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ÖZET 

Karagedik E.H (2019) Baş Boyun Kanserli Hastalarda Rassf4 Geninin İncelenmesi 

İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Moleküler Tıp ABD. Doktora Tezi. 

İstanbul. 

 Baş boyun kanserleri ağız boşluğu, burun, farenks, larenks, tükürük bezlerinde 

başlayan bir grup kanserdir. Ras, intristik GTP bağlanma ve GTPaz özelliklerine sahip 

bir proteindir. Hem büyüme arttırıcı hemde büyüme inhibe edici yolakları aktive etme 

yeteneğine sahiptir. RASSF ailesi RAS onkogeninin büyümesini engelleyici özellikler 

gösterir. 10 proteinden oluşan RASSF ailesi tümör baskılayıcı olarak görev alır ve 

tümör alt gruplarında promotör bölgesinin hipermetilasyonu ile inaktivite edilirler. 

Hücre döngüsü kontrolü, apoptoz, hücre göçü ve mitoz kontrolünde görev aldıkları 

tahmin edilmektedir. Apoptoz ve hücre siklusunun durmasında ve birçok kanserde 

azaldığı belirlenmiştir. Çalışmamızda baş boyun kanseri tanısı konmuş 69 hastanın 

tümör dokuları ve sağlıklı dokuları arasındaki RASSF4 gen ekspresyon seviyeleri 

karşılaştırılmıştır. İstatistiksel olarak bir anlamlılık saptanmamıştır (p>0,05). 

Çalışmamızda ayrıca 69 baş boyun kanserli hasta ve 70 sağlıklı bireyden alınan DNA 

örnekleri ile RS7896801 ve RS884879 gen varyantlarının saptanması için Real-time 

PZR tekniği kullanılmıştır. Deneysel çalışmalar sonucunda RS7896801 için hasta 

grupta G allel taşıma sıklığı 2,4 kat artmıştır (p=0,015, χ2=5,95, OR: 2,4, %95 güven 

aralığı=1,18-5,26). AA genotipi taşıma sıklığı ise kontrol grubunda istatistiksel olarak 

artmıştır (p=0,015, χ2=5,95, OR: 1,8, %95 güven aralığı=1,10-3,18). RS884879 genotip 

ve allel dağılımları incelendiğinde sağlıklı grupta CC genotipi taşıma sıklığı hasta 

grubuna göre 2,2 kat artmıştır (p=0,048, χ2=3,92, OR: 2,2, %95 güven aralığı=0,97-

5,05). Hasta grubunda ise T allel taşıma sıklığının anlamlı olarak arttığı gözlemlenmiştir 

(p=0,048, χ2=3,92, OR: 2,5, %95 güven aralığı=0,98-6,74). RASSF4 serum düzeyi 

çalışma gruplarında ELISA tekniği ile tayin edilmiştir. Gruplar arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir farkılılık saptanmamıştır. (p>0,05).  

 Çalışmamız Türkiyede baş boyun kanseri hastalarında RASSF4 geninin gen 

ekspresyon seviyeleri, serum düzeyleri, RS7896801 ve RS884879 gen varyantları 

arsındaki ilişkiyi araştıran ilk araştırma olma niteliğindedir. Elde edilen bu ilk verilerin 

RASSF4 proteini için yapılacak ileri çalışmalara öncülük edeceği inancını taşımaktayız. 

Anahtar Kelimeler: Baş boyun kanseri, RASSF4, Gen ekspresyonu, Polimorfizm, Elisa 

 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 29262  
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ABSTRACT 

Karagedik, E.H. (2019). Investigation of Rassf4 Gene in Head and Neck Cancer 

Patients. İstanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine. PhD 

thesis. İstanbul. (2019). 

Head and neck cancers are classified as group cancers that initiates in tissues of 

oral cavity, nose, pharynx, larynx and salivary glands. RAS is a protein that shows 

intrinsic GTP binding and GTPase. It has the ability to activate the pathways controlling 

acceleration and inhibiton of growth. RASSF gene family can inhibit the growth of 

RAS oncogene. The family consists of 10 proteins that act as a tumour supressor and 

inactivated by the hypermethilation of promotor area in tumour subgroups. It is 

estimated that this gene family has a role in cell cycle control, apoptosis, cell migration 

and mitosis control. A decrease in the gene expression was reported when apoptosis and 

cell cycle comes to a halt along with the occurence of cancer. This study evaluated 

RASSF4 gene expression levels in healthy and diseased tissues dissected from the 

patients (n=69) diagnosed with head neck cancer. No statistical difference was observed 

(P>0,05). DNA samples taken from 69 diseased and 70 healthy subjects was evaluated 

to determine areas of RS7896801 and RS884879 gene variants. Results for RS7896801 

revealed a x2.4 increase of G-allel presence in diseased group (p=0,015). For control, 

the increase in presence of AA genotype was statistically significant (p=0,015). 

Distribution of genotype and allels for RS884879 showed an increase of x2,2 in CC 

genotype for healthy group (p=0,048) whereas in diseased group, the presence of T allel 

showed a significant increase (p=0,048). Serum levels of diseased (n=69) and control 

(n=70) group was tested by using ELISA technique. No statistically significant 

differences was observed between the study groups (p>0,05). 

Our study reveals the first data about the RASSF4 gene expression levels, serum 

levels and areas of RS7896801 and RS884879 gene variants in head and neck cancers. 

We believe that this study will play a pioneering role for the next studies on RASSF4 

gene.  

 

Key Words: Head and Neck Cancer, RASSF4, Gene Expression, Polymorphism, 

ELISA 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Baş boyun kanserleri ağız boşluğu, gırtlak, farenks, tükürük bezleri ve burun 

boşluğunu içeren kapsamlı tanı ve tedavi gerektiren karmaşık bir hastalıktır.1Amerika 

Birleşik Devletlerindeki tüm kanserlerin yaklaşık %4’ünü oluşturmaktadır.2 Tüm yeni 

kanser vakalarının erkeklerde %5’i kadınlarda ise %2’sini meydana getirmektedir.3 

Alkol ve tütün kullanımı baş boyun kanserinin en önemli iki faktörüdür. Bu kanser 

türünün en az %75’i tütün ve alkol kullanımından kaynaklanmaktadır.4 Baş boyun 

bölgesinde bulunan skuamöz yüzey epiteli tabakası İnsan papilloma virüsü (HPV) 

enfeksiyonu için uygun bir ortam sağlamaktadır.5 HPV kadınlarda görülen serviks 

kanserinin %95 oranında sebeplerinden biridir. Baş boyun kanserinde de en önemli risk 

faktorlerinden biri olarak sayılmaktadır.6  

Virüslere dönüştürülmüş hücrelerde Rat sarcoma tümöründen izole edilmiş bir 

retrovirus RAS süper ailesinin ilk genini meydana getirmiştir.7,8 Kirsten sarkom virüsü 

(K-ras) ve Harvey's sarkom virüsü (H-ras) çeşitli kanser hücrelerinde onkogen olarak 

bulunur.9 Üçüncü bir RAS ailesi üyesi (N-ras) lösemi ve nöroblastom hücre hatlarında 

DNA aracılı gen transferi ile izole edilmiştir.10 Tüm süper ailenin ortak özelliği GTP 

bağlanma bölgesi içermesidir.11 Ras Proteinleri intristik GTP bağlanma ve GTPaz 

özelliklerine sahip 21kDa proteinleridir.12  

RAS, hem büyüme arttırıcı hem de büyümeyi inhibe edici yolakları aktive etme 

kabiliyetine sahip olduğu yapılan çalışmalarla belirlenmiştir.13–15 Bu zıt etkinlikler, RAS 

gibi güçlü onkogenlerin aktivasyonunun potansiyel bir tümör hücresinde biyolojik 

süreçleri kontrol edebileceğini göstermektedir. RASSF ailesinin keşfedilmesi RAS’ın 

büyümesini engelleyici etkilerin bazılarının açıklanmasına izin vermektedir. 16 

Ras association domain family “RASSF” ras ve ras benzeri küçük bir GTPaz 

efektör ailesi olarak on proteinden oluşur. 17 RASSF proteinleri RA (Ras birleşme)  ve 

SARAH (Salvador-RASSF-hippo) alanları içerirler ve RA alanının bağlanma yeri 

RASSF proteinlerinin C- veya N-terminal olarak sınıflandırılmasını sağlar.18  

RASSF proteinleri tümör baskılayıcı olarak görev alırlar ve tümör alt 

gruplarında promotör bölgesinin hipermetilasyonu ile inaktive edilirler. Hücre döngüsü 

kontrolü, apoptoz, hücre göçü ve mitoz kontrolünde görev aldıkları tahmin 



 16 

edilmektedir.19–21 RASSF ailesi üyesi 1-6 proteinleri C-terminal bölgesinde drosophila 

proteinlerine benzer bir sekans içeren Salvador/RASSF/Hippo (SARAH) adı verilen bir 

motif bulundurur. RASSF 7-10 bu motiften yoksundur. 22 SARAH alanının varlığı 

RASSF 1-6’yı RASSF 7-10’dan ayırır. RA alanı RASSF 1-6’da C-Terminal bölgesine 

RASSF 7-10’da N-Terminal bölgesine yakındır. Bu nedenle RASS1-6 C-RASSF 

“klasik RASSF”, RASSF7-10 N-RASSF proteinleri olarak adlandırılır. 23   

RASSF4, çeşitli insan dokularında eksprese edilir. C- terminal RASSF grubunda 

yer alan RASSF4 SARAH alanına sahiptir. 24  RASSF4’ün ekspresyonu, insan tümör 

hücrelerinin büyümesinini inhibe eder. Bu etki RASSF4’ün COOH terminusuna bir 

RAS CAAX membran lokalizasyon sinyalinin eklenmesiyle arttırılır. 16 RASSF4 

apoptozda ve hücre siklusunun durmasında rol oynadığı ve sıklıkla birçok kanserde 

azaldığı gösterilmiştir. 16,25  

Literatüre baktığımızda RASSF4 ile yapılmış çalışmalar genellikle metilasyon 

veya delesyonların neden olduğu epigenetik inaktivasyon çalışmalarıdır. Azalan 

RASSF4 mRNA ekspresyonu ve RASSF4’ün hipermetillenmiş promotor bölgesi, baş 

boyun skuamöz hücreli karsinom ve nazofarengeal karsinomda bulunmuştur.26,27 

RASSF4'ün hücre invazyonu üzerindeki rolü incelendiğinde, RASSF4'ün akciğer 

kanseri hücre dizilerinin invazyon yeteneğini inhibe ettiği tespit edilmiştir. RASSF4 

restorasyonu, birçok kanser türünde invazyonun önemli aracıları olan MMP2 ve MMP9 

seviyelerini düşürmüştür.28–31 Yapılan birçok çalışmada RASSF4 nazofarengial baş 

boyun kanserinde sık sık susturulduğu gösterilmiştir.32–34  

Bu bilgiler ışığında çalışmamızın amacı; baş boyun kanserinde RASSF4 geninin 

etkilerinin gen anlatımı, RS7896801 ve RS884879 SNP tayinleri ve serum RASSF4 

düzeyinin belirlenmesi ve klinik ve prognostik parametreler birlikte incelenmesi 

amaçlanmaktadır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kanser Epidemiyolojisi 

Bulaşıcı olmayan hastalıklar dünyadaki ölümlerin büyük bir kısmından 

sorumludur.35  21. Yüzyılda dünyanın her ülkesinde kanser tek başına önde gelen neden 

olarak sıralanmaktadır. Dünya Sağlık örgütünün tahminlerine göre 2015 yılında kanser 

en önemli ikinci ölüm nedenidir.  

