak H.K.’ya
neden olmaktadir (Sekil 2) (14). Tim H.K.’larin %80 - 90’1 sirotik karacigerde
gelismektedir (15).

Hepatoselliiler ~karsinoma ileri evrelere kadar herhangi bir belirti
gostermemektedir. Yapilan farkli calismalarda, tani1 alan hastalarin bildirilen
ortalama sagkalim siireleri, cerrahi miidahalede bulunulmamis hastalarda 8 ay (16)
ile rezeksiyon uygulanmis hastalarda 64 ay arasinda (17) degisiklik gdstermektedir.
Bu farkliliklar, hastaligin tan1 anindaki evresinden ve hastanin klinik tablosuna gore
degisiklik gosteren tedavi yontemlerinden kaynaklanmaktadir. Diisiik sagkalim
oranlarinin nedenleri, erken tami i¢in giivenilir biyolojik belirteclerin yoklugu,
timorlerin  kemoterapiye direnci ve altta yatan yaygin karaciger hastaliginin

kemoterapik tedavi uygulamalarina engel teskil etmesidir (18).

ey iy (hronik
AFB1 hepatit

Fenotipi
degismis
hepatositler

" Preneoplazi ». Neoplazi
< 1(10-30y1l) ° 7 (<5 )
Displazi —
‘='(3 -5 wil)

Sekil 2: Hepatoselliiler karsinoma gelisiminde meydana gelen hiicresel lezyonlarin
kronolojik siralamasi. (Thorgeirsson ve Grisham (14)’dan uyarlanmastir).
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2.1.3. Risk faktorleri

Hepatoselliiler karsinomaya neden oldugu bilinen major risk faktorleri, kronik
hepatit B ve hepatit C viral enfeksiyonlarini, kronik alkol kullanimini, aflatoksin B1
(AFB1) ile kontamine olmus yiyecek tiiketimini ve aslinda tiim siroz indiikleyici
durumlar kapsamaktadir (11). Major risk faktorlerinin disinda obezite, diyabet, non-
alkolik yagli karaciger hastaligi, kalitsal hemakromatozis, al-antitripsin eksikligi,
herediter tirozinemi gibi metabolik hastaliklar, oral kontraseptif kullanimi, vinil
kloriir gibi gevresel toksinler ve sigara kullaniminin da diisiik frekanslarda H.K. ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir (1). Risk faktorlerinin prevalansi cografik bolgelere
ve etnik kokene gore farklilik gdsterebilmektedir. Ornegin, Afrika ve Asya’da daha
cok HBV enfeksiyonu goriiliirken, Japonya ve Amerika’da HCV daha siktir (10).

2.1.3.1. Kronik viral enfeksiyonlar

Viral enfeksiyonlar HCV ile enfekte hastalarin %60-80’inde, HBV ile enfekte
hastalarin ise %10’unda kronik hepatite donlismektedir (19). HCV’nin siroz
gelisimine katkist HBV den yaklasik 10-20 kat daha fazladir.

Diinyadaki H.K. vakalarimin yaklasik %80°1 kronik viral enfeksiyon kaynaklidir
(20). Hepatoselliiler karsinoma riskinin kronik HBV tasiyicilarinda 5-15 kat (11),
HCV-enfekte hastalarda ise 11.5-17 kat (21, 22) arttig1 bildirilmistir. Hepatoselliiler
karsinoma gelisiminde HBV ve HCV nin etkisi, kronik enflamasyona neden olmasi
ile dolayl1 veya viral proteinler araciligiyla direkt veya HBV durumunda oldugu gibi,
hepatosit genomuna entegrasyon yoluyla mutasyonlar olusturmak seklinde

olabilmektedir (23).
Hepatit B viriisii
Ik enfeksiyonu takiben HBV S antijeninin siirekli ekspresyonunun en az 6 ay

devam etmesi olarak tanimlanan kronik HBV enfeksiyonu, karaciger patolojileri ile

iligkilidir (24). Bu patolojiler sonu¢ olarak H.K. gelisimine etki eden fibrozis ve



sirozu kapsayabilmektedir. HBV-enfekte hastalarda H.K., siroz ve fibrozis

yoklugunda da gelisebilmektedir (15).

HBYV, kismi ¢ift sarmal sirkiiler DNAI1, hepatit B ylizey antijeni tarafindan
olusturulan zarfa sahip, Hepadnaviridae ailesine mensup bir para-retroviristiir (25).
HBYV genomu, revers transkriptaz / DNA polimeraz, kapsid proteini, zarf proteinleri
(L, M ve S) ile HBx ve HbeAg gibi fonksiyonu heniiz bilinmeyen az sayida proteini
kodlamaktadir (23). Hepatosite girdikten sonra, HBV genomu niikleusa giderek
kovalent kapali sirkiiler DNA halinde oldukga stabil bir konfirmasyon almaktadir. Bu
DNA, viral proteinlerin translasyonunda gerekli viral RNA transkripsiyonu i¢in kalip

(template) olugturmaktadir (15).

HBYV transgenik fare modellerinde yapilan ¢aligmalarda, sadece biiylik zarfin ve
HBx proteininin H.K. gelisimi ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir (26). HBV
entegrasyonunun konak genomda kromozomal delesyonlar, translokasyonlar, fiizyon
transkriptlerinin Uretimi, hiicresel DNA amplifikasyonu ve genomik instabilite gibi
cok cesitli genetik alterasyonlara neden oldugu gosterilmistir (27, 28). Bu
alterasyonlar insan telomeraz revers transkriptaz (hTERT) ve platelet kaynaklh
biiyiime faktorii (PDGF) genleri, kalsiyum sinyal iletimiyle iliskili genler ve mitojen
aktive protein kinaz 1 (MAPK]I) gibi tiimor olusumu ve gelisimi ile iligkili genleri
hedef alabilmektedir (29). HBx proteini 7P53 geninin represyonunu saglayarak
apoptoz, hiicre dongiisli regiilasyonu, DNA tamiri ve tlimor baskilama gibi p53

iligkili aktiviteleri inaktive etmek iizere de etkisini gosterebilmektedir (28).

Hepatit C viriisii

HCV, pozitif zincirli, zarfli, Flaviviridae ailesine mensup bir RNA viriisiidiir
(30). HCV genomu, posttranslasyonel olarak viral ve hiicresel proteazlar ile islenerek
meydana getirilen dort yapisal (kor, E1, E3 ve E7) ve alt1 yapisal olmayan (NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) viral proteini kodlamaktadir. Revers transkriptaza
sahip olmadigindan, bu viriis kendini konak genoma entegre edememektedir. Bunun
yerine viral proteinler ve onlarin yol actig1 konak yanitlar1 viral onkogenik siirece

katki saglamaktadir (15). Zarflanmis viriis partikiillerinin konaktaki spesifik yiizey
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reseptorleriyle etkilesmesi ile meydana gelen flizyon sonucu tek zincirli RNA
genomu sitoplazmaya salinir. Bu genom, virlis yasam dongiisiinde: 1) viral
proteinlerin translasyonu i¢in messenger RNA, 2) RNA replikasyonu icin kalip ve 3)
yeni virlis partikiillerine paketlenmek {izere baslangic genomu gorevlerini

istlenmektedir (30).

HCV transgenik fare modellerinde , sadece kor proteine sahip farelerde H.K.
gelisimi oldugu gosterilmistir (31). Tam mekanizmasi bilinmemekle birlikte, yapilan
caligmalarda HCV kor proteinin hiicresel gen iirlinlerini ve hiicre regiilator
yolaklarin1 (hiicresel transformasyon, transkripsiyon kontrolii, apoptoz, lipid
metabolizmasi, immiin modiilasyon ve oxidatif stres gibi) degistirmek tizere HCV-

hiicre etkilesimlerinde 6nemli role sahip oldugu ileri siiriilmektedir (32).

2.1.3.2. Kronik alkol kullanimi

Giinliik 50-70g’dan fazla alkoliin en az 5 senelik donemde kullanimi, asir1 alkol
tiketimi olarak tanimlanmaktadir ve H.K. riskini yaklasik bes kat arttirdigi
gosterilmis onemli bir risk faktoriidiir (22). Ancak, az ve orta diizey kullanimin H.K.
riskinde anlamli bir etkisi olup olmadigi bilinmemektedir (11). Alkoliin hiicre
transformasyonundaki ve H.K. gelisimindeki etki mekanizmasi hala tam olarak
bilinmemektedir, ancak arastirmacilar etkinin dogrudan alkol ile degil hepatik alkol

metabolizmasi ile iligkili oldugu konusunda fikir birligine varmiglardir (33).

Alkol kullannmi birka¢ mekanizma ile H.K. gelisimini baslatmakta ve/veya
neden olmaktadir (34, 35, 36): 1) asetaldehit-DNA katimi (adduct) olusumu; 2)
sitokrom P4502El-iligkili reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) jenerasyonu, lipit
peroksidasyonu, p53 mutasyonu ve prokarsinojenlerin karsinojenlere doniisiimii; 3)
ROS jenerasyonu, lipit peroksidasyonu, p53 mutasyonu ve niikleer faktér kappaB
(NF-kB) aktivasyonu araciligiyla enflamatuar kaskadinin baslangicina neden olan
demir birikimi; 4) oksidatif strese neden olan glutatyon deplesyonu;
5) s-adenozilmetiyonin (SAM) deplesyonu ve bununla iligkili olarak onkogenlerde
DNA hipometilasyonu; 6) retionik asit deplesyonu ve sonucunda aktivator protein-1

(AP-1) up-regiilasyonu araciligiyla hepatosit proliferasyonu; 7) bagirsaklardan
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karacigere endotoksin transferinin artmasi, CD14/toll-benzeri reseptor-4 (TLR-4)
araciligiyla Kiippfer hiicrelerinin aktivasyonu, oksidatif stres, NF-kB veya Egr-1
(early growth response-1) aktivasyonu ve enflamatuar sitokin ve kemokinlerin
jenerasyonu ile enflamatuar kaskadin baglatilmasi; 8) karacigerde fibrozis baslangici;
ve 9) dogal oldiiriicii hiicrelerin say1 ve/veya fonksiyonlarinin azaltilmasidir (34, 35,

36).

2.1.3.3. Aflatoksin B1 maruziyeti

Insan gidalarinda, tahillarda, yemlerde ve her tiirlii kuru yiyeceklerde saklama
kosullarinda rutubetin artmasina ve sicakliga bagh olarak, mantar tiirleri (Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus) hizla iireyerek mikotoksin (kiif zehiri) denilen
zararli bir toksin (zehir) tiretirler (3). Bunlarin en 6nemlilerinden biri de “Aflatoksin”
grubu toksinlerdir. Yapilan hayvan deneyleri aflatoksinlerin dogal olarak bulunan
kuvvetli zehir ve hepatokanserojen maddeler oldugunu gostermistir. Bu nedenle
aflatoksinler Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajanst (International Agency for
Research on Cancer, IARC) tarafindan kanserojen olarak siniflandirilmistir. Bunlarin
arasinda en bilinen ve genotoksik 6zelligi nedeniyle mutasyonlara yol agarak kanser

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

Aflatoksin B1’in doza bagli olarak hepatokarsinogenezde onemli rolii vardir.
AFBI, biiyiik oranda karacigerde sitokrom p450 tarafindan AFB1-8,9-ekso-epoksit’e
metabolize edilir (Sekil 3). AFB1-8,9-ekso-epoksit DNA’ya baglanarak guaninden
(G) timine (T) transversiyon mutasyonlarina neden olan, promutajenik AFB1-N7-
guanin DNA katimi (adduct) olusturan bir kanserojendir (37, 38). Yiiksek aflatoksin
maruziyeti olan bolgelerde insan H.K. tlimorlerinin yaklasik %50’sinde TP53 timor
baskilayict gende 249. kodonda AGG’den AGT’ye doniisen (Arg249Ser) nokta
mutasyonu gosterilmistir (5, 6, 39, 40). Bu mutasyonun klonal olarak se¢ilmesi, s6z
konusu mutasyona sahip olan karaciger hiicrelerinin biiylime ve/veya sag kalim

avantajlari ile agiklanmistir (41, 42, 43).
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AFB1 maruziyeti H.K. riskini tek basina yaklagik 4 kat arttiran bir risk faktori
olmasiin yani sira, HBV enfeksiyonu ile birlikte sinerjik etki yaratarak riski 60 kata

kadar arttirabilmektedir (44, 45).

AFLATOXIN

Hepatic
Cytochrome p450

GUANINE

Sekil 3: AFBI’in 8,9-ekso-epoksite doniisiimii ve sonrasinda DNA katimi olusumu.
Burada aflatoksin maruziyeti sonucu AFB1-8,9-ekso-epoksitin en sik goriilen guanin
ile reaksiyonu gosterilmistir. (McKillop ve Schrum (36)’ dan alinmstir).

2.1.3.4. Metabolik hastaliklar

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, asir1 alkol tiiketimine bagli olmayan
nedenlerle karacigerde yag birikmesinden (steatoz) kaynaklanmaktadir (46). Non-
alkolik yagli karaciger hastaligimin H.K. ile iligkisi, bu hastaligin en 6nemli iki

nedeni olan obezite ve diyabet ¢calismalari ile dolayl1 olarak gosterilmistir (47, 48).
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Calle ve arkadaslar1 (49) tarafindan Amerika’da yapilan ve 900,000°den fazla
kisinin 16 y1l siliren takibini kapsayan c¢aligmada, biiyiik viicut kitle indeksine sahip
erkeklerin karaciger kanseri nedeniyle Oliim oranlarinin, normal indekse sahip
erkeklerden 5 kat fazla oldugu saptanmistir. Aynmi ¢alismada kadinlarda anlamli bir
risk artiginin olmadig1 saptanirken, Wolk ve ark. (50) ve Moller ve ark. (51)’in
sirasiyla Isve¢ ve Danimarka’daki calismalarinda obezitenin kadin ve erkeklerde

H.K. riskini 2-4 kat arttirdig1 gosterilmistir.

Yapilan farkli ¢alismalarda, diyabet hastalarinda H.K. insidansinin 2-3 kat arttig
gosterilmistir (52, 53). Bu yatkinligin, insiilin direnci ve bununla iliskili olarak
karacigerde serbest yag asidi artist  ve hepatik trigliserid birikiminden

kaynaklanabilecegi bildirilmistir (54, 55).

Asirt demir depolanmasindan kaynaklanan ve HFE genindeki H63D ile C282Y
mutasyonlart ile iligkisi gosterilmis kalitsal hemakromatozisin, H.K. {izerindeki etkisi
hakkinda ¢ok fazla ¢calisma bulunmamaktadir (56). Secilen hastalarda siroz gibi farkli
etiyolojik faktorlerin de mevcut olmasi, ¢eliskili sonuglara neden olan ¢alismalarda,
homozigot C282Y mutasyonuna sahip erkek hastalarda H.K. riskinin diisiik oranda

arttig1 gosterilmistir (57).

al-antitripsin eksikligi, karacigerde tiretilen al-antitripsin proteinin burada
tutulumu ve bu nedenle kanda diisilk miktarda bulunmasi ile iligkili bir kalitsal
metabolik hastaliktir (58). Yaklasik 100 alelik varyanti bulunan proteinin en agir
fenotipik etkilere neden olan1 Z varyantidir. Karacigerde ol-antitripsin birikimi
sonucu kronik enflamasyon ve siroza sebep olmasi nedeniyle, al-antitripsin eksikligi

H.K. ile iliskilendirilmistir (58).

Kalitsal tirozinemi tip 1, tirozin katabolizmasinda son enzim olan
fumarilasetoasetat hidrolazin eksikligi nedeniyle tirozinin yikilamamasi sonucunda,
bu aminoasit ile metabolitlerinin 06zellikle karacigerde meydana gelen toksik
birikiminden kaynaklanan bir hastaliktir (59). Yeni doganlarda etkisini géstermeye
baslayan hastalik, tedavi edilmemesi durumunda karacigere yogun hasar vermekte ve

erken yasta gelisen siroz nedeniyle H.K. riskini oldukga arttirmaktadir (60).
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2.1.3.5. Diger risk faktorleri

Hepatositlerde niikleer dstrojen reseptorleri bulunmaktadir ve bunlarin H.K.’da
artis gostermeleri hepatik neoplastik dokunun hormonal yanita sahip olabilecegine
isaret etmektedir. Hayvanlarda yapilan deneylerde, oral kontraseptiflerin dstrojen ve
progesteron bilesenlerinin karaciger tiimorlerini indiikledigi gosterilmis olmasina
ragmen, insan deneylerinde tutarli sonuglar elde edilememistir (11). Bu nedenle, oral
kontraseptif kullanimi ile H.K. iliskisinin belirlenmesi, kullanim siiresinin bu iligkiyi
nasil etkilediginin degerlendirilmesi ve daha diisiik hormon diizeyli yeni nesil

ilaclarin etkisinin anlagilabilmesi i¢in daha kapsamli ¢aligmalar gereklidir (61).

Fabrika calisanlar1 lizerinde yapilan calismalarda, vinil klorlir maruziyeti ile
karaciger anjiyosarkomu (damar dokusundan gelisen koétii huylu tiimor) arasinda bir
iligki gosterilmis, ancak bu iliski diger histolojik karaciger tiimdrlerinde

gosterilememistir (11).

Sigara kullanan kisilerde H.K. riskinin ve H.K.’dan 6liim oranlarinin arttig1
gosterilmistir (61). Ancak bu kisilerde alkol kullanim1 gibi diger etiyolojik faktorler
de mevcut oldugundan, yapilan ¢alismalarda H.K. riskinin sigara kullanimindan

kaynaklandig1 sonucuna varilmasi olduk¢a zordur (11).

2.1.4. Molekiiler biyolojisi

Hepatokarsinogenez, hepatositlerde etiyolojik faktdrler nedeniyle meydana gelen
kronik hepatitin ilk asamalar1 ile baslayan ve sonrasinda karaciger sirozu ile devam
eden stirekli enflamasyon ve rejeneratif uyaranlar sonucunda, hiicre proliferasyonu
ve/veya apoptozu kontrol eden genlerde meydana gelen genetik ve epigenetik
alterasyonlar ile c¢oklu sinyal ileti yolaklarindaki disregiilasyonlar1 kapsayan ¢ok

basamakli bir siire¢ olarak kabul edilmektedir (15, 23).

Karacigerin normal yaglanma siirecinde nadiren karsilasilan kronik karaciger
hasari, hepatokarsinogenez ile oldukca iligkilidir (62). Bu iligki, hiicresel
transformasyon gelisimine neden olan hiicre bdliinmesi kaynakli olarak agiklanabilir.

Ancak, insan H.K. vakalarinda replikasyon hatasi1 frekansinin olduk¢a az olmasi,
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bunun temel mekanizma olmadigina isaret etmektedir (62). Bunun yerine, kromozom

kopya sayis1 alterasyonlar1 ve translokasyonlarin prevalansi oldukca yiiksektir (63).

Hepatokarsinogenez ile en iligkili durum, uzun siireli (20-40 yil) kronik
karaciger hastaligt sonucunda meydana gelen sirozdur (11). Kronik karaciger
hastaligi doneminde H.K. riski diisiik seyrederken, siroz evresinde eksponansiyal
olarak artis gostermektedir. Bu evrede karacigerde tiimor olusumu ii¢ temel
mekanizma ile gerceklesmektedir: kromozomal instabiliteye neden olan telomer
disfonksiyonu; hiicre dongiisii kontrol noktalarinin (checkpoints) aktiflesmesi
nedeniyle hepatosit proliferasyonunda azalma; karaciger mikro ve makro gevre

kosullarinda tlimor gelisimine neden olacak degisikliklerdir (11).

HBV

Aflatoksin, Alkol
HBV, HCV

HBV, HCV
\ Jak/STAT PRB /
Enflamasyon /
Wnt/ sitokinler
f-catenin \ /
MAP kinaz / \ Stres

p53 Bliyiime faktdrleri

HBV, HCV / (EGF/TGF-R)

Aflatoksin, HBV
Hemakromatozis

Sekil 4: Hepatoselliiler karsinoma ile iligskilendirilmis sinyal ileti yolaklar.
Yolaklarin  H.K.’daki etkisi, farkli etiyolojik faktorlere gore degisiklik
gostermektedir. (Aravalli ve ark. (64)’dan alinmistir).

Yapilan caligmalarda hepatokarsinogenezde meydana gelen ¢esitli genetik ve
epigenetik degisikliklerin hiicre proliferasyonu, hiicresel sagkalim, farklilasma ve

anjiyogenez gibi hiicresel sinyal ileti yolaklari ile iligkili oldugu gdsterilmistir (65).
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Bu yolaklar p53, retinoblastoma (Rb), Wingless/B-katenin (Wnt/B-katenin),
transforming biiylime faktorii-p (TGF-B), MAPK, fosfatidilinositol 3-kinaz/v-akt
murine thymoma viral onkogen homolog (PI3K/Akt) ve Janus kinaz/sinyal iletici ve
transkripsiyon aktivator (JAK/STAT) yolaklarmi kapsamaktadir (66). Farkl
etiyolojik faktorlerin farkli yolaklardaki genetik degisiklikler ile iligkisi gosterilmistir
(Sekil 4).

2.1.4.1. Kromozomal aberasyonlar

Hepatoselliiler karsinoma tiimérleri ile normal dokular kullanilarak yapilan genis
Olcekli karsilastirmali genomik hibridizasyon (comparative genomic hybridization,
CGH) mikrodizini ve heterozigozite kayb1 (loss of heterozygosity, LOH) ¢alismalari,
insan H.K.’larindaki kromozomal aberasyonlarin incelenmesine olanak saglamistir.
Bu caligmalarin sonucunda, 1p, 4q, 6q, 8p, 9p, 13q, 16p, 16q ile 17p kromozom
kollarinda siklikla delesyon ve 1q, 6p, 8q ile 17q kromozom kollarinda ise bolgesel
kazanim saptanmistir (14). Saptanan kromozom kayiplari, bu lokuslarda bulunan
tiimdr baskilayici genlerin bir alelinin inaktivasyonundan sorumlu olmasi agisindan
olduk¢a onemlidir. LOH ¢alismalarinda H.K.’da saptanan 17p, 13q, 16p, 9p ve 6q
kromozom kollarindaki kayiplar sirasiyla 7P53, RBI, aksis inhibisyon proteini 1
(AXIN1I), siklin-bagiml kinaz inhibitérii 2A (CDKNZ2A) ve insiilin-benzeri biiylime
faktorli 2 reseptorii (/GF2R) tiimor baskilayict genlerinin inaktivasyonuna isaret
etmektedir. Ancak 1p, 4q, 8p ve 16q kollarinda heniiz timor baskilayict gen

saptanmamustir (67).

Timor biiyiikliigiinden bagimsiz olarak, H.K.’larda ¢oklu alelik delesyonlar,
kromozomal kazanimlar ve kayiplar goriilebilmektedir. Bunlar, ardigik hiicre
proliferasyonlar1 sonucunda birikerek heterojen genomik aberasyonlara neden
olabilmektedir. Tiimorlerin heterojenligi, tiimoriin orijininin belirlenmesine ve
tiimoriin tekrarlayan veya ikinci bir primer tiimdr oldugunun anlasilmasina olanak

saglayabilmesi agisindan 6nem tagimaktadir (66).
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2.1.4.2. p53/ p14*** yolag

p53/p14™RF (p53/p14 alternative reading frame) yolagy; hiicre dongiisii kontroli,
programli hiicre oliimii, senesens, farklilasma ve gelisim, transkripsiyon, DNA
replikasyonu, DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi gibi c¢esitli hiicresel
fonksiyonlarindan sorumludur (67). p53 bir¢cok dnemli gorevde yer aldigindan bu
yolaktaki bozukluklar H.K. da dahil olmak iizere neredeyse tiim kanser cesitlerinde

gosterilmistir (68).

p53 mutasyonlari, AFB1 kaynakli H.K.’larda yiiksek (>%50), AFB1 kaynakli
olmayan H.K.’larda daha diisiik (%20-%40) frekanslarda saptanmaktadir (11). 200
kodondan fazla bolgeyi etkileyen ve %75 oranda yanlig anlamli (missense) mutasyon
ve bunlara eslik eden kromozom 17’nin kisa kolunun kaybinin da dahil oldugu p53
mutasyon spektrumu, pozisyonlart ve dogalar1 itibari ile farklilik gostermektedir (69,
70). Afrika ve Cin gibi AFB1 ve kronik viral hepatit insidansi yiiksek cografik
bolgelerde TP53 geninde 249. kodonda G>T transversiyonu sonucunda meydana
gelen R249S (Arg249Ser) mutasyonu oldukca siktir (4, 5, 71). AFB1 seviyesi diisiik
bolgelerde saptanan p53 mutasyonlarinin ise belirli bir kodonda yogunlasmadan, gen
tizerinde rastlantisal olarak yayilmis sekilde farkli bir spektruma sahip oldugu

bildirilmistir (Sekil 5) (6, 69, 72).

Bir¢ok c¢aligmada, 6zellikle hemakromatozis ve Wilson hastaligindaki oksidatif
stresin de p53 mutasyonlarina bagli olarak karaciger karsinogenezindeki etkisi
gosterilmistir (73). Bu durumlarda, enflamasyon kaynakli oksidatif stres nedeniyle
olusan reaktif oksijen ve nitrojen, siroz ve karaciger yetmezliginin yanisira, H.K.
gelisim riskini de 200 kata kadar arttirmaktadir. Oksidatif stres sonucunda p53
fonksiyonunu etkileyen mutasyonlar kodon 249°daki G>T ve kodon 250’deki C>A

mutasyonlaridir (74).
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Sekil 5: Hepatoselliiler karsinomada goriilen p53 mutasyonlarinin spektrumu. (A)
p53 molekiiliiniin sematik goriintiisii. Insan p53 proteini 393 aminoasitten
olusmaktadir. Transaktivasyon bdlgesi (turuncu), DNA baglanma bolgesi (100-293
aras1 aminoasitler), niikleer lokalizasyon dizisi (316-325. aminoasitler, koyu yesil) ve
oligomerizasyon bolgeleri (319-360. aminoasitler, agik yesil) fonksiyonel domainleri
olusturmaktadir. Pembe alanlar evrimsel olarak korunmus domainleri ve mavi alanlar
stk mutasyon goriilen bolgeleri temsil etmektedir. Sematik proteinin lizerindeki dikey
cizgiler yanlis anlamli mutasyonlart temsil etmektedir. Bu mutasyonlarin ¢ogu,
proteinin korunmus hidrofobik orta kisminda bulunan DNA’ya baglanma bolgesinde
bulunmaktadir. (Hussain ve ark. (74)’dan uyarlanmistir). (B) p53 mutasyonlarinin
niikleotit  degisikliklerine  gore  dagilimi. (IARC  TP53  databazindan
[http://pS3.iarc.fr/TP53SomaticMutations.aspx, Erisim tarthi: 25 Ocak 2013]
alinmigstir). (C) p53 mutasyonlarinin mutasyon etkilerine gére dagilimi. Large del:
bliyiik delesyon; missense: yanlis anlamli; nonsense: anlamsiz; other: diger; silent:
sessiz. (IARC TP53 databazindan [http://p53.iarc.fr/TP5S3SomaticMutations.aspx,
Erisim tarihi: 25 Ocak 2013] alinmistir).

pS3-iliskili aktiviteleri etkileyen mutasyonlar sadece bu gende degil, bu yolak ile
iligkili diger genlerde de olabilmektedir (65). Normal hiicre kosullarinda, p53
proteininin negatif regiilasyonunu ubiquitin ligaz aktivitesi ile mouse double
homolog 2 (Mdm2) saglamaktadir. CDKN2A geni tarafindan kodlanan p14*%" ise
Mdm?2 fonksiyonlarini tersine ¢evirmek iizere p53 aktiflestirilmesinden sorumludur
(Sekil 6). Bu genlerle iliskili olarak, insan H.K.’larinda Mdm2 ekspresyonunda artig
(75) ve p14***de mikrodelesyonlar (76) gosterilmistir. Ayrica, p53’ii inhibe eden
gankyrin ekspresyonunda da artis gosterilmistir (77).
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Yapilan c¢alismalarda, fare karaciger hiicrelerinde telomer disfonksiyonuna yanit
olarak p53’iin hiicreyi senesense gotiirdiigli gosterilmistir (78). Bu nedenle, siroz
evresinde p53 kontrol noktasi fonksiyonunun bozulmasi kisa telomere sahip
hepatositler i¢in secici avantaj saglamaktadir. Ayrica, p5S3 delesyonunun telomer
disfonksiyonu olan farelerde kromozomal instabiliteyi ve epitel kanser olusumunu da
arttirdigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak, siroz evresinde p53 kontrol noktasindaki
fonksiyon kaybi, disfonksiyonel telomerlere ve kromozomal instabiliteye sahip

hepatositlerin ¢ogalmasina ve H.K. baslangicina neden olmaktadir (11, 78).