Kanser insidansı ve mortalitesi dünya çapında hızla büyümektedir. Ana risk 

faktörlerinin dağılımı yaşlanma, nüfusun büyümesi ve sosyoekonomik gelişim ile 

ilişkili olduğu görülmektedir.36,37 Dünya genelinde nüfusun ve yaşlanmanın artması 

kanserin önde gelen ölüm nedeni olarak öne çıkmasını bir çok ülkede kansere göre inme 

ve koroner kalp hastalığının mortalite oranlarındaki belirgin düşüşleri kısmen 

yansıtmaktadır.38 Dünya çapında yapılan kanser araştırmalarında insidans ve mortalite 

oranları Globocan 2018 projesi ile birlikte uluslararası kanser arastırmaları ajansı 

(IARC) tarafından raporlanmıştır. Rapora göre dünya genelinde 2018 yılına 18.1 milyon 

yeni vaka ve 9.6 milyon kanser ölümü tahmin edilmektedir. Dünyada en sık görülen 

kanser türü olarak akciğer kanseri ilk sıradadır. Cinsiyete bağlı olarak kadınlarda meme 

kanseri erkeklerde de prostat kanseri akciğer kanserinden sonra en sık görülen kanser 

türü olarak karşımıza çıkmaktadır.38  

Baş boyun kanserleri Amerika Birleşik Devletlerindeki tüm kanserlerin yaklaşık 

%4’ünü oluşturmaktadır.2 Baş boyun kanserleri 50 yaş üstü insanlarda gençlere göre 

daha sık teşhis edilir. Araştırmacılar 65.000’den fazla insana 2017 yılında baş boyun 

kanseri teşhisi konulacağını tahmin etmektedir.39 

Birleşik krallık kanser araştırma topluluğu verilerine göre Larenks kanseri görülme 

oranı tüm yeni kanser vakalarının erkeklerde 4. Sırada %5’i. Kadınlarda ise 13. Sırada 

%2 oranında görülmektedir. Baş boyun kanseri vakalarının %70’i erkek %30u kadındır. 

2013-2015 yılları arasında Baş boyun kanseri vakalarının %22’si 75 yaş ve üzeri 

kişilerde oluşmuştur. 3  
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2.1.1. Baş Boyun Kanseri  

Baş boyun kanserleri ağız boşluğu, gırtlak, farenks, tükürük bezleri ve burun 

boşluğunu içeren kapsamlı tanı ve tedavi gerektiren karmaşık bir hastalıktır.1 

2.1.1.1. Baş Boyun Kanser Bölgeleri  

Ağız boşluğu: Dudaklar, diş etleri, yanak ve dudakların iç kısımları dilin altında 

ağız tabanını, sert damak (ağzın üstünde bulunan kemikli yapı), dilin üçte ikisini 

içeren bölgedir.40  

Farenks “boğaz”: Burnun arkasından başlayarak özofagusa giden 5 inç 

uzunluğunda bulunan içi boş bir tüptür. 3 bölümden oluşur. 

 

Nazofarinks: Farenksin üst kısmı burnun arkasıdır.  

Orofarinks: Farenksin orta kısmı, yumuşak damak, ağzın arkası, dilin tabanı ve 

bademcikler “tonsil” den oluşur. 

Hipofarenks: Farenksin alt kısmıdır. Orofarinksi, larenksin dışına inferior 

şekilde özofagusla birleştiren tüptür. Hipofarenksin üç alt alt bölgesi vardır: pirif 

fossa, postkricoid alanı, arka faringeal duvar. 40 

 

Larinks: Ses kutusu veya ses telleri olarak da adlandırılan gırtlak, boyundaki 

farenksin hemen altında kıkırdak tarafından oluşturulan kısa bir geçittir. Temel 

olarak larinks; tiroid, krikoid, epiglotik ve ariteno kıkırdakları ve hyoid kemiğinden 

oluşur. Tiroid kıkırdak larenksin yumuşak dokularını destekler. Epiglotik kıkırdak 

laringeal giriş yolunun ön duvarını oluşturur ve dil tabanına posterior olarak uzanır 

ve yutma sırasında gırtlak üzerinde aşağıya doğru katlandığından, gırtlak açıklığının 

aspirasyondan korunmasına yardımcı olur. 

Larinksin üç ana bölümü vardır: 

 

Supraglottis: epiglotun ucundan gırtlak ventrikülüne uzanan gırtlak kısmıdır. 

Epiglot, artenoid kıkırdak, sahte vokal kıvrımlar ve ventriküllerden oluşur. 

Glottis: Ses tellerinin yerleştiği yaklaşık 5-7 mm uzanan gırtlak orta kısmıdır. 

Subglottis: İnferiorglottis'ten krikoid kıkırdaktaki alt kenara uzanan gırtlak alt 

kısmıdır.40 
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Paranazal sinüsler ve burun boşluğu: Burun boşluğu nazal alandan önden arkaya 

doğru uzanan hava geçiş yolunu oluşturan yapıdır. Nazal septum tarafından ikiye 

bölünür. Her iki tarafta, maksiller sinüslerle çevrilidir ve önden arkaya doğru ön, 

etmoid ve sfenoid sinüslerle örtülmüştür. Paranazal sinüsler burun çevresindeki 

kemiklerde içi boş, hava dolu boşluklardır. İnsanlarda 4 adet çiftleşmiş sinüs vardır.  

 

Maksiller sinüsler: Maksiller kemiklerinde gözlerin altında bulunan paranazal 

sinüslerin en büyüğüdür. 

Frontal sinüsler: Frontal kemik içinden gözlerden daha yukarı alnın içine doğru 

bulunan sinüslerdir.  

Etmoid sinüsler: Etmoid kemik içindeki burun ve göz arasında birkaç ayrı hava 

hücresinden oluşur. 

Sfenoid sinüsler: Sfenoid kemiğin içinde bulunur. 

 

Paranasal sinüsler kafatasının nispi ağırlığını azaltmak, sesin rezonansını artırmak, 

yüz travmasına karşı tampon sağlanması, hassas yapıların burundaki hızlı sıcaklık 

dalgalanmalarından yalıtılması, havalandırma nemlendirmesi ve ısıtılması, immünolojik 

savunma gibi farklı görevleri vardır. 41 

 

Tükürük bezleri: Tükürük bezleri parotis, submandibular ve dil altı bezleri ile ağız 

boşluğunun labiyal, bukkal, palatal ve lingual yüzeyleri üzerine dağılmış minör 

bezlerle birlikte bulunur. Lezzet için gerekli olan sulu ortamı sağlar, nişasta 

sindirimi başlatan ve antimikrobiyaller immünoglobulin A ve lizozimi salgılayan 

amilaz salgılar.42 

3 çift ana tükürük bezi vardır: 

 

Parotid bezleri: Parotid, üç tükürük bezinin en büyüğüdür. Bu bezlerden 

salgılanan tükürük; Çiğnemeyi, yutmayı, konuşmayı, ve sindirime yardımcı olan 

ağzı nemlendirir. Parotid bez yanak lateral yüzeyinde her bir kulağın önünde ve 

altında bulunur. Her parotid bezi yüzeyel bir lobdan ve arka fasyal ven ve fasiyal 

sinirden ayrılan derin bir lobdan oluşur. 43 
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Sublingual bezleri: Üç ana tükürük bezinin en küçüğüdür. Dil altı tükürük bezi 

olarakta adlandırılır. Dilin altından ağız mukozasının tabanında ve mylohyoid kasın 

üzerinde uzanır. 44 

Submandibular bezler: Bu bezler çene kemiğinin altında bulunur. 