CDKN2A4

Sekil 6: CDKN2A lokusu. CDKN2A lokusu dort eksondan olusmaktadir: ekson la
ve ekson 1 sirasiyla p16INK4A ve p14ARF icin spesifik olurken, ekson 2 ve ekson 3 iki
protein tarafindan kodlanmaktadir. p16™~** Rb yolagi, p14** ise p53 yolag ile
iligkilidir ve bu lokus onemli kanser yolaklarinda oldukc¢a etkilidir. (Lin ve ark.
(79)’dan alinmistir).
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2.1.4.3. RB/INK4A yolag

RB/INK4A yolagi, hiicre dongiisiinde G1/S faz1 gegisi regiilasyonunda 6nemli
bir role sahiptir (80). Rb’nin aktivitesi, siklin bagimli kinazlar (CDK) ile fosforile
olma durumuna baglidir. Fosforile olmayan Rb, E2F-1 transkripsiyon faktoriine
baglanmak suretiyle hiicrenin transkripsiyonel aktivitesine engel olarak hiicre
déngiisiinii kontrol etmektedir. p14°%* gibi CDKN2A geni tarafindan kodlanan
p16™5*A bu yolakta CDK inhibitériidiir (Sekil 6).

Yapilan c¢alismalarda, insan H.K. vakalarimin %80’inden fazlasinda Rb yolagi
aberasyonlar1 saptanmistir (81). RB geninin bulundugu 13ql4 bdlgesindeki
kromozomal kay1p, tiimorlerin %18-48’inde gosterilmistir (65). Kromozom kaybinin
yanisira, bu yolaktaki diger alterasyonlar p16™~** mutasyonlar1 ve siklikla promotér
metilasyonu sonucu pl6™ ** represyonudur (82). Ayrica, p53’te oldugu gibi Rb
inhibitorii olan gankyrin ekspresyonundaki artis da Rb yolaginin fonksiyonunun

engellendiginin gostergesidir (77).

2.1.4.4. WNT/B-KATENIN yolag

Wnt/B-katenin yolaginin aktivasyonu, B-kateninin g¢ekirdege translokasyonu ve
buradaki gesitli transkripsiyon faktorleriyle etkilesimine olanak saglamak iizere doku
homeostazisi ve embriyonik gelisimde etkilidir (83). Wnt ligandina baglanmayan
hiicrelerde sitozolik B-katenin, kazein kinaz 1 (CK1) ve glikojen sintaz kinaz 3
(GSK3) fosforilasyonu ile degradasyon igin siirekli ubiquitinlenmektedir. Bu “yikici
kompleks” i¢inde AXIN ve adenomatdz poliposis koli (APC) tiimor baskilayict
proteinleri de bulunmaktadir. Wnt ligandinin Frizzled reseptor ve membranda
bulunan LRP5/6 koreseptore baglanmasi ile kinaz aktivitesi engellenerek hiicrede f3-
katenin birikmekte ve ¢ekirdege translokasyonu ile TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid
enhancer factor) DNA transkripsiyon faktorlerine baglanmak iizere etkisini

gostererek hedef genleri aktiflestirmektedir (Sekil 7) (84).

Fare ve insan H.K.’larinda yapilan calismalarda, Wnt/B-katenin yolaginin

somatik mutasyonlar nedeniyle aktivasyonu (85) veya negatif regiilatorlerinin
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transkripsiyonel represyonu (86) gosterilmistir. p-katenini kodlayan CTNNBI
geninde, Ozellikle fosforilasyon bolgesindeki ekson 3 mutasyonlart ¢ekirdekte -
katenin birikimini saglamaktadir. Ayrica, AXIN geni mutasyonlar1 ve APC genindeki
promotdr metilasyonu veya kromozomal kayip nedeniyle genin bialelik

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

Sekil 7: Karacigerde Wnt/B-katenin sinyal iletimi. (A) Wnt ligand1 baglanmadiginda,
B-katenin “yikici kompleks” tarafindan degrade edilmektedir. (B) Wnt ligandinin
baglanmasi durumunda, B-kateninin ¢ekirdege translokasyonu ile hedef genlerde
transkripsiyon gerceklesmektedir. (Gougelet ve Colnot (84)’dan uyarlanmistir).
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2.1.4.5. TGF-p yolag:

TGF-p hiicre gelisimi, farklilasma, migrasyon, apoptoz, adhezyon, sagkalim ve
bagisiklik gibi degisik fonksiyonlarda gorev alan bir enflamatuar sitokindir (87).
TGF-f stiper ailesi ligandlar1 kendilerini TGF-p tip II reseptore (TPRII) sunan TGF-3
tip I reseptore (TPRIII) veya dogrudan TPRII’ye baglanirlar. TPRII, TGF-B’ya
baglandiktan sonra TGF- tip I reseptorii (TBRI) transfosforile ederek protein kinaz
aktivitesini uyarir. Aktiflesen TPRI, reseptor ile regiile edilen Smad’lar1 (R-Smad;
Smad2 ve Smad3) fosforile ederek common mediator Smad’a (co-Smad; Smad4)
baglanmalarina olanak saglamaktadir. R-Smad/co-Smad kompleksleri ¢ekirdekte
birikerek transkripsiyon faktorleri olarak hareket eder ve hedef genlerin
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alirlar. Smad6 ve Smad7 (inhibitér Smadlar; I-
Smad) ise Smad2 ve Smad3’iin fosforilasyonunu bloke etmek tizere TGF-f yolaginin
negatif regiilasyonunda gorev alirlar (Sekil 8). TPRIL, TPRII, Smad2, Smad3 ve
Smad4 temel Smad-bagimli TGFp sinyal ileti yolagin1 olustursa da, mekanizmalari
henliz tam olarak bilinmeyen Smad-bagimsiz MAPK, PI3K/Akt, Rho ailesi
proteinleri ve protein fosfataz 2A yolaklar1 da bulunmaktadir (87, 88, 89, 90).

TGF-B, H.K.’da hiicre proliferasyonunu diizenleyen tiimor baskilayic1 ve ayn
zamanda tiimoOr kanser motilitesi ve invazyonunu saglamak iizere tiimor destekleyici
olarak ikili role sahiptir (88). Normal dokular ve erken evre tiimorlerde TGF-f tiimor
baskilayic1 olarak hareket etmektedir. Bu yolagin TGF-f reseptorlerinin ve
Smad’larin mutasyonu (91) veya TGF-B ligandlarimin over-ekspresyonu (92) ile
bozulmasi, tiimor hiicrelerinin TGF-f tarafindan yonetilen bu diizenlemeden
kagmalarma olanak saglamaktadir. Boylece, TGF-B tiimor destekleyici sekilde
hareket ederek, hiicrelerin epitelyal-mezenkimal doniisiimiine ve bu sekilde invazif
olmalarina neden olmaktadir. TGF-f ayrica tlimorleri immiinosiipresif diizenlemeden
uzaklagtirmak {iizere anjiyogenezi desteklemek yoluyla ikincil tiimor bolgelerine

metastazina da destek olmaktadir (89, 90).
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Sekil 8: TGF-p sinyal iletim yolagi. TGF-p baglanmasi ile aktiflesen TRRIL, TBRI’e
baglanmaktadir. Aktif TBRI Smad2 ve Smad3’iin fosforillenmesini ve Smad4 ile
etkilesmesini saglamaktadir. Bu kompleks, ¢ekirdege transloke olarak hedef genlerin
transkripsiyonunu saglamaktadir. Smad7, Smad2 veya Smad3’iin TBRI tarafindan
aktivasyonunu engellemektedir. (Elliott ve Blobe (88)’dan alinmistir).

2.1.4.6. Diger yolaklar

H.K.’ya 0zgii patolojik Ozelliklerden biri kanser hiicresi proliferasyonu ve
metastaz i¢in gerekli olan tiimoér damarlanmasidir. Bu nedenle, kanser gelisiminin ilk
asamalarindan itibaren vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF), PDGF,
epidermal biliylime faktorii (EGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve insiilin-
benzeri biiylime faktorii (IGF) gibi biliylime faktorlerinin ekspresyonunun artmasi
gerekmektedir (93). Bu biiyiime faktorlerinin VEGFR (vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii reseptorii), PDGFR (platelet kaynakli biiylime faktorii reseptorii), EGFR
(epidermal biiylime faktorii reseptorii), FGFR (fibroblast biiyiime faktori reseptoril)
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ve IGFR tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasiyla Ras/Raf/MEK/ERK yolagindaki
intraselliiler Ras aktive olmaktadir. Sonrasinda bu yolaktaki molekiiller sirasiyla
aktifleserek hiicre farklilagmasi i¢in gerekli c-jun ve c-fos genlerinin
transkripsiyonunu saglamaktadir (Sekil 9) (94, 95). Bu yolagin H.K. gelisimi ile
iliskisi dogrudan yolaktaki genlerin mutasyonlarindan degil, c¢esitli faktorler

nedeniyle bu yolagin asir1 aktivasyonundan kaynaklanmaktadir (96).

Biiylime  faktorlerinin  tirozin  kinaz  reseptorlerine  baglanmasi ile
PI3K/Akt/mTOR yolagi da aktive olmaktadir (Sekil 9). PI3K aktivasyonunun
ardindan, bu yolaktaki molekiiller AKT ve rapamisinin memelilerdeki hedefi
(mTOR) sirastyla aktifleserek, hiicre proliferasyonunu saglamakta ve apoptoz
regiilasyonunda rol alan Bcl-2-associated death promoter (BAD) inaktive etmektedir.
PI3K yolaginin negatif regiilasyonu, fosfataz ve tensin homolog (PTEN) tarafindan
saglanmaktadir (94, 95). Bu yolagin asir1 aktivasyonuna veya PTEN ifadesinin
baskilanmasina neden olan alterasyonlarin H.K.’larda tiimor gelisimi, evresi ve kotii

prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir (97).

___7“ Hicre yizeyi tirozin Kinaz reseptorler _
/ 7%—&""“‘&_

[RAF.I’MEK.I"ERK yolagi ] [PI3K.-"AKT.FmTOR yolad ]

RAS PI3K
AS

PTEN ——| l
RAF | AKT

Kanser hiicre proliferasyonu Endotelyal hicrelerin anjiyogenezi

Sekil 9: Ras/Raf/MEK/ERK ve PI3K/AKT/mTOR sinyal iletim yolaklari.
Proanjiyogenik ve proliferatif biiyiime faktorleri bu yolaklar1 aktive etmektedir.
(Meguro ve ark. (93)’dan alinmistir).
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Biiytime faktorleri ve sitokinler, ilgili reseptorlerine baglandiklarinda
reseptorlerde meydana gelen dimerizasyon sonucunda otofosforilasyon ile JAK’lar
aktive olmaktadir (98). Aktif JAK’lar, niikleusta hedef genler i¢in transkripsiyon
faktorii olarak hareket eden STAT’lar1 fosforile ederek aktiflestirmekte ve dimerler
olusturarak niikleusa translokasyonlarina olanak saglamaktadir. Boylece, JAK/STAT
yolag1 ekstraselliiler sinyalin transkripsiyonel yanita ¢evrilmesi i¢in dogrudan bir
mekanizma olusturmaktadir. H.K.’larda, JAK/STAT yolaginin aktivasyonu ve STAT
inhibitorii olan sitokin sinyal baskilayicilarinin (suppressor of cytokine signaling,

SOCS) inaktivasyonu bildirilmistir (64).

Son yillarda gelisen genom dizileme teknolojisi ile ¢ok sayidaki H.K. timoriinde
yapilan caligsmalarda, yeni genler ve mekanizmalarin H.K. ile iliskisi gdsterilmistir.
ARIDIA, ARIDIB ve ARID?2 genlerinde tekrarlayan mutasyonlar farkli ¢aligmalarda
(8, 99, 100) gosterilmistir ve hepatokarsinogenezde kromatinin yeniden sekillenme
mekanizmasinin énemine isaret etmektedir. Totoki ve arkadaslari (7) tarafindan
yapilan ¢aligmada ise, BCORLI geninin transkripsiyonel aktivitesini etkiledigi
gosterilmis BCORLI — ELF4 fiizyon transkripti tanimlanmistir.

Yapilan karsilastirmali  genom dizilemelerinde, H.K. tiimdrlerinde p53
yolagindaki interferon regiilator faktorii 2 (IRF2) geninde, oksidatif stres ile iliskili
olarak nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NFE2L2) geninde, biiytime faktorii
sinyal agindaki ERBB receptor feedback inhibitor 1 (ERRFII) geninde ve
Ras/MAPK iletim yolagindaki ribozomal protein S6 kinaz (RPS6KA3) genlerinde de
tekrarlayan mutasyonlar saptanmistir (99, 101). Ancak, bu mutasyonlarin ve genlerin

hepatokarsinogenez ile iligkisinin belirlenebilmesi i¢in ¢calismalar devam etmektedir.
2.1.4.7. Epigenetik degisiklikler

Epigenetik degisikliklerin, H.K. gelisimi ve ilerlemesindeki 6nemi yapilan
calismalarda gosterilmeye ¢alisiimaktadir (102). DNA metilasyonu, histon

modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA’lar1 kapsayan bu epigenetik degisiklikler, risk

faktorlerine gore farklilik gostermektedir.
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Genellikle genlerin promotorlerinde bulunan CpG boélgelerinde meydana gelen
DNA metilasyonu, okaryotlarda gen regiilasyonunu saglayan major epigenetik
mekanizmadir (103). Memelilerdeki DNA metilasyon mekanizmasi, metil grubunun
enzimatik olarak eklenmesini saglayan DNA metiltransferazlar (DNMT) ve
metilasyon paterninin belirlenmesinde etkili metil-CpG baglayict proteinleri (MBP)
kapsamaktadir. H.K. da dahil olmak {izere, bu mekanizma ile iligkili olarak
timorlerde saptanan ve onkogenler ile transpozonlarin ekspresyonuna neden olan
global hipometilasyon, genomik instabiliteye neden olmaktadir. Spesifik promotor
hipermetilasyonlar1 ise hiicre dongiisli regiilasyonu, apoptoz, DNA tamiri, hiicre
homeostazisi, hiicre adhezyonu ve invazyon ile iligkili timor baskilayict genlerin
inaktivasyonu ile baglantilidir. Yapilan ¢aligmalarda, 6zellikle HBV proteini HBx’in,
DNMT ekspresyonunu arttirarak tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonuna neden

oldugu gosterilmistir (104, 105).

Son yillarda yapilan caligmalar, transkripsiyon faktorlerinin ve DNA tamir
proteinlerinin transkripsiyon, replikasyon veya DNA tamiri gibi kritik kromatin
aktivitelerini katalize edebilmesi icin gerekli DNA erisiminin diizenlenmesinde
kromatin histon modifikasyonu enzimlerinin ve ATP-bagimli kromatinin yeniden

sekillenme komplekslerinin H.K. gelisimindeki etkisine isaret etmektedir (102).

mikroRNAlar (miRNA), transkripsiyonu RNA polimeraz II tarafindan
gerceklesen miRNA prekiirsoriinden kesilerek meydana gelen 19-25 niikleotit
uzunlugunda, kodlamayan tek zincirli RNA molekiilleridir (106). miRNA, hedef
mRNA’nin 3’ translasyona ugramayan bolgesindeki (3 UTR) komplementer diziye
baglanarak, translasyonel inhibisyon veya mRNA degradasyonunu saglamak iizere
etkisini gostermektedir. Yapilan caligmalarda, H.K. siirecinde regiilasyonu bozularak
timor olusumuna ve metastatik gelisime katkisi bulunan birgok miRNA
tanimlanmistir. Bunlardan bazilari onkogen gibi hareket etmek iizere apoptozu inhibe
ederek (miR-221), hiicre invazyonunu tesvik ederek (miR-9) veya migrasyon ve
proliferasyonu engelleyerek (miR-23b) etkili olmaktadir. miR-101, miR-195, miR-
122 ve miR-338 ise tlimor baskilayicit gen benzeri 6zelliklere sahiptir ve H.K.’da

susturulmaktadir (106, 107).
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2.1.5. Tam

Hepatoselliiler karsinoma tanisinda kullanilan baslica diagnostik teknikler serum
belirteglerini, karaciger fonksiyon testlerini, g¢esitli goriintiileme yontemlerini ve
histolojik incelemeyi kapsamaktadir (Amerikan Karaciger Hastaliklar1 Dernegi -

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

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

HCCUpdate2010.pdf, Erisim tarihi: 8 Subat 2013).

Serum belirtecleri arasinda siklikla kullanilan alfa-1 fetoproteindir (AFP). AFP
gebelikte fetal karaciger hiicreleri tarafindan iiretilen ve normal sartlarda eriskinlerde
baskilanan bir glikoproteindir. Patolojik olarak, kronik karaciger hastaligi olan
hastalarda yiiksek hepatosit rejenerasyonuna bagli AFP miktarinda artis olabilmekte
ve bu nedenle kansere 0zgli ayirici tanida kullanilamamaktadir. AFP yerine son
yillarda, AFP’nin temel glikoformu olan ve malign hiicreler tarafindan iiretilen lens
culinaris agglutinin-reaktif alfa-1 fetoprotein (AFP-L3) miktar1 dikkate alinarak, total
AFP miktarinin %10’undan fazla ise pozitif kabul edilmektedir. Ayrica, H.K.
hiicrelerinde kazanilmis posttranslasyonel defekt sonucu olusan anormal protrombin
prekiirsorili, des gamma karboksi protrombin (DCP) degerleri de AFP ve AFP-L3
sonuglart ile birlikte degerlendirilmektedir. Normal olarak sadece plasenta ve fetal
karacigerde bulunan glipikan-3 (GPC3) ekspresyonu da H.K. belirteci olarak
kullanilabilmektedir. Bu belirtegler disinda a-L-Fukosidaz, skuaméz hiicreli
karsinom antijeni (SCCA), Golgi proteini 73 (GP73), hepatosit biiylime faktorii
(HGF), TGF-B1, VEGF de diagnostik amagh kullanilmaktadir. Ancak bu belirtecler,
diger kanser tiirlerinde de saptandigindan H.K.’ya 6zgii degildir. Son zamanlarda
yizey ile gelistirilmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanl kiitle
spektrometresi (SELDI-TOF) ile yapilan serum proteomiks calismalarinda, kiigiik
tiimdrlerin saptanabilmesi amaciyla, tanida kullanilmak tizere daha yiiksek ayirt edici
ozellikteki hassas proteinlerin belirlenmesi i¢in arastirmalar devam etmektedir (108,
AASLD, http://www.aasld.org/practiceguidelines/Documents/Bookmarked&percnt;
20Practice%20Guidelines/HCCUpdate2010.pdf, Erisim tarihi: 8 Subat 2013).
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Rutinde kullanilan goriintiileme yontemi ultrasonografi ile rejenere karaciger
nodiiliiniin erken H.K.’dan ayrilmasi zordur. Bu nedenle ii¢ fazli spiral bilgisayar
tomografisi veya ii¢ fazli dinamik kontrastli manyetik rezonans goriintiileme

yontemleri kullanilmaktadir (109).

Gorlintiileme yontemleri ile tan1 konamiyorsa, histopatolojik inceleme igin
radyolojik destek altinda igne biyopsisi uygulanabilmektedir. Ancak, tiimdriin

kanamasi ve implantasyon yoluyla yayilmasi riski s6z konusudur (108).

2.1.5.1. Evreleme

Hepatoselliiler karsinoma tanis1 alan hastalarda, uygun tedavi yodnteminin
belirlenmesi i¢in evreleme gereklidir. Bircok evreleme sistemi olmasina ragmen
Barselona Klinigi Karaciger Kanseri (Barcelona Clinic Liver Cancer, BCLC)
evreleme sistemi tedavi ile iligkilendirilebilmesi acgisindan standart yontem olarak
kullanilmaktadir (110). Bu sisteme gore evreleme ve prognozda onemli kriterler,
hepatik fonksiyonu, bilirubin degerleri, timor biiyiikliigli ve sayisi, timor yayilma
hizi, tiimor kapsiiliiniin varligi, karaciger damarlarinin tutulumu, yavru nodiillerin

varlig1, timor damarlanmasi ve karaciger dis1 metastaz olarak siralanabilir (111).

2.1.6. Tedavi

Gilinlimiizde H.K. tedavisinde, kiiratif tedavi olarak karaciger rezeksiyonu,
karaciger nakli ve ablasyon (perkiitan etanol enjeksiyonu veya radyofrekans ile),
bolgesel tedavi olarak transarteriyel kemoembolizasyon (TACE), transarteriyel

radyoembolizasyon kullanilmaktadir (109).

Son zamanlarda, hepatokarsinogenezde etkili oldugu gosterilmis Onemli
yolaklar1 hedefleyen molekiiler ajanlarin  gelistirilebilmesi i¢in  ¢aligmalar
yapilmaktadir (112). Bu terapiler sinyal iletimi, anjiyogenez, apoptoz, metastaz,
hiicre dongiisii, proliferasyon ve farklilasma ile iliskili olmak tizere siklikla biiylime
faktorleri ve reseptorleri ile intraselliiler sinyal ileti proteinlerini hedef alarak

tasarlanmaktadir. Bu ilaglar arasmnda Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi — Avrupa Ilag
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Ajans1 (US Food and Drug Administration - European Medicines Agency, FDA-
EMEA) tarafindan ileri evre H.K. hastalarinin tedavisinde kullanilmasi onaylanmis
tek ila¢c Sorafenib’tir. Diger ilaclar i¢in klinik denemeler devam etmektedir.

Hastaligin etkin tedavisinde kullanilabilecek ajanlarin gelistirilebilmesi icin

hepatokarsinogenezde etkili mekanizmalarin detaylarinin anlagilmasi oldukca

onemlidir (94).

RAS/MAPK PI3K/AKUmMTOR
YOLAGI YOLAGI

—ior
Bt
Y e
.
Everolimus

PROLIFERASYON, HUCRE SAGKALIMI, HUCRE
PROTEIN TRANSLASYONU VE HUCRE DONGUSU

FDA-EMEA tarafindan HK igin
onaylanrmis hedefli terapi

WNT/RCATENIN
YOLAGI HEDGEHOG

: YOLAGI

FRIZZLE RECEPTOR

Sekil 10: Hepatoselliiler karsinomadaki molekiiler hedefli terapiler. Biiyilime
faktorlerini (VEGFR: bevacizumab; EGFR: cetuximab), tirozin kinaz inhibitorlerini
(VEGFR: sorafenib, sunitinib; PDFGR: sorafenib, sunitinib; EGFR: erlotinib,
lapatinib; AEE788, Her2/nu: lapatinib, AEE788) ve Serin/Treonin kinaz
inhibitorlerini (Raf: sorafenib; mTOR: rapamycin, everolimus; PI3K: XL-765)
hedefleyen ilaclar gelistirilmistir. (Llovet ve Bruix (94)’dan alinmistir).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Hiicre hatlan

Bu ¢alismada, laboratuarimizda -80°C’de saklanan ve daha 6nceden p53 R249S
mutasyonu tasidigt bilinen, insan hepatomalarindan elde edilmis MAHLAVU
(Giiney Afrika, kadin) ve PLC/PRF (Mozambik, erkek) hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Bu hiicre hatlart 1994 yilinda Unsal ve ark. (70), 1999 yilinda TUBITAK destegiyle
Yakicier ve ark. (91) ve 2010 yilinda Acun ve ark. (113) tarafindan yapilan
calismalarda da kullanilmistir. Retrospektif ¢alismamizda yeni klinik ornek elde

edilmemistir.
3.1.2. Cihazlar

Calkalayici: Maxi-Mix III, type 65800 — Barnstead / Thermolyne, ABD
Cekerocak: Tezsan, Tiirkiye

Dizi analiz cihazi: Megabace 750 — GE Healthcare Life Sciences, ABD
Elektroforez gii¢ kaynagi: 250 EX electrophoresis power supply — Gibco, ABD
Elektroforez tanki: Horizon 11.14 — Whatman-Biometra, Almanya

Hassas terazi: Adventurer Pro — Ohaus, ABD

Isitic1 blok: Thermo Block TDB-120 — Biosan, Letonya

Jel goriintiileme sistemi: Molview (GELDOC) — Molargen, Tiirkiye
Mikropipet seti: Pipetman (P10, P20, P200, P1000) — Gilson, ABD
pHmetre: Inolab - WTW, Almanya

Santrifiij: Biofuge pico — Heraeus, Almanya

Spektrofotometre: NanoPhotometer Pearl — Implen, Almanya

Termal dongii cihazi: DNA Engine, PTC-200 — Biorad MJ Research, ABD
Vakum sistemi: Axygen, ABD

Vorteks: Velp Scientifica, Italya
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3.1.3. Kimyasallar ve Kitler

Bu c¢alismada kullanilan kimyasallar ve kitler asagida belirtilen

firmalardan temin edilmistir:

Reaktif

Agaroz

Borik asit

Deoksintikleotit trifosfatlar (ANTP)
DYEnamic ET dye terminator cycle
sequencing kit (MegaBACE)
EDTA

Etanol

Etidyum bromdir (EtBr)

ExoSAP-IT

Generuler 100 bp DNA ladder
GoTaq Flexi DNA polimeraz
Halfseq dilution reagent

Megabace long read matrix
Montage SEQoe sequencing reaction
cleanup kit

Potasyum dihidrojen fosfat anhidrus

Potasyum kloriir

QIAamp DNA mini kit
Sequencing Wash Solution
Sodyum fosfat anhidrus
Sodyum kloriir

Steril distile su

Tris-Base

Uretici firma
Applichem, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Promega, ABD

uretici

GE Healthcare Life Sciences, Ingiltere

Applichem, Almanya
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD
Affymetrix, ABD
Thermo Scientific, ABD
Promega, ABD

Genetix, Ingiltere

GE Healthcare Life Sciences, Ingiltere

Merck Millipore, ABD

Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Qiagen, ABD

Merck Millipore, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Eczacibagi-Baxter, Tirkiye

Sigma-Aldrich, ABD
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3.1.4. Plastik malzemeler

Bu ¢alismada kullanilan eppendorf tiipleri (0.2, 0.6 ve 1.5 mL i¢in), pipet uglari
(10, 20, 200 ve 1000 mikrolitre i¢in) ve plastik plaklar (PCR ve Megabace igin),
Axygen (ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.1.5. Oligoniikleotitler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR — polymerase chain reaction, PCR) ve dizi
analizi reaksiyonlarinda kullanilacak primerler IONTEK (istanbul, Tiirkiye)
tarafindan sentezlenmistir. Bu primerlerin niikleotit dizileri Tablo 1, Tablo 2, Tablo 3

ve Tablo 4’de verilmistir.