Submandibuler üçgen alanında bulunan bu bezler mandibula gövdesinin altında 

bulunan önemli bir anatomik dönüm noktasıdır. Üç ana tükürük bezinin parotid 

bezden sonra en büyük ikinci tükürük bezidir. 45 

 

    

Şekil 2-1: Baş boyun kanser bölgeleri 

 

Baş boyun kanserlerini Hipofarengeal Kanser, Laringeal Kanser, Dudak ve Ağız Boşluğu 

Kanseri, Metastatik Skuamöz Boyun Kanseri, Nazofarengeal Kanser, Orofaringeal Kanser, 

Paranazal Sinüs ve Burun Boşluğu Kanseri, Tükürük Bezi Kanseri oluşturmaktadır. 46 
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2.1.1.2. Risk Faktörleri  

Alkol ve tütün kullanımı baş boyun kanserlerinin en önemli iki faktörüdür. Baş 

boyun kanserlerinin en az %75’i tütün ve alkol kullanımından kaynaklanmaktadır.4 

Hem tütün hem de alkol kullanan kişilerde bulunan risk sadece alkol veya tütün 

kullananlardan daha fazladır. 47 İnsan papilloma virüs tipleri (HPV) özellikle tip 16 

ile enfeksiyon bademcikleri ve dil tabanını içeren orofarengeal kanserler için risk 

faktörüdür. 48 Kötü ağız hijyeni ve eksik dişler ağız boşluğu kanserleri için risk 

faktörüdür. 4950  

 

 

       Şekil 2-2: Baş boyun skuamöz hücreli karsinomlarda genomik karsinogenez modelleri 
51 

Baş ve boyun bölgesi skuamöz hücreli karsinomlarda (HNSCC’ler) arasındaki 

temel ayrım üç genetik alt grubun varlığındadır. Transkripsiyonel olarak insan 

papilloma virüsü HPV+ içeren tümörler, HPV- negatif olan ve çok sayıda kopya 

sayısına sahip tümörler (CNA-yüksek) ve HPV negatif ancak CNA sessiz olan 

tümörler. Oral skuamöz epitelde HPV enfeksiyonu çoğunlukla üretken 

enfeksiyonlara neden olurken özellikle spesifik orofaringeal kript hücrelerinde 

HPV-KRT (HPV-keratinosit farklılaşması ve oksidatif redüksiyon işlemi) veya 

HPV-IMU ile sonuçlanan onkojenik bir olaya neden olabilir. (HPV-immün yanıt ve 

mezenkimal hücre farklılaşması tümörleri) 52 Hücre döngüsü kontrolünde kilit bir 
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rol oynayan p53 ve RB yolları CNA-sessiz tümörlerde aktif kalmaları dışında, 

HPV+  tümörlerinde sıklıkla ortadan kaldırılmaktadır. Birçok kanser yolunun HPV+ 

ve CNA yüksek tümörlerin ilerlemesinde rol oynadığı görülmektedir. WNT-β-

katenin yolunda etki edebilen FAT1 ve NOTCH1, sigara kullanımında bilinen bir 

risk faktörüdür. Klasik, bazal ve mezenkimal olarak ifade edilen ekspresyon 

profiline dayanarak en az üç tümör grubu tanımlanabilir, Klasik HPV ve CNA 

yüksek alt grubu, nükleer faktör eritroid 2 ile ilişkili faktör 2 (NFE2L2) yolu 

mutasyonları ile karakterizedir. HPV ve tümörleri tipik olarak lökoplakias şeklinde 

ortaya çıkabilen mukozal prekürsör değişikliklerinden gelişir. Bu hücreler mutasyon 

birikimi ile kanserleşme eğilimi göstermektedirler. 52–55 

 

 

Şekil 2-3: Baş ve boyun bölgesinde insan papilloma virüsünün neden olduğu karsinojenez 

kavramı 51 

 

Baş boyun bölgesindeki skuamöz yüzey epiteli İnsan papilloma virüsü (HPV) 

enfeksiyonu için uygun bir ortam sağlamaktadır. Orofarenks, ağız boşluğuna göre daha 

yüksek risk oranına sahiptir. Rahim ağzında olduğu gibi HPV’nin transforme edici bir 

enfeksiyona dönüşme eğiliminin düşük olduğu varsayılmaktadır. HPV enfeksiyonu 

tonsiller kript epitel hücrelerinin enfeksiyon olasılığını arttırmaktadır. Bu hücreler 

normal viral yaşam döngüsünü desteklememektedir ancak dönüştürücü bir hpv 
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enfeksiyonuna karşı oldukça hassastırlar. Dönüştürücü enfeksiyonlar, çoğalan 

hücrelerde düzensiz HPV E6 ve E7 onkoprotein ekspresyonu ile karakterize edilir. E7 

ve E6, sırasıyla RB ve p53'ü inaktive eder. Birlikte, bu özellikler hücre döngüsü 

düzenlemesinin bozulmasına ve p53 aracılı apoptotik yanıtların inhibe edilmesine, 

ölümsüzleşmeye neden olan ve kansere doğru ilerlemek için gerekli olan epigenetik ve 

genetik değişikliklerin birikmesine neden olur.5 Bir başka yolak ise PI3K yolunun 

onkojenik aktivasyonunu içerir. Rahim ağzı kanseri gelişimine benzer şekilde, HPV'ye 

bağlı baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomun (HNSCC) transformasyonlu bir 

enfeksiyondan gelişmesi 10 yıldan fazla sürebilir. 

Ahşap tozuna mesleki olarak maruz kalmak nazofarengeal kanser için risk 

faktörüdür.56 Asbest ve sentetik liflere maruz kalma gırtlak kanseri ile 

ilişkilendirilmiştir. 57 İnşaat, metal, tekstil, seramik ve gıda endüstrisinde belirli işlerde 

çalışan insanlar, gırtlak kanseri riskini arttırmış olarak değerlendirilmektedir.58 Ahşap, 

nikel tozu veya formaldehite endüstriyel olarak maruz kalmak paranazal sinüsler ve 

burun boşluğu kanserleri için bir risk faktörüdür. 59 Belirli bir süre radyasyona maruz 

kalmak baş boyun bölgesinde tükürük bezlerinin kanseri için risk faktörüdür. 60,61 

Epstein-Barr virüsü enfeksiyonu bir herpes virüsü türüdür. Dünyadaki insanların %90 

ından fazlasını etkileyen en yaygın virüslerden biridir. EBV ile enfeksiyon genellikle 

çocukluk dönemlerinde başlar ve hafif semptomlar ile geçirir. EBV yaşam boyunca 

vücutta kalır ancak herhangi bir belirti göstermez. EBV uzun süreli enfeksiyonlar, 

nazofarenks kanser ve tükürük bezi kanserleri için risk faktörüdür.62,63 

2.1.1.3. Baş boyun Kanserinde Evreleme 

Baş boyun kanserlerinde tedavi planının yapılabilmesi ve hastalığın takibinin 

sağlanabilmesi için evreleme çok önemlidir. Evreleme için “American Joint Committee 

on Cancer (AJCC)” ve “The International Union for Cancer Control (UICC)” tarafından 

geliştirilen tümör nod-metastaz (TNM) sistemi kullanılmaktadır. Bu sisteme göre, 

birincil tümör T; birincil tümörün boyutu veya çevreye devamlılık gösteren uzanımının 

durumunu belirtir. Bölgesel lenf nodu tutulumu N, bölgesel lenf nodlarındaki kanserin 

durumunu, varlığı veya yokluğu ile tanımlanır. Uzak metastaz M  ise genel olarak 

kanserin vasküler kanallar ile yayılabileceği lokalizasyonlar veya bölgesel olarak 

tanımlanan lenf nodlarından daha uzaktaki lenf nodlarında uzak yayılım veya 

metastazın varlığı veya yokluğu ile tanımlanır. Baş boyun kanserinin TNM sistemine 
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göre sınıflandırılması baş boyun bölgesinin anatomik bölgelerine göre dudak ve oral 

kavite, farenks, larenks, nazal kavite ve paranazal sinüsler, majör tükürük bezleri olarak 

gösterilmektedir.64 

Tablo 2-1: Baş boyun kanserinde bölgesel lenf nodları ve uzak metastaz gruplandırması64 

  Bölgesel lenf nodları (N) 
NX Bölgesel lenf nodları değerlendirilemiyor  

N0 Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

N1 Aynı tarafta en büyük boyutu ≤3 cm olan tek lenf nodu metastazı 

N2 

Aynı tarafta en büyük boyutu >3 cm ancak ≤6 cm tek lenf nodu 

metastazı veya aynı tarafta en büyük boyutu ≤6 cm tek lenf nodu 

metastazı veya iki taraflı ya da karşı tarafta en büyük boyutu ≤6 cm lenf 

nodu metastaz(lar)ı 

N2a 

Aynı tarafta en büyük boyutu >3 cm ancak ≤6 cm tek lenf nodu 

metastazı  

N2b Aynı tarafta en büyük boyutu ≤6 cm tek lenf nodu metastazı 

N2c 

İki taraflı ya da karşı tarafta en büyük boyutu ≤6 cm lenf nodu 

metastaz(lar)ı  

N3 En büyük boyutu >6 cm olan lenf nodu metastaz(lar)ı  

  Uzak Metastaz (M) 
M0 Uzak metastaz yok  

M1 Uzak metastaz var 

  Nazofarenks için Bölgesel Lenf Nodları (N) 
NX Bölgesel lenf nodları değerlendirilemiyor 

N0 Bölgesel lenf nodu metastazı yok  

N1 

Aynı tarafta supraklaviküler bölgenin üstünde en büyük boyutu ≤6 cm servikal 

lenf nodları ve/veya tek taraflı/bilateral ≤6 cm retroferenjeal lenf nodları 

N2 

Bilateral supraklaviküler bölgenin üstünde en büyük boyutu ≤6 cm servikal 

lenf nodları 

N3 En büyük boyutu >6 cm ve/veya supraklaviküler bölge tutulumu 

N3A En büyük boyutu >6 cm  

N3B Supraklaviküler bölge tutulumu 

 

Tablo 2-2: Dudak ve Oral kavite Primer tümör gruplandırması64 

  Dudak ve Oral Kavite Primer Tümör (T) 
TX Primer tümör değerlendirilemiyor 

T0 Primer tümöre ait herhangi bir bulgu yok  

Tis Karsinoma in situ 

T1 En büyük boyutu 2 cm veya daha küçük tümör  

T2 En büyük boyutu 2 cm’den büyük ancak 4 cm’den küçük tümör 
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T3 En büyük boyutu 4 cm’den büyük tümör  

T4a 

Orta düzeyde lokal ileri hastalık (Dudak) Tümör kortikal kemik, inferior alveolar 

sinir, ağız tabanı ve çene veya burun derisine invaze (Oral Kavite) tümör sadece 

çevre dokulara (kortikal kemik [mandibula veya maksilla], derin [ekstrinsik] ve 

dil kaslarına [genioglossus, hyoglossus, palatoglossus ve styloglossus], maksiller 

sinüs ve yüz derisine) invaze  

T4b 
Çok ileri düzeyde lokal ileri hastalık Tümör mastikatör boşluk, pterigoid 

düzlemlere veya kafa tabanına invaze ve/veya internal karotit arteri sarmış 

 

Tablo 2-3: Farenks primer tümör gruplandırması64 

  FARENKS PRİMER TÜMÖR (T) 

TX Primer tümör değerlendirilemiyor 

T0 Primer tümöre ait herhangi bir bulgu yok  

Tis Karsinoma in situ 

  NAZOFARENKS 

T1 

Nazofarenkse sınırlı veya parafarenjeal uzanımı olmadan orofarenks ve/veya 

nazal kaviteye uzanan tümör 

T2 Parafarenjeal uzanımlı tümör 

T3 Kafatabanının kemik yapılarını ve/veya paranazal sinüsleri tutan tümör  

T4 

İntrakraniyal uzanımı olan ve/veya kraniyal sinir, hipofarenks, orbita tutulumu 

olan veya infratemporal/mastikatör boşluğa uzanımı olan tümör  

  OROFARENKS 

T1 En büyük boyutu 2 cm veya daha küçük tümör 

T2 En büyük boyutu 2 cm’den büyük ancak 4 cm’den küçük tümör  

T3 

En büyük boyutu 4 cm’den büyük ya da epiglotun lingual yüzeyine uzanımı olan 

tümör  

T4A 

Orta düzeyde lokal ileri hastalık Tümör larenks, dilin ekstrinsik kasları, mediyal 

pterigoid, sert damak ve mandibulaya invaze 

T4B 

Çok ileri düzeyde lokal ileri hastalık Tümör lateral pterigoid kas, pterigoid 

düzlem, lateral nazofarenks veya kafa tabanına invaze ya da karotid arteri sarmış  

  HİPOFARENKS 

T1 

Hipofarenksin bir alt bölgesine sınırlı ve/veya en büyük boyutu 2 cm veya daha 

küçük tümör  

T2 

Hipofarenksin birden fazla alt bölgesine veya çevre dokuya invaze ya da 

hemilarenks fiksasyonu olmadan en büyük boyutu 2 cm’den büyük ancak 4 

cm’den küçük tümör  

T3 

En büyük boyutu 4 cm’den büyük veya hemilarenks fiksayonu olan veya 

özofagusa uzanımı olan tümör  

T4A 

Orta düzeyde lokal ileri hastalık Tümör tiroid/krikoid kartilaj, hiyoid kemik, tiroid 

bez veya yumuşak dokunun santral bölümüne invaze 

T4B 

Çok ileri düzeyde lokal ileri hastalık Tümör prevertebral fasyaya invaze veya 

karotid arteri sarmış veya mediastinal yapıları tutmuş 
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Tablo 2-4: Larenks primer tümör gruplandırması64 

  LARENKS PRİMER TÜMÖR (T) 

TX Primer tümör değerlendirilemiyor  

T0 Primer tümöre ait herhangi bir bulgu yok  

TiS Karsinoma in situ 

  SUPRAGLOTTİS 

T1 Normal vokal kord hareketleriyle birlikte supraglottisin bir kesimine sınırlı tümör  

T2 

Larenks fiksasyonu olmadan supraglottisin birden fazla alt bölgesine veya glottise 

ya da supraglottis dışında bir bölgeye (Dil kökü, valleküla, piriform sinüsün 

mediyal duvar mukozası, vb) invaze tümör  

T3 

Vokal kord fiksasyonuyla birlikte larenkse sınırlı ve/veya postkrikoid alanın, 

preepiglotik boşluk, paraglotik boşluktan herhangi birine ve/veya tiroid kıkırdağın 

iç korteksine invaze tümör  

T4A 

Orta düzeyde lokal ileri hastalık Tiroid kartilaj ve/veya larenks dışında herhangi 

bir dokuya (trakea, dilin ekstrinsik kasları dahil boyun yumuşak dokusu, strap 

kası, tiroid veya özofagus vb) invaze tümör  

T4B 

Çok ileri düzeyde lokal ileri hastalık Tümör prevertebral boşluğa invaze veya 

karotid arteri sarmış  

  GLOTTİS 

T1 

Normal vokal kord hareketleriyle birlikte vokal kord(lar)a sınırlı (anterior veya 

posterior komissürü tutabilir) tümör 

T1a Bir vokal korda sınırlı tümör  

T1b Her iki vokal kordu tutmuş tümör  

T2 

Supraglottis ve/veya subglottise uzanan tümör ve/veya vokal kord hareketlerinde 

bozukluk  

T3 

Vokal kord fiksasyonuyla birlikte larenkse sınırlı ve/veya paraglottik boşluğa 

invaze ve/ veya tiroid kartilajın iç korteksine invaze tümör  

T4a 

Orta düzeyde lokal ileri hastalık Tiroid kartilajın dış korteksine ve/veya larenks 

dışında herhangi bir dokuya (trakea, dilin ekstrinsik kasları dahil boyun yumuşak 

dokusu, strap kası, tiroid veya özofagus vb) invaze tümör  

T4b 

Çok ileri düzeyde lokal ileri hastalık Tümör prevertebral boşluğa invaze veya 

karotid arteri sarmış  

  SUBGLOTTİS 

T1 Subglottise sınırlı tümör  

T2 Tümör vokal korda uzanıyor ve vokal kord hareketleri normal ya da bozulmuş  

T3 Vokal kord fiksasyonuyla birlikte larenkse sınırlı tümör 

T4a 

Orta düzeyde lokal ileri hastalık Krikoid veya tiroid kartilaja ve/veya larenks 

dışında herhangi bir dokuya (trakea, dilin ekstrinsik kasları dahil boyun yumuşak 

dokusu, strap kası, tiroid veya özofagus vb) invaze tümör  
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T4b 

 Çok ileri düzeyde lokal ileri hastalık Tümör prevertebral boşluğa invaze veya 

karotid arteri sarmış  

 

Tablo 2-5: Nazal kavite ve paranasal sinüsler primer tümör gruplandırması64 

  

NAZAL KAVİTE VE PARANAZAL SİNÜSLER PRİMER 

TÜMÖR (T) 
TX Primer tümör değerlendirilemiyor 

T0 Primer tümör bulgusu yok 

Tis Karsinoma in situ  

  MAKSİLLER SİNÜS 

T1 

Tümör maksiller sinüs mukozası ile sınırlı kemikte erozyon veya destrüksiyon 

yok 

T2 

Tümör sert damak ve/veya orta nazal meatusa yayılımı içeren maksiller sinüsün 

arka duvarına ve piterigoid levhalara yayılımı dışında kemik erozyonuna veya 

destrüksiyonuna neden olmuş  

T3 

Tümör, maksiller sinüsün arka duvar kemiği, subkutan dokular, orbitanın mediyal 

duvarı veya tabanı, pterigoid fossa, etmoid sinüslerden herhangi birine invaze 

T4A 

Orta düzeyde lokal ileri hastalık Tümör anterior orbital içeriği, yanak derisini, 

pterigoid plakaları, infratemporal fossayı, kribriform plakayı, sfenoid veya frontal 

sinüsleri invaze etmiş 

T4B 

Çok ileri düzeyde lokal ileri hastalık Tümör, orbita apeksi, dura, beyin, orta 

kraniyal fossa, trigeminal sinirin (V2) maksiller bölümü dışındaki kraniyal 

sinirler, nazofarinks veya klivustan herhangi birine invaze  

  NAZAL KAVİTE VE ETMOİD SİNÜS 

T1 Tümör herhangi bir alt bölge ile sınırlı, kemik invazyonu var veya yok  

T2 

Tümör tek bölgedeki iki alt bölgeyi invaze etmiş veya nazoetmoidal kompleks 

içinde bir komşu bölgeye yayılmış, kemik invazyonu var veya yok 

T3 

Tümör orbitanın mediyal duvarına veya tabanına, maksiller sinüse, damağa veya 

kribriform plakaya yayılmış  

T4A 

Orta düzeyde lokal ileri hastalık Tümör, anteriyor orbita içeriği, burun veya yanak 

derisi, anteriyor kraniyal fossaya minimal yayılım, pterigoid plakalar, sfenoid 

veya frontal sinüslere invaze  

T4B 

Çok ileri düzeyde lokal ileri hastalık Tümör,  orbita apeksi, dura, beyin, orta 

kraniyal fossa, trigeminal sinir (V2) dışındaki kraniyal sinirler, nazofarinks veya 

klivusa invaze  

 

Tablo 2-6: Majör tükrük bezleri primer tümör gruplandırması64 

  MAJÖR TÜKRÜK BEZLERİ PRİMER TÜMÖR (T) 
TX Primer tümör değerlendirilemiyor  

T0 Primer tümör bulgusu yok 

T1 Parankim dışı uzanımı olmayan en büyük çapı 2 cm veya daha küçük olan tümör 

T2 

Parankim dışı uzanımı olmayan en büyük çapı 2 cm’den büyük 4 cm’den küçük 

tümör 
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T3 En büyük çapı 4 cm’den büyük ve/veya parankim dışı uzanımı olan tümör 

T4A 

Orta düzeyde ileri hastalık Tümör deri, mandibula, kulak kanalı ve/veya fasiyal 

siniri tutmuş  

T4B 

Çok ileri hastalık Tümör kafa tabanını ve/veya pterigoid planı tutmuş ve/veya 

karotis arteri kaplamış  

 

Tablo 2-7: Baş boyun kanserinde anatomik evre ve prognostik grupları64 

ANATOMİK EVRE/PROGNOSTİK GRUPLAR BAŞ BOYUN KANSERi* 

EVRE 0 Tis N0 M0 

EVRE 1 T1 N0 M0 

EVRE 2 T2 N0 M0 

EVRE 3 

T3 N0 M0 

T1 N1 M0 

T2 N1 M0 

T3 N1 M0 

EVRE 4A 

T4a N0 M0 

T4a N1 M0 

T1 N2 M0 

T2 N2 M0 

T3 N2 M0 

T4a N2 M0 

EVRE 4B 
Herhangi T N3 M0 

T4b Herhangi N M0 

EVRE 4C Herhangi T Herhangi N M1 

*Nazofarenks kanserlerinin bölgesel lenf noduna yayılım şekli ve prognoz üzerindeki 

etkisi diğer diğer baş boyun kanserlerinden farklıdır. Bu nedenle farklı bir N 

sınıflandırması kullanılır. 