Liyofilize (dondurarak kurutulmus) halde bulunan primer tiipleri 13,000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildikten sonra iglerine tretici firma tarafindan 100 pmol’likk
konsantrasyon elde etmek i¢in belirtilen miktarda Tris-EDTA (TE) eklenerek
¢cozlilmiigtiir. Primerler, 10 pl hacimlerde porsiyonlanarak -20°C’de saklanmustir.
Dizi analizi reaksiyonunda kullanilmak {izere PZR grade H,O ile diliisyon yapilarak

10 pmol primerler elde edilmistir.

Tablo 1: BCORLI geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

Primer Primer dizisi

BCORLI1-1F* 1 GGCTGGCTGCTTTAACATTC 59.85 341
BCORLI1-1R* CTCCCCAGGCCCTATTGTAT 60.17
BCORLI1-2F* 2 AGGTGGTGTTGGCTCAAATC 59.97 341
BCORLI1-2R* CAACTCGACCAACCAGGTCT 60.15
BCORL1-3aF 3 (a) AAGACCAGCAGTTGCCTCTC 59.60 577
BCORLI1-3aR CTGGAATGCATCTGGAACAG 59.24
BCORL1-3bF* 3(b) GAACTGGAGTCCCTGTGGAG 59.68 578
BCORLI1-3bR* GAGGGTGGGGGTAGAAGGT 60.18

(*) Lose ve ark. (114)’dan alinmigtir. Tm: Erime sicaklig1 (melting temperature),
bg: baz ¢ifti
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Tablo 1 (devam): BCORLI geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

BCORLI1-3cF*
BCORLI-3cR*

BCORL1-3dF*
BCORLI1-3dR*

BCORLI1-3eF*
BCORLI1-3eR*

BCORL1-3fF*
BCORLI1-3fR*

BCORL1-3gF*
BCORLI1-3gR*

BCORLI1-3hF
BCORLI1-3hR

BCORLI-3iF*
BCORL1-3iR*

BCORL1-3jF*
BCORLI-3jR*

BCORLI1-4F*
BCORLI1-4R*

BCORLI1-5F*
BCORLI1-5R*

BCORL1-6F
BCORLI1-6R*

BCORLI1-7F*
BCORLI1-7R

BCORLI1-8F*
BCORL1-8R*

BCORL1-9F*
BCORLI1-9R*

3(c)

3(d)

3(e)

3

3(g)

3 (h)

3 (i)

30)

4

Uriin
Primer dizisi Tm (°C) boyu
(b¢)
GTCCCCACTCCGGTTCTG 61.52 442
CAGGGAGCGTAAGAGTGGAG 60.01
TGGTATATATCCCGCCTCCA 60.13 436
GTCCCTTCTGTTTGCTGCTC 60.00
CTTCCAACTCCACAGCCTCT 59.45 459
AATGGTGCTGATCAGTGCAG 59.86
CTCGCCCTTTGTCATCTTTC 59.81 424
GCTGGTAGGTTTCCCATTGA 59.93
GACAGCCAAGCACAGTGAAA 60.03 452
GCTGAGGGTCAAGAGGACAG 59.99
GCTTTCCATTGGCATTTCC 60.41 497
GCATCTTAGGCAGGTTCTGG 59.84
AGAGAGCCACCTCTGCTCTG 59.88 435
ACCCCTACGCTTTCCTGTTT 60.00
AAGGTGGATGGTGATGTGGT 60.10 457
GAGGGGACAGCAGGTCATTA 60.07
GCAGCTCATGCCTCTAGGTC 60.13 446
ATCCTTGCTCGCTCACCTTA 59.98
GCAAAAGCGACCAAACTCTC 60.00 423
AATTCCCAACTCGACACCTG 59.97
CTCCTAGTCCAGGGCATTCA 60.21 544
GTAGAGATGCCCGAGGGTTC 60.99
AGGCGTTGCTTTTCTGTGTT 59.92 442
CTTCAAATCCACCCCCAAC 60.16
TGGGCAACAGAGTGAGACTG 60.02 488
GCAGGCAAGGTCTTTTGAGT 59.48
CAGGTGGTTCCCTTGTCCTA 59.96 399
GAGCTGTTCAAGGTGGAAGG 59.84

(*) Lose ve ark. (114)’dan alinmistir.
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Tablo 1 (devam): BCORLI geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

Primer dizisi

BCORLI1-10F* 10 CTTCTCCCATTCCCTTAGCC 60.03 454
BCORLI1-10R* AAAGCCAGGGAGAAGAAAGG 59.82
BCORLI-11F 11 CCATGCCCCTTTATCTGCT 60.04 339
BCORLI1-11R* TTGCCAGGTCTTCACTTCCT 59.84
BCORLI-12F 12 AGACATTGATGGTCGTGCAG 59.71 521
BCORLI-12R GATAAGGCGGCTTCTTGTTG 59.85

(*)Lose ve ark. (114)’dan alinmistir.

Tablo 2: ARID?2 geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

Uriin
Primer dizisi Tm (°C) boyu
(be)
ARID2-1F 1&2 GCTCCGGGCTCTGGTAG 59.46 462
ARID2-2R™ 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™ 6 AATGAAAGCCAGTGTGGAGTA 57.34 638
ARID2-6R AGAATCCCAGTTGAGAAGAGG 57.45
ARID2-7F™" 7&8 AGCCACCATACCTAGCCTGT 58.70 567
ARID2-8R ATGCCACATCCTAAAATTGTAAC 57.18
ARID2-9F™ 9& 10 AACGTTATGCAACATTGTCC 56.00 622
ARID2-10R TATGCCTGAGGAGGTAATGA 55.77
ARID2-11F 11 CTGATGTACTGTGATTCATGGAC 57.06 425
ARID2-11R CAAATTCCACTTTGGCCTAC 57.22

(*) Li ve ark. (8)’dan alinmistir. (™) Li ve ark. (8)’dan uyarlanmustir.
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Tablo 2 (devam): ARID?2 geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

Uriin

Primer Primer dizisi Tm (°C) boyu

(b¢)

ARID2-12F"
ARID2-12R

ARID2-13F"
ARID2-13R*

ARID2-14F
ARID2-14R

ARID2-15aF
ARID2-15aR

ARID2-15bF
ARID2-15bF

ARID2-15cF
ARID2-15cF

ARID2-15dF
ARID2-15dF

ARID2-15¢eF
ARID2-15eF

ARID2-15fF
ARID2-15fF

ARID2-15gF
ARID2-15gF

ARID2-15hF
ARID2-15hR

ARID2-16F™
ARID2-16R™

ARID2-17F"
ARID2-18R

ARID2-19F
ARID2-20R

ARID2-21F
ARID2-21R"™

12

13

14

15 (a)

15 (b)

15 (c)

15 (d)

15 (e)

15

15 ()

15 (h)

16

17 & 18

19 & 20

21

TGCCTGGTATGATATGTGCTC
GAATACAGAACAAAACATTCTGGA

TGCCTCCACATGGCTTTAG
CCTCCACCACACTATAACCTATCC

AACTGTGAGTCATACTGGTTCATAC
CCAAGTAAGAAAATGCTACTGGAG

GTGGCACAAACTGTTTCAAG
TCTGTACTGAAGTTGCTGAGAC

ACCTGTGCAAACTTCATCTC
GTGAATGTTGCTGCTGTTG

AATTGAAGTCATGGAGAACC
TGTGGTTCCATTGGAGATA

GCAGTATACAGGAGGCTTCA
CAGGTTGGATACAAGTGAGC

ATCTCCTGCTCCTTCACCTG
ACTCCTGTCTGGGGTATGGA

CCATCACCTGTCCCAGCTA
AGATCAGTGGACCTGGCAAT

CCAGCTCAGCAGCTATTGGT
TCCCTGAGTTTGAAGGAGGT

AGCCACAAACACCAGCAAT
AACTACACTTGGGCGTTGC

CAATGTGGTATTACCTTCGTG
TCGCTAAAGTTAGTGGTTCTAAAG

GATTCCACTTGGAAATATAAGCAG
CCTAATATGCTAAGTTGCGTTTC

GACCATTGGACCTTTAGTCA
CCTAGGCATAAACTTTTGGA

GTTGTTTCCCAGATGCTTCC
ACGAAGCTTCCTCTCAGCAT

58.61
57.38

59.81
60.02

56.46
58.59

56.79
54.83

55.26
56.22

54.04
54.64

55.57
55.75

59.40
59.38

59.64
59.54

60.56
58.72

59.15
58.79

55.64
56.42

58.30
57.32

55.03
54.69

59.53
59.19

370

363

445

577

575

402

618

553

550

586

583

497

499

581

456

(*) Li ve ark. (8)’dan alinmustir. (™) Li ve ark. (8)’dan uyarlanmigtir.
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Tablo 3: Yeni nesil DNA analizi sonuglarinin Sanger yontemi ile dogrulanmasi
amactyla Fankoni komplementasyon grubu D2 (FANCD?2), nérofibromin 1 (NF1I) ve
suksinat dehidrogenaz kompleks, alt iinite C (SDHC) genleri i¢in kullanilan primerler
(Dr. Tolga Acun tarafindan kullanilmistir)

Primer Mutasyon Primer dizisi

FANCD2-F1  GIn802His 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 Met1041T1le CGTCATGTCACTTAGGTTATCTGG 59.95 331
NF1-R11 LeulO64lle CAAACACAAAAGTTTGACATCTC 56.51

NF1-F12 Alal417Asp TCAAACCTTATACTCAATTCTCAACTC  58.47 194
NF1-R12 TGACATTAACTTCAAGCCCCTTT 61.17

SDHC-F Leul24lle  GGTTCTTACTGTGTTGTCCTCTATG 58.34 228
SDHC-R GAAAACTAGACCCTTTTCCACTATTAT  57.98

Tablo 4: Yeni nesil DNA analizinden elde edilen sonuclarin Sanger yontemi ile
dogrulanmasi amaciyla NFI ve p53 genleri i¢in kullanilan primerler

Primer Mutasyon Primer dizisi

NF1-Fl Met10411le  AAATCTTACGTGACTAAAGGTGTG 56.7 289
NFI1-R1 Leul064lle TTCAAACACAAAAGTTTGACATC 56.9

NF1-F2 Alal417Asp TTGAACTCTTTTGTTTTCATGTCTT 58.5 267
NFI1-R2 GGAATTTAAGATAGCTAGATTATC 50.2

p53-7F Arg249Ser  CCTCATCTTGGGCCTGTGTT 62.4 234
p53-7R TGGAAGAAATCGGTAAGAGGTG 60.4
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3.1.6. Standart soliisyonlar ve tampon ¢ozeltiler

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 HC1, 1 mM EDTA, pH 8.0
10X PBS 1 litre i¢in: 80 g NaCl, 2 g KCl, 144 g
Fosfat tamponlu salin Na,HPOy,, 2.4 ¢ KH,PO,4, pH 7.4

(Phosphate buffered saline)

3.1.6.1. PZR grade H,O

Steril distile su 1000 pl olarak 1.5 mL eppendorf tiiplere porsiyonlanmistir.
85°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra sogumaya birakilmis ve kullanima hazir

olarak +4°C’de saklanmusgtir.

3.1.6.2. ANTP

100 mM deoksiadenozin trifosfat (dATP), deoksisitozin trifosfat (dCTP),
deoksiguanin trifosfat (dGTP), deoksitimin trifosfat (dTTP) stok soliisyonlar
kullanilarak, i¢inde her birinden 10mM olmak iizere dNTP kokteyli hazirlanmistir.
Bunun i¢in dATP, dCTP, dGTP, dTTP’nin her birinden 100 pl alinarak, {izerine 600
ul PZR grade H,O eklenerek toplam 1000 pl hacimde karistirilmis ve 50-100 pl

hacimlerde porsiyonlanarak -20°C’de saklanmigtir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

-80°C’de saklanan hiicre hatlarindan “QIAamp DNA Mini Kit” kullanilarak,

tiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde genomik DNA elde edilmistir.

-80°C’den ¢ikartilan hiicre hatlar1 oda sicakliginda bekletilerek coziildiikten
sonra tiizerlerine 500 pl 1X PBS eklenmis ve vorteks ile karistirildiktan sonra
5000rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Dibe ¢oken hiicre peletleri tizerindeki PBS
uzaklagtirilmig ve {izerine 200 pl Tissue Lysis Buffer (ATL) ve 20 pul Proteinase K
eklenip iyice vortekslendikten sonra bir saat 55°C’ye ayarlanmis 1sitic1 blokta inkiibe
edilmistir. Bir saat sonra, 6rnekler iizerine 200 pl Lysis Buffer (AL) eklenmis ve 10
dakika 70°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra Orneklerin iizerine 200 pl etanol
eklenmis ve vortekslenen ornekler filtreli tiiplere aktarilmistir. 10,000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildikten sonra, altlarindaki tilipler atilarak filtreler temiz tiiplere
aktarilmis ve iizerlerine 500 pul Washing Solution I (AW1) eklenerek 10,000 rpm’de
1 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonras1 ayn1 islem 500 pl Washing Solution 2
(AW2) ile tekrar edilmistir. Filtreler temiz tiipe aktarilmis ve kurutulmak iizere
13,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra temiz tiiplere aktarilmis ve
tizerlerine 200 pl Elution Buffer (AE) eklendikten sonra 10,000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen DNAlar temiz eppendorf tiiplere aktarilmis ve +2°C /

+8°C’de saklanmistir. Uzun siireli saklamalar i¢in -20°C kullanilmistir.

Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ve saflig1 saptanmak tizere 260 nm ve
280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik dl¢tim yapilmistir. Saf DNA 6rneklerinin
Aseo/Asgoorant 1.8 - 2.0 olmalidir.

3.2.2. Yeni nesil DNA analizi

Tablo 5’de listelenen 115 genin analizi hedeflendirilmis DNA hibridizasyon
capture (hibridizasyon yakalama) yontemi olan HybSelect protokolii uygulanmak
tizere Dr. Ozgiir Sahin (DKFZ, Heidelberg, Almanya) kolabrasyonu ile FEBIT
(Heidelberg, Almanya) laboratuarinda yapilmistir.
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Tablo S: HybSelect protokolii ile analiz edilen 115 gen paneli

Gen ad1
ABLI1
AKTI
AKT?2
ALK
APC
ARHGAP26
ATM
BCL6
BLM
BMPRI1A
BRAF
BRCAL1
BRCA2
BRIP1
BUB1B
CARD11
CDC73
CDHI1
CDK4
CDKN2A
CEBPA
CHEK2
CTNNB1
CYLD
DDB2
EGFR
ERBB2
ERCC2
ERCC3
ERCC4
ERCC5
EXT1
EXT2
FAM123B
FANCA
FANCC

Ensembl gen no

ENSG00000097007
ENSG00000142208
ENSG00000105221
ENSG00000171094
ENSG00000134982
ENSG00000145819
ENSG00000149311
ENSG00000113916
ENSG00000197299
ENSG00000107779
ENSG00000157764
ENSG00000012048
ENSG00000139618
ENSG00000136492
ENSG00000156970
ENSG00000198286
ENSG00000134371
ENSG00000039068
ENSG00000135446
ENSG00000147889
ENSG00000245848
ENSG00000183765
ENSG00000168036
ENSG00000083799
ENSG00000134574
ENSG00000146648
ENSG00000141736
ENSG00000104884
ENSG00000163161
ENSGO00000175595
ENSG00000134899
ENSG00000182197
ENSG00000151348
ENSG00000184675
ENSG00000187741
ENSG00000158169

Kromozom bdlgesi
9q34.12
14q32.33
19q13.2
2p23.2-p23.1
5q22.2
5q31.3
11922.3
3q27.3
15926.1
10g23.2
7q34
17921.31
13q13.1
17q23.2
15q15.1
Tp22.2
1g31.2
16g22.1
12q14.1
9p21.3
19q13.11
22ql12.1
3p22.1
16q12.1
11p11.2
Tpl1.2
17q12
19q13.32
2ql4.3
16p13.12
13g33.1
8q24.11
11pl11.2
Xqll.2
16q24.3
9q22.32
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Tablo 5 (devam): HybSelect protokolii ile analiz edilen 115 gen paneli

Gen ad1
FANCD2
FANCE
FANCF
FANCG
FAS
FBXW7
FGFR2
FGFR3
FH
FLCN
FLT3
GATAI
GATA2
GNAS
GOPC
GPC3
HNF1A
HRAS
IKZF1
JAK2
JAK3
KIT
KLF6
KRAS
MAP2K4
MENI1
MET
MITF
MLH1
MLL
MPL
MSH?2
MSHG6
MUTYH
MYC
MYCL1

Ensembl gen no

ENSG00000144554
ENSG00000112039
ENSG00000183161
ENSG00000221829
ENSG00000026103
ENSG00000109670
ENSG00000066468
ENSG00000068078
ENSG00000091483
ENSG00000154803
ENSG00000122025
ENSG00000102145
ENSG00000179348
ENSG00000087460
ENSG00000047932
ENSG00000147257
ENSG00000135100
ENSGO00000174775
ENSGO00000185811
ENSG00000096968
ENSG00000105639
ENSG00000157404
ENSG00000067082
ENSG00000133703
ENSG00000065559
ENSG00000133895
ENSG00000105976
ENSG00000187098
ENSG00000076242
ENSGO00000118058
ENSGO00000117400
ENSG00000095002
ENSG00000116062
ENSG00000132781
ENSG00000136997
ENSG00000116990

Kromozom bolgesi
3p25.3
6p21.31
11p14.3
9pl13.3
10g23.31
4q31.3
10g26.13
4p16.3
1q43
17p11.2
13q12.2
Xpl11.23
3q21.3
20q13.32
6q22.1
Xq26.2
12q24.31
11pl15.5
Tpl2.2
9p24.1
19p13.11
4ql12
10p15.1
12p12.1
17p12
11q13.1
7q31.2
3pl4-pl13
3p22.2
11g23.3
1p34.2
2p21
2pl6.3
1p34.1
8q24.21
1p34.2
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Tablo 5 (devam): HybSelect protokolii ile analiz edilen 115 gen paneli

Gen ad1
MYCN
NBN
NF1

NF2
NOTCH1
NPM1
NRAS
PALB2
PAXS
PDGFRA
PHOX?2B
PIK3CA
PIK3R1
PMS1
PMS2
PRKARIA
PTCHI1
PTEN
PTPN11
RB1
RECQL4
REL
RET
SBDS
SDHB
SDHC
SDHD
SMAD4
SMARCBI1
SMO
SOCS1
STK11
SUFU
TP53
TSC1
TSC2

Ensembl gen no

ENSG00000134323
ENSG00000104320
ENSG00000196712
ENSGO00000186575
ENSG00000148400
ENSGO00000181163
ENSG00000213281
ENSGO00000083093
ENSG00000196092
ENSG00000134853
ENSG00000109132
ENSG00000121879
ENSG00000145675
ENSG00000064933
ENSG00000122512
ENSG00000108946
ENSG00000185920
ENSGO00000171862
ENSG00000179295
ENSG00000139687
ENSG00000160957
ENSG00000162924
ENSG00000165731
ENSG00000126524
ENSGO00000117118
ENSG00000143252
ENSG00000204370
ENSG00000141646
ENSG00000099956
ENSG00000128602
ENSGO00000185338
ENSG00000118046
ENSG00000107882
ENSG00000141510
ENSG00000165699
ENSG00000103197

Kromozom bdlgesi
2p24.3
8g21.3
17q11.2
22ql12.2
9q34.3
5q35.1
1p13.2
16p12.2
Opl13.2
4ql2
4p13
3q26.32
5q13.1
2q32.2
Tp22.1
17q24.2
9q22.32
10g23.31
12q24.13
13q14.2
8q24.3
2pl6.1
10gq11.21
7ql11.21
1p36.13
1q23.3
11g23.1
18g21.2
22q11.23
7q32.1
16p13.13
19p13.3
10g24.32
17p13.1
9q34.13
16p13.3
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Tablo 5 (devam): HybSelect protokolii ile analiz edilen 115 gen paneli

Gen ad1 Ensembl gen no Kromozom bdlgesi
TSHR ENSG00000165409 14q31.1

VHL ENSG00000134086 3p25.3

WAS ENSGO00000015285 Xpl11.23

WRN ENSG00000165392 8pl2

WT1 ENSG00000184937 11p13

XPA ENSG00000136936 9g22.33

XPC ENSG00000154767 3p25.1

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu

PZR, DNA’nin belirli bir bolgesinin laboratuar kosullarinda enzimatik olarak
cogaltilmasi islemidir. Genellikle {i¢ temel asamadan olusmaktadir: Denatiirasyon,
primer baglanmasi ve DNA sentezi. Ik asamada, DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli
yapisinin yiiksek 1s1 yardimiyla birbirinden ayrilmasi saglanir ve 94 - 96°C’de
gerceklestirilir. Denatlirasyondan sonra primerlerin daha diigiik 1silarda, kendilerine
komplementer tek zincirli DNA ile hibridize olmasina olanak saglanir. Bu asamanin
sicakligi, kullanilan primerlerin G/C oranina gore farklihk gOsteren erime
sicakliklarina uygun sekilde ayarlanmaktadir. Son asamada, genellikle 72°C’de Taq
polimeraz ile DNA zincirinde uzatma saglanir. Uzatma asamasinin siiresi kullanilan
polimerazin cinsine ve g¢ogaltilacak DNA bdlgesinin uzunluguna gore degisiklik
gostermektedir. Bu {ic asamanin her tekrarinda DNA miktar1 teorik olarak iki katina
ctkmaktadir. Olusan {riin miktari, baslangigtaki DNA konsantrasyonu ve dongii

sayisina baghdir (115).

Calisgmamizda, BCORLI ve ARID?2 genlerinin (Tablo 6) splice bolgeleri de dahil
olmak tiizere kodlayan bdélgeleri, toplam 50 pl hacimde 100 ng genomik DNA
kullanilarak son konsantrasyonlar 1X Colorless GoTaq Flexi Buffer, 1.5 mM MgCl,,
200 uM dNTP, 20 pmol ileri ve geri primerler (Tablo 1 ve Tablo 2) ve 1.25 U GoTaq
Flexi DNA polimeraz olacak sekilde PZR yapilarak cogaltilmistir. Yayimlardan
alinmayan primerler, Primer3 (v.0.4.0) programi (http://frodo.wi.mit.edu/, Erisim

tarthi: 06 Agustos 2012) kullanilarak tasarlanmistir. PZR kosullar1 Tablo 7°deki
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gibidir ve baglanma (annealing) sicakliklar1 Tablo 1 ve 2’deki primerlerin Tm

degerlerine gore ayarlanmistir. Her primer ¢ifti i¢in en uygun PZR kosulu, farkli

baglanma sicakliklarinda PZR yapilarak optimize edilmistir. Biitiin PZR iiriinleri

%?2’lik agaroz jelde kontrol edilmistir.

Tablo 6: Sanger yontemi ile analiz edilen genler

Gen ad1 Ensembl gen no Kromozom bélgesi Ekson sayisi
ARID2 ENSG00000189079 12q12 13
BCORLI1 ENSGO00000085185 Xq26.1 21
Tablo 7: PZR kosullari

Derece / basamak Siire Dongii

96°C ilk denatiirasyon 2 dakika 1

94°C denatiirasyon 30 saniye

54 — 61°C baglanma* 35 saniye 35

72°C uzatma 45 saniye

72°C son uzatma 3 dakika 1

4°C sonsuz 1

(*) Baglanma sicakliklari, Tablo 1 ve Tablo 2’deki primer Tm’lerine gore degisiklik

gostermektedir.
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3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

PZR fiiriinleri, standart tampon c¢ozeltiler kullanilarak yatay elektroforez ile

gorlntiilenmistir.

Agaroz, 0.5X TBE i¢inde tamamen ¢oziiliip homojen bir goriintii elde edilinceye
kadar mikrodalga firinda kaynatilmis ve c¢eker ocak altinda biraz sogumasi
beklendikten sonra ig¢ine EtBr (son konsantrasyon 30-50 ng/ml olacak sekilde)

eklenmistir.

Ornekler agaroz jele, ticari olarak temin edilen bromfenol mavi yiikleme boyasi
(6rneklerin  1/5 hacminde) kullanilarak yiiklenmis ve 120V’da 30 dakika
yiiriitiilmiistiir. Uriin boylarinin belirlenebilmesi i¢in érneklerle birlikte 100 b¢ DNA
ladder da yiiriitiilmiistiir.

3.2.5. PZR iiriin saflastirma

Elde edilen PZR iiriinleri ticari “ExoSAP-IT” kiti kullanilarak, tiretici firmanin
talimatlarina uygun sekilde 5 pul PZR iiriinii i¢ine 2 pl enzim eklenerek 37°C’de 15
dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda 85°C’de 15 dakika bekletilerek saflagtirilmistir.

3.2.6. Dizi analizi reaksiyonu

DNA dizi analizi, belirli bir DNA fragmanimin niikleotit siralamasinin
saptanmas1 islemidir. Giiniimiizde, Frederick Sanger tarafindan gelistirilmis olan
zincir sonlandirma (chain termination) yontemi, ilk dizi analizi yontemi olan
Maxam-Gilbert kimyasal kirilma (chain breakage) teknigine goére daha verimli
olmas1 ve daha az toksik kimyasal ile diisiik miktarda radyoaktivite kullanilmasi
nedeniyle tercih edilmektedir. Sanger yonteminin temel ilkesi DNA zincir
uzamasinin  sonlandiricisi  olarak  dideoksiniikleotit trifosfatlarin =~ (ddNTP)
kullanilmasidir.  2',3'-dideoksiniikleotit trifosfat molekiilleri, dNTP’lerden 3'
karbonunda OH grubu yerine bir H atomu bulunmasi nedeniyle farklidirlar. Bu

molekiiller bir sonraki deoksiniikleotit ile fosfodiester bagi olusturamadiklarindan
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DNA zincir uzamasini sonlandirirlar. Sanger yonteminde isaretleme radyoaktif /
floresan isaretli primerler ile dye-primer veya isaretli ddNTP’ler ile dye-terminator

dizileme yontemleri ile gergeklestirilmektedir (116).

Otomatize dizi analizi ile daha fazla DNA’nin daha kisa siirede analiz
edilebilmesi miimkiin olmaktadir. Otomatik yontemlerde reaksiyonlar herbiri farkli
dalgaboylarinda 1s1ma yapan boyalar ile isaretlenmis dort ddNTP’yi de igeren tek bir

tiip icerisinde gerceklestirilir (dye-terminator dizileme) ve lazer ile okuma saglanir.