 

Tablo 2-8: Nazofarenks kanseri anatomik evre ve prognastik grupları64 

ANATOMİK EVRE/PROGNOSTİK GRUPLAR NAZOFARENKS 

EVRE 0 Tis N0 M0 

EVRE 1 T1 N0 M0 

EVRE2 

T1 N1 M0 

T2 N0 M0 

T2 N1 M0 

EVRE 3 

T1 N2 M0 

T2 N2 M0 

T3 N0 M0 

T3 N1 M0 

T3 N2 M0 

EVRE 4A T4 N0 M0 



 29 

T4 N1 M0 

T4 N2 M0 

EVRE4B HERHANGİ T N3 M0 

EVRE 4C HERHANGİ T HERHANGİ N M1 

 

2.2. Ras Proteinleri ve Ras Yolağı 

Virüslere dönüştürülmüş hücrelerde viral genlerin translasyonu ilk kez 1970lerin 

başında Green ve arkadaşları tarafından tespit edilmiştir.7 Rat sarkoma tümöründen 

izole edilmiş bir retrovirüs,  Ras süper ailesinin ilk genini meydana getirmiştir.8 Bu 

tespitle birlikte viral genler tarafından kodlanan ve guanin nükleotidi bağlama 

özelliklerine sahip 21kDa proteinin Kirsten ve Harvey sarkom virüsüyle enfekte olmuş 

hücrelerde transformasyonu sürdürmek için gerekli olduğu keşfedilmiştir.65 

Dönüştürülmüş proteinler normal insan, sıçan, fare genom dizileri ve onları kodlayan 

genlere çok yüksek derecede benzerlik gösterir. Kirsten sarkom virüsü (K-ras) ve 

Harvey's sarkom virüsü (H-ras) çeşitli kanser hücrelerinde onkogen olarak bulunur.9 

Aktive edici nokta mutasyonları içeren üçüncü bir RAS ailesi üyesi (N-ras) lösemi ve 

nöroblastom hücre hatlarında Hall ve arkadaşları tarafından DNA aracılı gen transferi 

ile izole edilmiştir.10 İnsan genomunda 12p12 K-RAS, 11p15 H-RAS, 1p22 N-RAS 

kromozom bölgelerinde bulunur. Bu üç gen çok benzer proteinler kodlar ancak genlerin 

intronlarının değişken uzunlukları ekspresiyon seviyelerinde farklılık gösterir. Tüm 

süper ailenin ortak özelliği GTP bağlanma bölgesi içermesidir. 11 Ras Proteinleri 

intristik GTP bağlanma ve GTPaz özelliklerine sahip 21kDa proteinleridir.12 Ras 

proteininin üç boyutlu yapısı 1990 yılında yayınlanmıştır. Protein yapısı Ras ve GTP 

arasında yüksek afiniteyi sağlar ve bağlı bulunan GTP’nin g-fosfatını stabilize ederek 

etki gösterir.66 

 

Şekil 2-4: Ras (H-, K-, N-Ras), Ras proteinlerinin alan yapısı67 

 

A-helisleri A1-A6, b-tabakasını oluşturan altı şerit ise B1-B6 olarak 

gösterilmiştir. Bl ve A1 arasındaki P-döngüsü, proteinin onkojenik versiyonlarında 

GTP'nin g-fosfatını stabilize eder ve sıklıkla mutasyona uğramış bir bölgedir. Switch 1 
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ve Switch 2 bölgeleri, protein-protein etkileşimleri için önemlidir ve CAAX bölgesi, bir 

post-translasyonel modifikasyonun hedefidir. 

 GTP bağlı durumda Ras proteinleri aktif bir konformasyondadır ve Ras efektör 

proteinleri ile yüksek afinite etkileşimine katılabilir. Ras proteinlerinin kendine özgü 

GTPase aktiviteleri vardır. Bu proteinler sadece zayıf bir şekilde birleştiği GTP’nin 

GDP’ye hidrolizini sağlar. GDP molekülü serbest kalır ve Ras proteini aktif olmayan bir 

duruma gelir. Bu olaya GTPaz döngüsü de denir. Bu durum Ras GTPaz aktive edici 

proteinler (Ras GAP'ler) ve Ras guanin nükleotid değişim faktörleri (Ras GEF'ler) ile 

sağlanmaktadır. Ras GAP proteinleri Ras’ın GTPaz aktivitesini arttırır. Bu durumda Ras 

aktif halinden pasif duruma geçer. Ras GEF proteinleri aktif olmayan RAS-GDP yi 

bağlar ve Ras’ın aktivasyonunu tetikleyerek GDP-GTP değişimini sağlar. RasGEF’ler 

birçok protein-protein etkileşim alanı içerir. Kanserde Ras proteinlerinin mutant 

formları sıklıkla bulunur ve bu formlar GTP için zayıflatılmış affinite gösterir. Mutant 

formlar efektör proteinlerde sinyal etkileşimini sağlayan aktif bir konformasyona 

sahiptir. 68 

 

Şekil 2-5: Ras (H-, K-, N-Ras), Ras sinyal yolunun şematik gösterimi67 

 

Büyüme faktörünün reseptör tirozin kinazlara bağlanması, bir Ras GEF olan 

SOS1'i aktive eden GRB2 ve SHP2 gibi proteinleri aktive eder. GPCR ve integrin 

sinyalleri de dolaylı olarak Ras'ı aktive edebilir. NF1 ve diğer GAP'ler sırayla aktif Ras'ı 
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bağlar ve Ras sinyallemesini durdurarak GDP'ye bağlı aktif olmayan forma 

dönüşümünü katalize eder. 

Ras çeşitli mekanizmalar tarafından düzenlenir. Ras’ın palmitolasyonu C-

terminal bölgesinde hücre zarı ile ilişkisini kolaylaştırır.69 C-terminal bölgesinde 

bulunan CAAX motifi farnesil transferaz ile prenilasyon reaksiyonunun hedefinde 

bulunur ve bu durumu AAX sekansının bölünmesi izler. C-terminalinde sitozin 

kalıntıları birikir. Bu sitozin kalıntıları karboksi metillenir ve ras proteininin hücre 

zarına güvenli bir şekilde bağlanmasını sağlar. 70 Ras’ın aynı zamanda Golgi aparatına 

da yerleşebileceği ve orada da aktif olabileceğine dair kanıtlar ortaya çıkmıştır. 71 Üç 

Ras proteini N-Ras, K-Ras, H-Ras ilk üç ekzonu oldukça benzer olmasına rağmen 

dördüncü ekzonda farklılıklar mevcuttur ve K-Ras diğer iki Ras proteininden ayrılır. H-

Ras ve N-Ras sitozin kalıntıları içerir ve bunlar palmiotile edilir. K-Ras bu sisteinlerden 

yoksundur. Bu özellik K-Ras’ın zara getirilme şeklini değiştirir ve farnesiltransferaz 

inhibitörleri ile inhibisyona karşı daha dirençli hale getirir. K-ras'ın farnesiltransferazın 

yokluğunda guranil transferaz enzimi tarafından ters çevrilerek modifiye edilebilmesi ve 

proteinin plazma zarına lokalizasyonunu sağlar.71 Ras proteinleri tirozin kinaz 

reseptörleri, integrinlerden ve G protein bağlantılı reseptörlerden gelen sinyaller ile 

aktifleştirilebilir. Aktif Ras proteini Map kinaz sinyal yolağında, PI3 kinaz sinyal 

yolağında ve birçok sinyal yolağında görev alır. 67 

 RAS onkoproteinlerin çok yönlü işlevselliği RAS onkoproteinlerinin geniş bir 

heterolog efektör protein grubuyla etkileşime girme kabiliyetinden kaynaklanmaktadır. 

Bu efektör proteinler genellikle RA alanı içerir. RAS onkoproteinin aktif formları 

büyüme kontrolü kaybı ve tümörijenik transformasyon ile ilişkilidir. RAS ve diğer 

onkogenlerin hem büyüme arttırıcı hem de büyümeyi inhibe edici yolakları aktive etme 

kabiliyetine sahip olduğu yapılan çalışmalarla daha da belirgin hale gelmiştir. 13–15 Bu 

zıt etkinlikler, RAS gibi güçlü onkogenlerin aktivasyonunun potansiyel bir tümör 

hücresinde biyolojik süreçleri kontrol edebileceğini göstermektedir. RASSF ailesinin 

keşfedilmesi RAS’ın büyümesini engelleyici etkilerin bazılarının açıklanmasına izin 

vermektedir. 16 

2.2.1. RASSF Ailesi 

Ras association domain family “RASSF” ras ve ras benzeri küçük bir GTPaz 

efektör ailesidir. İnsan patolojisindeki rolleri nedeniyle genişleyen ve ilgi gören on 
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proteinden oluşur.17 RASSF aile üyesi proteinler RA (Ras birleşme) ve SARAH 

(Salvador-RASSF-hippo) alanları içerirler ve RA alanının bağlanma yeri RASSF 

proteinlerinin C- veya N-terminal olarak sınıflandırılmasını sağlar. 18 RASSF proteinleri 

tümör baskılayıcı olarak görev alırlar. Tümör alt gruplarında promotör bölgesinin 

hipermetilasyonu ile inaktive edilirler. Proteinlerinin etki mekanizmaları tam olarak 

açıklığa kavuşturulamamıştır ancak hücre döngüsü kontrolü, apoptoz, hücre göçü ve 

mitoz kontrolünde görev aldıkları tahmin edilmektedir. 19–21 RASSF proteinleri bilinen 

herhangi bir enzimatik aktiviteden yoksundur ve büyük olasılıkla daha büyük 

multiprotein kompleksleri için adaptör proteinleri veya iskeletleri olarak işlev görür. Bu 

amaçla RASSF proteinleri birçok karakteristik alan taşır. C-terminali veya klasik 

RASSF proteinleri olarak adlandırılan ilk altı RASSF proteini, hem C-terminal RAS 

birleşme (RA) etki alanına hem de bir Salvador-RASSF-Hippo (SARAH) etki alanına 

sahiptir. N-terminali RASSF proteinleri olarak adlandırılan RASSF 7-10, RA domenine 

sahiptir fakat bir SARAH domenine sahip değildir. RA etki alanlarının çeşitli RAS 

GTPazları ile etkileşime girdiği düşünülürken, RASSF1-6'nın C-terminal SARAH 

alanlarının, proapoptotik kinazlar ailesi de dahil olmak üzere diğer SARAH alanı içeren 

proteinler arasında dimerizasyonu kolaylaştırdığı gösterilmiştir. 72 RASSF proteinlerinin 

çoğunun, tümör baskılanmasında rol oynadığı belirlenmiştir. 73 

 

Şekil 2-6: RASSF ailesi67 
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Şekil 2-6 da RASSF ailesi üyeleri 1-10 gösterilmektedir. (C1 domeni) sarı renkte, RAS-

bağlanma (RA) alanı yeşil renkte, Savaldor / RASSF / hippo (SARAH) domeni kırmızı 

renkte ve sarmal-bobin motifi mor renkte gösterilmektedir. RASSF1A ve 

RASSF1C'deki konsensüs dizileri ATM fosforilasyonu için açık mavi renkle 

gösterilmiştir. RASSF1-6, C-terminal RA alanlarından dolayı gruplandırılmıştır 

RASSF7-10 N-terminal RA alanlarına göre gruplandırılmış (Şekil 2-6). 

 

2.2.1.1. C-RASSF 

RASSF ailesi 1-6, C-terminal bölgesinde drosophila proteinlerine benzer bir 

sekans içeren Salvador/RASSF/Hippo(SARAH) bir motif bulundurur. RASSF 7-10 bu 

motiften yoksundur. 22 SARAH alanının varlığı RASSF 1-6’yı RASSF 7-10’dan ayırır. 

RA alanı RASSF 1-6’da C-Terminal bölgesine RASSF 7-10’da N-Terminal bölgesine 

yakındır. Bu nedenle RASS1-6 C-RASSF “klasik RASSF”, RASSF7-10 N-RASSF 

proteinleri olarak adlandırılır. 23 

2.2.1.1.1 RASSF1 

İnsan kromozomu 3p21.3 bölgesi sıklıkla kanserde heterozigotluk kaybı sergiler 

ve bu durum bir tümör baskılayıcının bu bölgede kodlandığı anlamına gelir. Xeroderma 

pigmentosum A (XPA) ile etkileşime giren proteinleri belirlemeye yönelik araştırmalar, 

bu bölgede RASSF1 olarak bildirilen bir gen ortaya çıkartmıştır. 21 Diferansiyel 

promotör kullanımı, sekiz izoformu (A-H) oluşturur. RASSF1A, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H 

metilasyonunun promotör bölgesini kapsar ve insan kanserlerinde en yaygın olaylardan 

biri olduğu gösterilmiştir. 74 1975 . İzoformlar A ve C, genin ana transkriptleridir ve her 

yerde bulunurlar. 23 B izoformu esas olarak hematopoetik hücrelerde eksprese edilir. D 

ve E sırasıyla kardiyak ve pankreas dokusunda bulunur. 74   

 RASSF1A 340 aminoasitten meydana gelen bir proteindir. Transkripsiyon ekson 

1a ve ardından ekson 2ab ile başlar. Bu eksonlar, RASSF1A'da 51-101 amino asitlerini 

kodlayan protein kinaz C korunmuş bölgesi (C1) olarak da adlandırılan bir diasilgliserol 

/ forbol ester alanı (DAG) için kodlar.76 Ras birleşme alanı RA veya RalGDS / AF-6 

alanı, ekson 4 ve 5 tarafından kodlanır ve bu, RASSF1A'nın 194-288 aralığını oluşturur. 

Bu yapı Raf1 kinazın RasGTP bağlanma alanı ile aynıdır.77 RASSF1A' nın COOH 

terminusundaki son 47 amino asit, SARAH bölgesinin bir parçasıdır. SARAH alanı, 

protein-protein etkileşimlerine aracılık eder. 78  
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 RASSF1A üzerine yapılmış olan birçok çalışmada supresyonunun, insan 

kanserlerinde tümör progresyonu ve kötü prognoz ile ilişkili olduğunu bildirmiştir. Çok 

yönlü mekanizmalar RASSF1A aracılı tümör baskılanmasına katkıda bulunur. Bunlar 

arasında, mikrotübül stabilizasyonu en belirgin mekanizmalardan biridir ve RASSF1A' 

ya özgüdür. 79–82 Aktif KRAS, RASSF1A ile apoptozu indüklemektedir. 83 RASSF1A, 

mitoz ve hücre döngüsünün düzenlenmesinde ve ilerlemesinde önemli bir rol oynar. 

Mikrotübül stabilitesini etkilediği ve HDAC6 (histon deasetilaz 6) aktivitesini inhibe 

ederek stabiliteyi arttırdığı belirtilmiştir.84 RASSF1A kanser metastazı ile 

ilişkilendirilmiştir. 85 RASSF1A, RAF1 ve MST2'nin kompleksini ayrıştırır, RAF1'in 

inhibe edici fosforilasyonunu azaltır ve MEK aktivitelerini arttırır. Bu gözlem, 

RASSF1A' ın Ras sinyalleşmesinin bir değiştiricisi olarak işlev gördüğünü 

göstermektedir. 86 Ubiquitin'e özgü proteaz 7, DAAX ve MDM2 bir kompleks oluşturur 

ve p53 degradasyonunu arttırır. 87 DNA hasarı üzerine, RASSF1A kompleksi bozar ve 

p53 ifadesini arttırır. 88  

 RASSF1B transkripti RASSF1A ile aynı promotörden kopyalanır. RASSF1B 

özellikle hematopoetik hücrelerde eksprese edilir. 89 RASSF1C, RASSF1 geninin her 

yerde bulunan ikinci izoformudur. RASSF1C promoter hipermetilasyon göstermez ve 

bugüne kadar analiz edilen akciğer, meme, pediatrik ve pankreas endokrin tümörlerinde 

ve kanser hücre dizilerinde eksprese edilir.89–93 RASSF1C' nin aktif Ras ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. Aktif KRas'a bağlanmanın RASSF1C' nin apoptotik yol 

aktivasyonu yoluyla hücre ölümünü sağladığı bildirilmiştir. 94 Over kanseri 

hücrelerinde, RASSF1C' nin hücreleri sisplatin tedavisine duyarlı hale getirdiği ve 

apoptozu indüklediği bulunmuştur. 95 RASSF1C osteoblastlarda ve akciğer kanseri 

hücrelerinde hücre çoğalmasını ve meme kanseri hücre hatlarında migrasyonu 

arttırmıştır.96,97 RASSF1C' nin meme kanseri hücre dizilerindeki C-X-C kemokin 

reseptörü tip 4 (CXCR4) up regülasyonuna yol açar, bu da hücre çoğalmasını ve 

metastazı arttırır. 97 RASSF1C' nin, akciğer kanserinde kök hücre yenileme geni Piwi 

benzeri protein 1 (PIWIL1) ekspresyonunu modüle ettiği öne sürülmüştür.98 Pankreas 

endokrin tümörleri, büyük hücreli nöroendokrin karsinomları, küçük hücreli akciğer 

karsinomları ve özofagus skuamöz hücreli karsinomu gibi çeşitli kanserlerde RASSF1C 

up regülasyonunu gösterilmiştir. 91,99–101  
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 RASSF1D ve RASSF1E izoformlarının her ikisi de, özellikle kardiyak ve 

pankreas dokusunda spesifik olarak ifade edilen RASSF1A ek varyantları olarak kabul 

edilir. 73  

2.2.1.1.2 RASSF2 – RASFADİN  

 Insan Kromozom bölgesi 20p13 te bulunan RASSF2 ilk olarak Rasfadin olarak 

adlandırıldı daha sonra yeni bir gen olarak tanımlandı.102 RASSF2’nin zorla 

ekspresyonu hücre döngüsü durmasına ve apoptoza neden olur. RASSF2' nin delesyonu 

akciğer kanseri hücrelerinde tümör oluşumunu ve ilaç direncini arttırır. Çeşitli 

kanserlerde hipermetilasyon yoluyla RASSF2 susturma bildirilmiştir. 23,103,104 Kansere 

bağlı fibroblastlar, RASSF2 ekspresyonunu baskılayan miR-7'yi üretir. 105 Bu veriler, 

RASSF2' nin bir tümör baskılayıcı olduğunu gösterir. Ras proteinlerinin hedefi olarak 

RASSF2 Aktif KRAS, RASSF2 ve PAR-4 arasındaki etkileşimi arttırır. RASSF2 

KRAS'ın bir hedefidir. Meme, akciğer, kolorektal ve mide kanserinde normal 

mukozanın metillenmemiş olduğu tespit edildiğinden tümör durumunun spesifik bir 

belirteci olarak düşünülmektedir. 103,106 RASSF2’ nin nazofarenks karsinomunda lenf 

nodu ile pozitif korelasyon gösterdiği tespit edilmiştir. 107 

2.2.1.1.3 RASSF3 

 12q14.1'de bulunan RASSF3 geni ekzonların alternatif birleşiminden dolayı üç 

transkript ürettiği tahmin edilmektedir (RASSF3A, RASSF3B ve RASSF3C). 108 

RASSF3, RASSF1A' nın homologu olarak bildirilmiştir. 108 RASSF3 İşlevleri 

RASSF3'ün bir tümör baskılayıcı olarak etki edebileceğine dair göstergeler olmasına 

rağmen, bugüne kadar hiçbir sistematik fonksiyonel karakterizasyon yapılmamıştır ve 

tümör baskılayıcı rolünü destekleyen mekanizmalar hala eksiktir. Son zamanlarda, 

RASSF3'ün p53'ü stabilize ettiği ve p53'e bağlı apoptozu indüklediği, böylece hem 

hücre döngüsü hem de DNA onarım mekanizmalarında bir rol oynadığı bildirilmiştir. 

109 Bu verilerle uyumlu olarak, HER2 / Neu pozitif meme kanseri hücre hatlarında 

RASSF3 aşırı ekspresyonu hem fare hem de insan hücre proliferasyonunu inhibe ettiği 

ve NSCLC hücrelerinde RASSF3 göç oranını arttırdığı böylece RASSF3'ün bir tümör 

supresör geni oluşturduğu hipotezi pekiştirilmiştir. 110,111 RASSF3 proteini hem kanser 

hücrelerinde hem de normal hücrelerde bulunmuştur. 108  
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2.2.1.1.4 RASSF4-AD037 

 RASSF4, AD037 geni, 10q11.21 kromozomunda bulunur. 5 transkriptin protein 

kodlaması olduğu alternatif eklemeden kaynaklanan 12 transkript varyantına sahiptir. 

RASSF4 yaklaşık %60 benzerlik göstererek RASSF2’ye en yakın homoloji taşır. 