Calismamizda, saflastirllmis PZR driinleri, ticari “DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE DNA Analysis Systems” kit
kullanilarak, iretici firmanin talimatlarina uygun sekilde 2 pl saflagtirllmis 6rnek
icine 20 pmol ileri veya geri primer, 2 pl Halfseq diliisyon soliisyonu ve 4 pl
Sequencing Premix eklenerek Tablo 8’deki programda dizi analizi reaksiyonu

gerceklestirilmistir.

Tablo 8: Dizi analizi reaksiyonu kosullari

Derece / basamak Siire Dongii
95°C denatiirasyon 20 saniye

50°C baglanma 15 saniye 25
60°C uzatma 1 dakika

3.2.7. Baglanmamis floresan isaretli ddNTP’lerin uzaklastirilmasi

Dizi analizi reaksiyonundan elde edilen {iriinlerden baglanmamis floresan isaretli
ddNTPler’in uzaklastirilmasi (dyeremoval), dizideki giiriiltiiniin 6nlenmesi agisindan
olduk¢a Onemlidir. Calismamizda, dizi analizi reaksiyonundan elde edilen iiriinler
“Montage SEQos Sequencing Reaction Cleanup Kit” ile {iretici firmanin talimatlarina
uygun sekilde muamele edilerek, baglanmamis floresan isaretli ddNTP’lerin

uzaklastirilmasi (dyeremoval) saglanmistir.

46



Toplam 10 pl olan dizi analizi reaksiyonu {riinlerinin lizerine 40 pl Sequencing
Wash Solution eklenmistir. 3-5 kez pipetaj yapildiktan sonra SEQqs plaga aktarilmis
ve plak 600 - 800 mbar’a ayarlanmis vakum sistemine yerlestirilmistir. 7 dakika
vakum uygulandiktan sonra plak vakum sisteminden ¢ikartilmistir. SEQqs plaginin
altinda kalan sivi, kagit havlu ile g¢ektirilmis ve plak yeniden vakum sistemine
yerlestirilmistir. SEQqg plak kuyularina 30 pl Sequencing Wash Solution eklenmis ve
tekrar 600 - 800 mbar vakum 6 dakika uygulandiktan sonra plak vakum sisteminden
cikartilmis ve havlu kagit ile plagin altinda kalan sivi ¢ektirilmistir. Kuyular {izerine
20 pl Injection Solution eklenmis ve 8 — 10 dakika oda sicaklifinda calkalayicida
bekletilmistir. Daha sonra pipet ile SEQqg plak kuyularindan alinan 6rnekler otomatik

DNA dizi analizi cihazina yliklenmek iizere Megabace plagina aktarilmistir.

3.2.8. Otomatik DNA dizi analizi ve verilerin incelenmesi

Baglanmamis floresan isaretli ddNTP’leri uzaklastirilmis dizi analizi reaksiyonu
ornekleri, otomatik dizi analizi cihazi Megabace 750°de Long Read Matrix
kullanilarak yiiritilmistiir. Elde edilen diziler Lasergene Seqman II, versiyon 5.08

(Dnastar Inc., Madison, ABD, 2005) (117) programi kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.9. Yeni nesil DNA analizinden elde edilen sonuclarin Sanger yontemi ile

dogrulanmasi

Yeni nesil DNA analizi sonucunda G>T ve C>A transversiyonlar1 saptanan
FANCD2, NF1 ve SDHC genlerindeki mutasyonlarin dogrulanmasi i¢in Dr. Tolga
Acun tarafindan Sanger yontemi ile dizileme yapilmistir. Burada kullanilan PZR ve
dizileme kosullar1t BCORLI ve ARID2 genleri i¢in belirtilen kosullar ile aynidir.

Kullanilan primerler ve baglanma sicakliklar1 Tablo 3’de gosterilmistir.

NF1 genindeki G>T ve C>A transversiyonlarinin dogrulanmasi i¢in Tablo
4’deki primerler kullanilarak da Sanger yontemi ile dizileme yapilmistir. Ayrica, p53

R249S mutasyonunun dogrulanmasi i¢in de Sanger dizileme yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Yeni Nesil DNA Dizi Analizi

TP53 genindeki 6zgiin R249S (G>T) somatik mutasyonu, AFB1 toksini ile
iliskilendirilmistir (5, 6). Ancak, ¢ok basamakli hepatokarsinogenezde, AFBI’e
maruz kalmis vakalarda, p53 R249S mutasyonuna eslik eden diger genetik

degisiklikler (diger basamaklar) heniiz bilinmemektedir.

Calismamizda, oOncelikle AFBI1’in sebep oldugu p53 R249S (G>T)
mutasyonundan oOnce ya da sonra olusmus diger genetik degisiklikleri
tanimlayabilmek amaciyla, MAHLAVU ve PLC/PRF hiicre hatlarinda 115 gen i¢in
yeni nesil DNA analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirilmis ve her iki
hiicre hattinda da ortak olan 485 adet varyasyon bulunmustur. AFB1, DNA’ya
baglanarak guaninden timine transversiyon mutasyonlarina neden olan bir
kanserojendir (37, 38). Bu nedenle, saptanan varyasyonlardan sadece G>T ve C>A
transversiyonlar1 iizerinde calisilmistir. Saptanan 16 tane G>T ve 18 tane C>A

varyasyonu Tablo 9’da 6zetlenmistir.

Tablo 9: Yeni nesil DNA analizinden elde edilen ve her iki hiicre hattinda da ortak
olan G>T ve C>A varyasyonlari

. NCBI . .
Pozisyon Dizileme e g
(genomik) rgferans sonucu Varyasyonun etkisi / tiirii
ARHGAP26 142606301 C AA intronik
BMPRIA 88635779 C AA CCT>ACT (Pro2Thr)
yanhs anlaml
BMPRI1A 88681340 C AC CCC>CCA (ProdlOPro)
sessiz
BMPR1A 88684282 G GT intronik
FANCD2 10088329 C AC GAC>GAA (Aspd00Glu)
yanhs anlamh
FANCD2 10089628 C AC CTG>ATG (Leud36Met)
yanhs anlamh
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Tablo 9 (devam): Yeni nesil DNA analizinden elde edilen ve her iki hiicre hattinda
da ortak olan G>T ve C>A varyasyonlari

FANCD2

KRAS
KRAS
MAP2K4
MAP2K4
MAP2K4
MYCLI1
MYCLI1

NF1

NF1

NF1
PDGFRA
PMS2

PRKARIA
PTEN
PTPNI11

PTPNI11

PTPNI11
PTPNI11
PTPNI11
PTPNI11

RET

SDHC

SDHC
SDHD
SDHD

TP53

XPC

. NCBI . .
Pozisyon Dizileme P,
. referans Varyasyonun etKkisi / tiirii
(genomik) (hg 19) sonucu
10108913 G GT CAG>CAT (GIn802His)
yanhs anlamh
25358317 C AC intronik
25361739 C AC intronik
12045351 G GT 3°’UTR
12045721 G GT 3°’UTR
12046844 C AC intronik
40361667 C AC intronik
40361828 G GT intronik
29557936 G GT ATG>ATT (Met10411le)
yanhs anlamh
29557869 C AC CTT>ATT (Leul064lle)
yanhs anlaml
29585438 C AC GCC>GAC (Alal417Asp)
yanhs anlamh
55162950 C AA intronik
6042143 G GT CAG>AAG (GIn160Lys)
yanhs anlamh
66508243 C AA intronik
89725633 C AC intronik
112919961 G GT intronik
112944095 C AC GCC>GCA (Ala392Ala)
sessiz
112944557 G GT intronik
112945056 G GT intronik
112945237 G GT intronik
112947498 G GT intronik
43613843 G TT CTG>CTT (Ijeu769Leu)
sessiz
161332247 C AC CTT>ATT (Leul24lle)
yanhs anlaml
161332470 C AA intronik
111965702 G GT intronik
111966220 G GT intronik
7577534 C AA AGG>AGT (Arg249Ser)
yanhs anlaml
14187449 G TT CAG>AAG (GIn939Lys)
yanhs anlaml
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4.2. PZR ve Sanger Dizi Analizi
4.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonlari

Sanger dizi analizi yapilacak bolgeler i¢in uygun primerler (BCORLI: Tablo 1,
ARID2: Tablo 2, Tolga Acun tarafindan yapilan PZR’ler: Tablo 3, NFI ve p53:
Tablo 4) kullanilarak PZR yapilmistir. Her primer ¢ifti i¢in en uygun PZR kosulunun
saptanmas1 i¢in farkli baglanma sicakliklarinda PZR yapilmistir. Optimizasyon
sonucunda en uygun PZR kosullari, BCORLI primerleri i¢in 61°C, ARID?2 primerleri
icin 56°C (Tm degeri 54-56°C olan primerler i¢in) ve 59°C (Tm degeri 56.5-61.5°C
olan primerler i¢in), Tablo 3’deki primerler i¢in 59°C ve Tablo 4’deki NF1-F1 &
NF1-R1 primer ¢ifti i¢in 58°C, NF1-F2 & NF1-R2 i¢in 52°C ve p53-7F & p53-7R

icin 61°C olarak belirlenmistir.

Biitin PZR friinleri %2’lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Agaroz jel

goriintlilerinden bir 6rnek Sekil 11°de verilmistir.

1 2 3 4 5 6 {4 8 9 10 11 12 13 M10OO

——

Sekil 11: PZR sonucu elde edilen {iriinlerin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. 1-13:
BCORLI geninin 1-4. eksonlar i¢in elde edilen PZR firtinleri, M100: 100 b¢ DNA
ladder. Uriin boylar1 1-13. kuyular igin sirasiyla: 341 bg, 341 bg, 577 bg, 578 bg,
442 be, 436 bg, 459 be, 424 bg, 452 bg, 497 be, 435 be, 457 be, 446 be.

Ik ¢aligmada iiriin elde edilememesi durumunda, reaksiyonlar ayni PZR
kosullarinda dogrudan DNA ile veya baglanma sicakligi 2°C arttirilarak ilk tur PZR

tirtiniinden 2 pl kullanilarak tekrar edilmistir.
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4.2.2. Yeni nesil DNA analizi sonu¢larinin Sanger yontemi ile dogrulanmasi

Yeni nesil DNA analizinde saptanan transversiyonlardan FANCD2, NF1, SDHC
genlerinde bulunan ve yanlis anlamli mutasyona neden olanlar dogrulanmak iizere
Dr. Tolga Acun tarafindan Sanger yontemi ile Tablo 3’deki primerler ile dizilenmis

ancak referans diziden farklilik saptanmamis ve konfirme edilememistir.

NF1 genindeki transversiyonlar alternatif primer ciftleriyle (Tablo 4) de
dizilenmis ancak mutasyonlar bu analizde de dogrulanamamistir (Sekil 12). Ancak,

her iki hiicre hattinda da p53 R249S mutasyonu homozigot olarak saptanmistir.

AR;«;«T:\»‘«J;«T:?T»\::\;\ BR AAAATGTCTTACAAG
M . Met1041 M | Leul06d
[ | { { )
{ ! !
l.—“ = —‘.x \5-&/—‘ Shamen _L—'—. — \—_——»——“\»I{‘ —l\] — A\;I*‘ - ’__
P = e ; A2 -
N\ 1 .
f l { [ '0) 1 ') | | \ ‘
P.ISSWAVLANSGAN SV, G VN0 AW L WS, AN W ) ALY AWV . WA oES
C R arccrecec ATTGTCT
M Rala
| [ ( |
A 1 ] | WA ] ]
P

Sekil 12: Yeni nesil DNA analizinden elde edilen NF/ geni mutasyonlarinin
dogrulanmasi i¢in kullanilan Sanger dizileme sonuglari. R: referans dizi (hgl9,
GRCh37, http://genome.ucsc.edu/, Erisim tarihi: 3 Aralik 2012), M: MAHLAVU
hiicre hatti, P: PLC / PRF hiicre hattt. (A) NFI geni kodon 1041. MAHLAVU ve
PLC referans dizi ile ayni, ATG=Met1041. (B) NFI geni kodon 1064. MAHLAVU
ve PLC referans dizi ile ayni, CTT=Leul064. (C) NFI geni 1417. MAHLAVU ve
PLC referans dizi ile ayni, GCC=Alal417.
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4.2.3. BCORLI ve ARID?2 genlerinin Sanger dizi analizi

Son zamanlarda yapilan bir calismada, bir HCV kaynakli H.K vakasinda
saptanan BCORL1-ELF4 translokasyonunun transkripsiyon regiilasyonunda énemli
rol oynadigr gosterilmistir (7). Ayrica, AFB1 dis1 faktorlerle olugan H.K.’larda,
ARID2 geninde yeni mutasyonlar bulunarak tiimor baskilayict bir gen oldugu
Onerilmistir (8, 9). Bu genlerin Sanger analizinde saptanan varyasyonlari,
MAHLAVU ve PLC/PRF hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla Tablo 10 ve Tablo 11°de

Ozetlenmistir.

[k ¢alismada kaliteli dizi elde edilememesi durumunda, reaksiyonlar saflagtirma

asamasindan itibaren tekrar edilmistir.

Tablo 10: MAHLAVU hiicre hattinda BCORLI ve ARID2 genlerinde saptanan
varyasyonlar

NCBI

Fgoezlif))l;(l)il;() referans Dizileme Varyasyonun etKisi / tiirii

BCORLI 129150144 C CG CTC>CTG (Leull132Leu)
sessiz
BCORLI1 129150254 A AG intronik
BCORLI1 129156849 C CT intronik
BCORLI1 129184876 A GG intronik
ARID2 46211724 T -T intronik
ARID2 46233042 T CC intronik

Tablo 11: PLC/PRF hiicre hattinda BCORLI ve ARID2 genlerinde saptanan
varyasyonlar

. NCBI . .
Pozisyon Dizileme e g
(genomik) referans sonucu Varyasyonun etkisi / tiirii
8 (hg 19)
BCORLI1 129156849 C T intronik
BCORL1 129184876 A G intronik
ARID2 46205255 A AC GTA>GTC (Vall13Val)
sessiz
ARID2 46211724 T -T intronik
ARID2 46215163 G AG intronik
ARID2 46233042 T CT intronik
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4.2.3.1. BCORLI geninin Sanger dizi analizi

13 eksonu bulunan BCORLI geninin kodlayan 12 eksonu i¢in toplam 21 adet
PZR ve ayni primerler (Tablo 1) kullanilarak bunlarin ¢ift yonli (toplam 42 adet)
dizi analizi reaksiyonu yapilmistir. Baz1 Sanger dizi analizi sonuclart Sekil 13°de

gosterilmigtir.