RASSF4, RASSF1A ve RASSF5’te bulunan sistein bakımından zengin alandan 

yoksundur. Ayrıca RASSF1A’da bulunan ATM fosforilasyon bölgeside RASSF4’te 

bulunmaz. 112 RASSF4, diğer aile üyelerinde olduğu gibi COOH terminalinde SARAH 

motifi içerir. 24 RASSF4, KRas efektör proteinini ve diğer Ras ailesi üyelerini GTP'ye 

bağlı bir şekilde birleşme alanı vasıtasıyla bağlayan potansiyel bir tümör 

baskılayıcısıdır. 16 Bu durum RASSF4’ün bir RAS efektör olarak hizmet etme 

potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir. Aktive edilmiş Kras’ın büyüme önleyici 

özelliklerini uyarmak için RASSF4’ü bağladığı ve aktive ettiği tespit edilmiştir. 24 

RASSF4, çeşitli insan dokularında eksprese edilir. RASSF4’ün ekspresyonu, 

insan tümör hücrelerinin büyümesinini inhibe eder. Bu etki RASSF4’ün COOH 

terminusuna bir RAS CAAX membran lokalizasyon sinyalinin eklenmesiyle arttırılır. 

RASSF4 primer tümörlerde aşağı regüle edilir. RASSF4 ifadesinin aşağı regülasyonu 

promotörün metilasyonu ile ilişkilidir.16 RASSF4 apoptozda ve hücre siklusunun 

durmasında rol oynadığı ve sıklıkla birçok kanserde azaldığı gösterilmiştir. 16,25 Küçük 

hücreli olmayan akciğer kanseri, nazofarenks karsinomu ve multiple miyelomda 

RASSF4 baskılanması gözlenmiştir.25,26,113 RASSF4 aşırı ekspresyonu apoptozu 

indükler ve HEK293 hücrelerinde proliferasyonu inhibe eder. 16 RASSF4 osteosarkom 

hücrelerinde β-katenin, MYC ve CCND1 ekspresyonunu azaltır. 114 RASSF4, alveoler 

rabdomiyosarkomda (aRMS) düzenlenir, burada YAP1'i aktive eder ve tümörijenezi 

teşvik eder.115 Araştırmacılar RASSF4'ün MST1'i inhibe ettiğini ve YAP1'in 

fosforilasyonunu baskıladığını açıklamıştır. MST kinazlar ve bazı C-RASSF proteinleri 

bazal koşullar altında birbirlerini inhibe eder. Bu karşılıklı inhibisyon, apoptozdan 

kaçınmak için anlamlıdır. Hücreler DNA hasarı gibi streslere maruz kaldıklarında, MST 

kinazları ve C-RASSF inhibisyondan serbest bırakılır, paralel bir şekilde apoptoza 

aracılık ederler.115 Yapılan bir araştırmada, RASSF4 ekspresyon yapısını MCF-7 

hücreleri gibi RASSF4 negatif tümör hücrelerine transfekte ederek RASSF4 

ekspresyonunu geri yüklendiğinde büyümenin güçlü bir inhibisyonu olduğu 

belirlenmiştir. Böylece, RASSF4 transforme hücrelerin büyümesini antagonize 

edebilmektedir.16  
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RASSF4, GDP'ye bağlı adenozin difosfat ribosilasyon faktörü 6 (ARF6) 

formuyla etkileşime girer ve fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (PI (4,5) P2) seviyelerini 

arttırmak için tip I fosfatidilinositol fosfat kinazı aktive eder. 116 Buna cevaben, 

endoplazmik retikulum (ER) Ca2 + sensör stromal etkileşim molekülü 1, ER-plazma 

zarı birleşiminde biriktirilir ve depoda çalışan Ca2+ girişi tetiklenir. RASSF4, 

fosfoinositid metabolizmaları ve Ca2+ sinyalleşmesi ile tümör oluşumuna katkıda 

bulunmaktadır. 116 RASSF4'ün, insan oral skuamöz hücreli karsinomunda MAPK 

yolağının baskılanmasıyla büyümeyi inhibe ettiği gösterilmiştir. 117 Aşırı ekspresyonu 

osteosarkom hücrelerinde proliferasyon, migrasyon, invazyon, epitel-mezenkimal 

transmisyonu (EMT) ve Wnt sinyalini inhibe eder. 114 

RASSF4’ün gen lokusu (10p11.21) primer prostat tümörlerinde heterozigotite 

kaybı bölgesi olduğu bulunmuştur. 118 Primer prostat tümörlerinde yapılan çalışmalarda 

RASSF1A promoter metilasyonu gösterdiği tespit edilmiştir. 119 Tümörjenez sırasında 

RASSF4 ekspresyon kaybı diğer RASSF aile üyelerinde olduğu gibi RASSF4’ün insan 

tümörlerinin oluşumunda önemli bir rol oynadığı anlamına gelmektedir.  

 

Şekil 2-7: RASSF gen ailesi fonksiyon şeması  

 

2.2.1.1.5 RASSF5-NORE1, RAPL, Maxp1 

 Tanımlanan ilk C-RASSF proteini RASSF5’ tir. 120 1q32.1 kromozomu üzerinde 

bulunur ve dört transkript varyantına (RASSF5A-D) sahiptir. RASSF5 yüksek affinite 

ile Ras proteinlerine bağlanma özelliğine sahiptir bu nedenle kolayca tespit edilmiştir. 
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121,122 RASSF5A'nın hücre iskeleti etkileşimlerinin, RASSF5'in hücre döngüsü inhibe 

edici rollerine negatif ERK sinyali yoluyla aracılık ettiği tespit edilmiştir. 123 RASSF5A' 

nın, apoptotik bir şekilde tümör hücre çizgisi büyümesini Ras ve MST 1 / 2’ den 

bağımsız bir şekilde sınırladığı gösterilmiştir. 124-126 RASSF5A, spesifik olarak hepatit 

C virüsü (HCV) enfeksiyonu tarafından hedeflenen ve inhibe edilen antiviral aktivite 

gösterir.127 RASSF5C'nin RASSF1A gibi, tümör baskılayıcı fonksiyonlara sahip olduğu 

ve çeşitli tümörlerde epigenetik olarak susturulduğu gösterilmiştir. 128,129 Hücre 

polaritesini ve lenfosit adezyonunu indüklemek için MST1'in aktivitesini ve 

lokalizasyonunu düzenler.130 RASSF5C mikrotüplere yerleşir. 131  

 RASSF5 çeşitli tümörlerde aşağı doğru regüle edildiği bulunmuştur ve 

kanıtlanmış bir tümör baskılayıcıdır. 108 126 Diğer RASSF ailesi üyeleri gibi, RASSF5'in 

epigenetik inaktivasyonu, nöroblastom, tiroid, akciğer, kolorektal ve böbrek kanserleri 

dahil olmak üzere birçok kanserde rapor edilmiştir. 126,129,132–135 Oral kanserlerde miR-

214 RASSF5’ i baskılar. RASSF5A' nın p53 kaynaklı apoptoz ve senesens dengesini 

düzenlemede önemli bir eleman olduğu belirlenmiştir. 136 

2.2.1.1.6 RASSF6  

 RASSF6 geni 4q13.3 kromozomunda bulunur. Bilinen 5 splice varyanta sahiptir. 

Diğer RASSF proteinlerden farklı olarak C-terminal bölgesinde PDZ-bağlanma motifi 

içerir. 137 RASSF6, yüksek oranda apoptotik bir proteindir. RASSF6, kaspaz bağımlı ve 

kaspaz bağımsız mekanizmalar yoluyla apoptoza neden olur.138 RASSF6, BAAP'ı 

MOAP1 yoluyla active eder ve sitokrom c, apoptoz indükleyici faktör ve mitokondriden 

endonükleaz G'nin salınmasını sağlar. 138–140 RASSF6, MDM2 ile etkileşime girer ve 

p53'ün MDM2 aracılı bozulmasını bloke eder. 141 KRAS, RASSF6 ve MDM2 

arasındaki etkileşimi artırır. 142 RASSF6, NFκB ve MAPK sinyalini inhibe eder ve JNK 

aracılığıyla CDKN1A birikimini arttırır.139,143 RASSF6 ekspresyonu kanser 

hücrelerinde ve primer tümörlerde sıklıkla prognostik değere sahip olduğu ve epigenetik 

olarak susturulduğu belirtilmiştir. 135,144–146 Mide kanserinde miR-181a-5p, RASSF6'yı 

baskılar. 147   

2.2.1.2. N-RASSF 

RASSF proteinlerin her birinde bulunan RA bölgesinin C-Terminalinde RASSF 

(1-6) veya N-terminalinde bulunan RASSF (7-10) bulunmasıyla karakterizedir. 148 Bu 

alan, klasik RASSF ailesi üyelerinin çoğunun, farklı RAS üyeleri için değişen bir afinite 
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ve özgüllük derecesine rağmen, RAS bağlanmasını mümkün kılar. Klasik RASSF 

üyeleri ayrıca bir C-terminal SARAH alanına (SALVADOR-RASSF-HIPPO) 

sahiptir.149 SARAH alanı N-terminal üyelerinde mevcut değildir. Klasik ve N-terminali 

RASSF alt grupları arasındaki yapısal farklılıklar, iki farklı aile olma önerisine yol 

açmıştır.22 RASSF 7, 8 ve 10 genlerinin tümü genomdaki Ras ailesinin üyelerine yakın 

yerleştirilmiştir. 150151152  

 

Şekil 2-8: N-terminal RASSF proteinleri ve kanser gelişimi arasındaki olası bağlantı22 

 

2.2.1.2.1 RASSF7 

 

RASSF7 geni, 11p15.5 kromozomu üzerinde bulunur ve 3 transkript varyanta 

sahiptir. 148 RASSF7 epidermis, nöral tüp, kulak, böbrek gibi embriyonik dokular 

gelişirken ifade edilir. 153 RASSF7’ nin özellikle akciğer ve beyindeki ekspresyonu 

diğer dokulara göre daha fazladır.154 RASSF7 hücre büyümesi ve apoptozun 

düzenlenmesinde rol alır. 148 RASSF7 proteini insan vertebral disk dejenerasyonunda 

gelişimsel olarak öenmli olabilecek bir rol olan proapoptotik JNK sinyalini olumsuz 

yönde düzenleyen N-RAS ve MKK7 ile etkileşime girerek antiapoptotik bir rol üstlenir. 