A R CCATGGATAGCARCCT B

~
-—j
-j

. P T T |
CTGETCCCC

R AAA
M 0.120156849

M 9120150254

Sekil 13: Sanger yontemi ile analiz edilen BCORLI geni varyasyonlari. R: referans
dizi (hgl9, GRCh37, http://genome.ucsc.edu/, Erisim tarihi: 22 Aralik 2012), M:
MAHLAVU hiicre hatti, P: PLC / PRF hiicre hatti, N: Normal kontrol. (A) BCORLI
geni 2.129150254 A>G varyasyonu. MAHLAVU bu varyasyon i¢in heterozigot. (B)
BCORLI geni g.129156849 C>T varyasyonu. MAHLAVU bu varyasyon igin
heterozigot, PLC hemizigot mutant.
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4.2.3.2. ARID? geninin Sanger dizi analizi

ARID?2 geninin kodlayan 21 eksonu i¢in toplam 23 adet PZR ve ayn1 primerler
(Tablo 2) kullanilarak bunlarin ¢ift yonlii (toplam 46 adet) dizi analizi reaksiyonu

yapilmistir. Bazi Sanger dizi analizi sonuglar1 Sekil 14’de gosterilmistir.

A RGTacAACATGTGTTCAC B R AGAATTTATIGCATTTTAT
"‘ ,‘ A A
' ‘ [,
A
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F s JOSVENEN AP S A B AS W W AW WV 9 V2 WS S P : A
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1 ‘I *
| \
)\
{ ( A | |
{
| / \/
[ 1] ] \ ‘ 1l
]
‘ () \ [
‘ [ [ |
l | | \ ( | | |
\ | VA ( | J ‘ | “J {
| \ f |
;’:‘\w""\\-)—*.-r-«\_,\"_r_\.._,‘..—n/\r— e _\3 £ WAV VAN AN,
"M A AN AAN AN AR A e ARLENRLARAANLRAEOMLE
O CAACANGTGTTC v HORRILTTATIOURITTIT T A

Sekil 14: Sanger yontemi ile analiz edilen ARID2 geni varyasyonlar1. R: referans dizi
(hg19, GRCh37, http://genome.ucsc.edu/, Erisim tarthi: 16 Ocak 2013), M:
MAHLAVU hiicre hatti, P: PLC / PRF hiicre hatti, N: Normal kontrol. (A) ARID2
geni g.46233042 T>C varyasyonu. MAHLAVU bu varyasyon i¢in homozigot, PLC
heterozigot. (B) ARID2 geni g.46215163 G>A varyasyonu. PLC bu varyasyon i¢in
heterozigot.
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5. TARTISMA ve SONUC

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine donilismesi, degismis hiicrelere avantaj
saglayan ¢oklu genetik ve epigenetik degisikliklerin eslik ettigi kompleks bir siiregtir
(118). Timorogeneze neden olan alterasyonlarin, gelisen tliimorde biiylime
sinyallerinde kendi kendine yetebilme, tiimor baskilayici sinyallere duyarsizlik,
apoptozdan kagis, siirsiz boliinme potansiyeli, siirekli anjiyogenez ve sonug olarak

doku invazyonu ile metastaz gibi olanaklar sagladig: gosterilmistir

Tiimorogenezde rol alan genlerin c¢esitliligine ragmen, p53 transkripsiyon
faktorii temel tiimor baskilayict ve bu siirece dahil olan gesitli sinyal yolaklarinin
yOneticisi olarak gorev almaktadir. Bu gorevlerle uyumlu olarak, p53 mutasyonlari
H.K. da dahil olmak {izere neredeyse tiim kanser ¢esitlerinde gosterilmistir (68). p53
mutasyonlarinin malignant transformasyonun baslangicinda rol aldig1 ya da sadece
kanserin ileri evrelerinde ortaya cikarak biliylime ve sagkalim avantaji sagladig
sorusu hala cevaplanamamistir. Ancak, tiimdérogenezde p53 mutasyonu olusma

zamant, kanser tiirlerine gore farklilik gostermektedir (119).

Cevresel karsinojenlerden kaynaklanan kanserlerde, erken evrede p53
mutasyonlar1 meydana gelebilmektedir (120). Yapilan bir¢ok calismada, AFBI
kaynakli H.K.’larda p53 R249S mutasyonunun (5, 6), tiitiin dumanindaki
benzo(a)pirenin neden oldugu akciger kanserlerinde 6zellikle kodon 157°de meydana
gelen G>T transversiyonunun (121) ve giines 15181 ile UV radyasyonundan
kaynaklanan cilt kanserlerinde pirimidin dimerlerinin (122) karsinogenez ile iliskileri

gosterilmistir.

Ozellikle baz1 cografik bolgelerde cok 6nemli bir cevresel faktdr olan AFBI;
insan gidalarinda, tahillarda, yemlerde ve her tiirlii kuru yiyeceklerde rutubetin
artmasma ve sicaklia bagli olarak, mantar tiirleri tarafindan {iretilen zararh
toksinlerin en 6nemlilerinden biridir ve genotoksik 6zelligi nedeniyle mutasyonlara

yol agarak kanser gelisiminde etkilidir (2, 3, 4).
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Calismamizda, AFB1 kaynakli H.K.’larda p53 R249S mutasyonundan 6nce ya
da sonra ortaya ¢ikmis yeni genetik degisikliklerin tanimlanmast  ve

hepatokarsinogenez ile iliskisinin gosterilmesi amac¢lanmustir.

Hepatoselliiler karsinoma, olduk¢a uzun bir siirecte, enflamasyon ve organ
hasar1 kosullarinda gelismektedir (112). Bu uzun siirecin her evresinde, farkli genetik
ve genomik alterasyonlar meydana gelmektedir. Farkli etiyolojik faktorlerin de
katkisiyla hepatokarsinogenez siireci molekiiler agidan olduk¢a karmasik ve
heterojen bir durum almaktadir. Bu siirecte en sik rastlanan genetik degisikliklerin
TP53, beta-katenin ve aksin genlerinde yogunlastifi gosterilmistir. Ancak, bu
yolaklara eslik eden diger yolaklar ya da genlerdeki ardisik genetik degisiklikler
heniiz aciklanamamistir. H.K.’nin molekiiler patogenezini anlamak yeni tani ve

tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in vazge¢ilmez bir basamaktir (123).

Amacimiz dogrultusunda, MAHLAVU ve PLC/PRF hiicre hatlarinda daha 6nce
farkli kanserler ile iligkisi gosterilmis 115 gen (Tablo 5) ve AFBI1 dis1 faktorlerle
olusan H.K.’larda mutasyonu bildirilmis BCORLI ve ARID2 genleri analiz
edilmistir. Hepatokarsinogenezde AFBI1 etkisinin anlasilabilmesi i¢in genomunda
AFB1 maruziyetinin parmak izi olan p53 R249S mutasyonunu tasidig: bilinen bu iki

hiicre hatt1 kullanilmigtir.

115 genin yeni nesil DNA analizi sonucunda iki hiicre hattinda ortak olarak
saptanan varyasyonlardan, AFB1 kaynakli p53 R249S G>T mutasyonu ile benzerlik

gostermesi acisindan, sadece G>T ve C>A transversiyonlari iizerinde ¢alisilmistir.

ARHGAP26 (Rho GTPaz aktive edici protein 26), BMPRIA (kemik
morfogenetik protein reseptorii tip IA), KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog), MAP2K4 (mitojen aktive protein kinaz kinaz 4), MYCLI (v-
myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 1, lung carcinoma derived (avian)),
PDGFRA, PRKARIA (protein kinase, cCAMP-dependent, regulatory, type I-alpha),
PTEN, PTPNII (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11), SDHC ve
SDHD (suksinat dehidrogenaz kompleks, alt {inite D) genlerinde intronik ve/veya 3’
translasyona ugramayan bolgede (3° UTR) varyasyonlar saptanmistir. Ayrica,

BMPRIA, PTPNI1, RET genlerinde sirasiyla Pro410Pro, Ala392Ala, Leu769Leu

56



(rs1800861) sessiz mutasyonlar1 saptanmistir (Tablo 9). Bu varyasyonlar
kodlamayan bolgelerde bulundugundan veya aminoasit degisikligine neden
olmadigindan polimorfizm olarak degerlendirilerek hepatokarsinogenez ile iliskili

olmadiklar diistiniilmektedir.

BMPRIA, FANCD2, NF1, PMS2 (postmeiotic segregation increased 2 (S.
cerevisiae)), SDHC, TP53 ve XPC (Xeroderma pigmentosum, komplementasyon
grubu C) genlerinde yanlis anlamli mutasyonlar saptanmistir (Tablo 9). TP53
geninde saptanan Arg249Ser mutasyonu bu hiicre hatlarinin AFB1 maruziyetini
dogrulamaktadir. XPC geninde saptanan C>A transversiyonu ise, GIn939Lys
varyasyonuna neden olmaktadir. Bu varyasyona sahip hastalarda, AFB1 maruziyeti

durumunda H.K. gelisme riskinin arttig1 daha 6nce bildirilmistir (124).

Saptanan transversiyonlardan Oncelikle FANCD2 Asp400Glu, Leu436Met,
GIn802His; NFI Metl0411le, LeulO64lle, Alal417Asp ve SDHC Leul24lle
mutasyonlart dogrulanmak iizere Sanger yontemi ile analiz edilmis ancak konfirme
edilememistir. Bu mutasyonlar dogrulanamadigindan, BMPRIA, PMS2 ve XPC

genlerindeki C>A transversiyonlarinin incelenmesine devam edilmemistir.

Hiicre hatlarinda, AFBI1 ile iliskilendirilebilecek bir genetik degisiklik
saptanmas1t durumunda, daha Once aym1 mutasyonu tasidigir bildirilmis DNA
ornekleri ile p53 R249S mutasyonu bulunmayan ancak yiiksek aflatoksin maruziyeti
oldugu bilinen bolgelerden elde edilmis klinik H.K. DNA o6rneklerinin de ¢alismaya
dahil edilerek bu varyasyonlar i¢in analiz edilmesi planlanmistir. Ancak, yeni nesil
DNA analizinde saptanan varyasyonlar Sanger yontemi ile dogrulanamadigindan,

bunlar klinik 6rneklerde ¢alisiilmamistir.

Sanger yontemi ile analiz edilen BCORLI ve ARID2 genlerinde MAHLAVU ve
PLC/PRF hiicre hatlarinda saptanan varyasyonlar sirasiyla Tablo 10 ve Tablo 11°de
gosterilmistir. MAHLAVU’da BCORLI geninde saptanan Leul132Leu (rs7062200)
ve PLC/PRF’de ARID?2 genindeki Vall13Val (rs73292513) varyasyonlari1 eksonlarda
bulunmakta ancak aminoasit degisikligine neden olmamaktadir. Diger varyasyonlar

intronik olmakla birlikte splice bdlgelerinde bulunmamaktadir. Bu nedenlerle, bu
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varyasyonlarin AFB1 kaynakli H.K.’larda hepatokarsinogeneze katkisi olmadigi

distiniilmektedir.

Sonug olarak, iki hiicre hattindan elde edilen sonuglar karsilastirildiginda,
toplam 117 gende AFBI1 ile iligkilendirilebilecek bir genetik degisiklik

saptanmamistir.

5.1. Cahsmanin Gelecek Planlar:

Bu proje sonucunda elde edilen veriler, yeni nesil teknolojilerin oldukga
heterojen bir yapiya sahip olan karaciger kanser genomunun dogasinin
belirlenmesinde yardimci olabilecegine isaret etmektedir. Yeni nesil DNA analizinde
saptanan varyasyonlarin ikinci bir yontem ile dogrulanamamis olmasi, HybSelect
protokolli uygulanan ¢alismanin giivenilirliginin sorgulanmasina neden olmaktadir.
Bu caligma ile hedeflenen sonug, teknik nedenlerle elde edilemediginden, bu
calismanin incelenen gen paneli genisletilerek 500 kanser geni icin farkli bir

laboratuarda analiz edilmesi planlanmaktadir.

Hepatoselliiler karsinomalarda 6zellikle CGH mikrodizini ve LOH c¢alismalari
ile kromozomal aberasyonlar incelenmistir (14). Aflatoksin B1 kaynakli H.K. lardaki
yeni genetik degisikliklerin tanimlanabilmesi i¢in, Oncelikle karsilastirmali genom
dizilemelerinde H.K. tiimorlerinde tekrarlayan mutasyonlar bildirilmis yeni genlerin
(99, 101) calisilmas1 uygun olacaktir. Bu genler arasinda, ERRFII ve IRF2 genleri
sirastyla 1p ve 4q kromozom kollarinda bulunmalar1 agisindan oldukg¢a onemlidir,
clinkii LOH c¢alismalarinda kayiplar saptanan lp, 4q, 8p ve 16q kollarinda heniiz

timor baskilayict gen saptanmamistir (67).

Ayrica, her iki hiicre hattinda da saptanan XPC genindeki GIn939Lys
varyasyonu (Tablo 5) i¢in Tiirk populasyonunda tarama yapilarak AFB1 maruziyeti

durumunda, H.K. gelisme riski belirlenebilir.
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