155,156 Pankreas duktal adenokarsinomları, pankreatik adacık hücresi tümörleri, 

endometrial karsinomlar dahil olmak üzere birçok kanseri düzenlediği belirlenmiştir. 
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157–161 Malign tiroid neoplazmaları ve saydam hücreli over karsinomlarda bir onkogen 

olarak değerlendirilmesi önerilmektedir. 162–164 RASSF7 özellikle pankreatik adacık 

hücre tümörlerinde ve endometrial tümör tanımlamalarında spesifik olarak regüle 

edilmiş ekspresyonu göz önüne alındığında potansiyel teşhis markeri olarak 

önerilmiştir. 159,161 RASSF7 ekspresyonu, katı tümörlerin ortak bir özelliği olan 

hipoksik koşullarda da artar. 149 RASSF7' nin nöroblastomlarda epigenetik olarak 

susturulduğu gösterilmiştir. 135 

2.2.1.2.2 RASSF8-C12orf2 

 RASSF8 geni-C12orf2 geni, 12p12.3 kromozomu üzerinde bulunur ve en az 

dört transkript varyanta sahip olduğu tahmin edilmektedir. RASSF8 insan yetişkin 

dokularında her zaman ifade edilir.165 RASSF8 lokalitesi sayesinde akciğer 

kanserogenezinde potansiyel bir tümör supresör olarak tanımlanmıştır. Bu bölge K-RAS 

genini içerir. Akciğer adenokarsinomunda RASSF8 transkript seviyelerinin azaldığı, 

akciğer tümör hücre hatlarında RASSF8 proteininin yeniden ekspresyonunun bağımsız 

büyümeyi inhibe ettiği bulunmuştur.166,167 RASSF8 kaybının akciğer kanserinde tümör 

ilerlemesi ve metastatik eğilim ile korele olduğu belirlenmiştir. RASSF8 de bulunan 

yaygın polimorfizmler akciğer adenokarsinom riski ile ilişkili bulunmadığı 

bildirilmiştir. 168 Yetişkin erkek germ hücreli tümörlerde 12p hedef genlerin ekspresyon 

seviyelerinde yapılan çalışmalarda C12orf2 nin ekspresyonunun azaldığı, lösemi ve 

lenfoma retroviral girişinin RASSF8 genine bitişik bir bölgede meydana geldiği tespit 

edilmiştir. Bu durum RASSF8’in yalnış düzenlenmesinin lösemi ve lenfoma oluşumuna 

katkıda bulunabileceğini göstermektedir.169 Ekstraselüler RASSF8 meme kanserli 

hastaların plazma ve hücre bağlı fraksiyonlarında iyi huylu tümörleri olan hastalara 

kıyasla RASSF8’in potansiyel bir teşhis marker olduğu düşünülmektedir.170 İnsan 

RASSF8 çalışmalarında, hücre-hücre yapışması ve hücre büyümesinin 

düzenlenmesinde potansiyel bir rolü vurgulanmaktadır. 171 RASSF8'in hücre 

büyümesini inhibe ettiği ve akciğer kanserinde yapışık birleşme oluşumunu teşvik ettiği 

ve özellikle yapışık bileşimlerde E-kadherin ve B-katenin ile etkileşime girdiği 

bulunmuştur. 165 RASSF8'in, hücre döngüsü ilerlemesi ve apoptoz gibi çeşitli moleküler 

mekanizmaları düzenleyen her yerde bulunan iskele protein 14-3-3 ile etkileşime girdiği 

bildirilmiştir. 172,173 RASSF8’in tümör baskılayıcı rolü, akciğer adenokarsinomlarındaki 

ekspresyonun azalması nedeniyle önerilmiştir. 168 Melanom üzerine yapılan 
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çalışmalarda RASSF8 metilasyonu ve tümör ilerlemesi arasında pozitif bir korelasyon 

göstermiştir. 174 

2.2.1.2.3 RASSF9, PAMCI, PCIP1 

 RASSF9 geni, 12q21.31 bölgesinde bulunur. Iki izoforma sahiptir. RASSF9'un 

kanser gelişimi üzerinde bir etkisi olduğuna dair net bir kanıt yoktur. Kromozomal 

lokalizasyonuna dayanarak kolorektal kanser için iyi bir aday olarak kabul edildi. 175 

RASSF9, geri dönüşüm endozomları ile ilişkili olduğu için PAM trafiğini düzenlemede 

rol oynamaktadır ve Ras proteinleriyle etkileşime girdiği tespit edilmiştir. 176 Yapılan 

çalışmalarda epidermal homeostazda önemli olabileceği belirlenmiştir. Epidermal epitel 

hücre çoğalması ve farklılaşmasında hızlandırılmış yaşlanma belirtileri ve kusurları 

göstermektedir. 177  

2.2.1.2.4 RASSF10 

 RASSF10 geni, 11p15.2 kromozom bölgesinde bulunur. Moleküler fonksiyonu 

bilinmemekle birlikte genin ifadesi çeşitli dokularda tespit edilmiştir. 178–181 RASSF10 

bir tümör baskılayıcı olarak kabul edilmiştir. Yapılan çalışmalarda RASSF10’un tiroid, 

melanoma, glioma, akciğer, baş boyun, sarkom ve pankreas dahil olmak üzere bir çok 

kanserde epigenetik olarak inaktif olduğu tespit edilmiştir. 179,181–183 Çocuk 

lösemilerinde tümör baskılayıcı olarak görev alan RASSF10 T hücreli akut lenfositik 

lösemilerde “ALL” sıklıkla metillendiği, B hücreli ALL’de normal olarak metillendiği 

bulunmuştur. Metilasyonun inhibe edilmesi, lösemi ekspresyonun yukarı regülasyonuna 

neden olmuştur. 180 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. ÇALIŞMA GRUBU VE SEÇİLEN ÖRNEKLERİN TANIMI 

Bu çalışmada kullanılan örnekler İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi 

Cerrahi Tıp Bilimleri Bölümü Kulak Burun Boğaz Hastalıkları Anabilim Dalı 

tarafından baş boyun kanseri teşhisi konmuş 68 hastanın tümörlü dokularından, tümör 

çevresi sağlıklı dokularından ve hastalardan alınmış olan periferik kanlardan 

oluşmaktadır. Serum düzeyi farklılıklarının tespitinde kullanılacak olan kontrol 

gurubunun ise baş boyun kanseri tanısı almamış 70 sağlıklı bireyden alınmıştır. 

Çalışmaya katılan hastalara ve kontrollere yapılacak olan araştırma ile ilgili  

bilgilendirilmiş gönüllü olur formu okutularak imzalatılmıştır. 

Çalışmaya katılan hastaların klinik değerlendirmeleri, doku ve kan örneklerinin 

alınması İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi Cerrahi Tıp Bilimleri Bölümü 

Kulak Burun Boğaz Hastalıkları Anabilim Dalı tarafından gerçekleştirilmiştir. Alınan 

kan ve doku örnekleri uygun koşullar sağlanarak anabilim dalımıza getirilmiş ve 

çalışma yapılıncaya kadar muhafaza edilmiştir.  

Ekspresyon ve polimorfizm çalışması için alınan doku örneklerinden total RNA 

ve DNA izolasyonu yapılarak analizler gerçekleştirilmiştir. Kan örneklerinden ise 

serum elde edilerek RASSF4 düzeyleri tayin edilmiştir.  

3.2. KULLANILAN KİMYASAL MADDELER VE KİTLER 

Proteinaz K –Invitrogen 

RNA Later -Ambion-Am7021 

Kloroform (CHCl3) - Sigma-Aldrich, Almanya 

RNAZ A -Invitrogen 

%99 Etanol - Sigma-Aldrich, Almanya 

İzopropil Alkol - Sigma-Aldrich, Almanya 

2mercaptoethanol- Sigma-Aldrich, Almanya 

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit – Invitrogen  

PureLink® RNA Mini Kit - Invitrogen  

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit – Invitrogen 

TaqMan™ Universal Master Mix II, with UNG  
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TaqMan® 2X Universal PCR Master Miks 

TaqMan® Gene Expression Assay, GAPDH 

TaqMan® Gene Expression Assay, RASSF4 

TaqMan® SNP Genotyping Assay, rs884879 

TaqMan® SNP Genotyping Assay, rs7896801 

RASSF4 Elisa kit - BT LABS E4368Hu 

 

3.3. KULLANILAN CİHAZLAR VE GEREÇLER 

Pipet takımı (Eppendorf)  

Buzdolabı (+4ºC) 

Buzdolabı (-30ºC) (SANYO Biomedical Freezer) 

Ultra Derin Dondurucu (-80 ºC) 

Isı bloğu (BIOSAN Thermo Block TDB-120) 

Vorteks (BIOSAN MICROSPIN FV-2400) 

Mikrosantrifüj (ALFAGEN Mini-14K) 

Hassas terazi (Mettler) 

Spektrofotometre (MaestroNano) 

Elisa plate okuyucu 

Real-time PCR Cihazı (Applied Biosystems 7500 Fast Instrument, Applied Biosystems 

StepOnePlus™ Instrument) 

3.4. DOKUDAN DNA İZOLASYONU 

Dokudan DNA izolasyonu için INVITROGEN PureLink® Genomik DNA Kiti 

kullanılmıştır. Kit içeriği gerekli talimatlara göre hazırlandı ve izolasyon işlemi yapıldı. 

DNA izolasyonu için izlenen yol aşağıdaki gibidir; 

Isı bloğu proteinaz K’nın optimum çalışma sıcaklığı 55 C’ye ayarlandı. Steril bir 

mikrosantrifüj tüpüne 25 mg bisturi ile iyice parçalanan baş boyun dokusu yerleştirildi. 

180 μl PureL PureLink® Genomik Sindirim Tamponu ve 20 μL Proteinaz K eklendi. 

Lizis işlemi tamamlanıncaya kadar ara sıra vortekslenerek bir gece inkübe edildi. 

Oluşan lizat maksimum hızda santrifüjlenip parçacık halinde kalan yapılar çıkartıldı ve 

süpernatant yeni bir steril mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Lizata 20 μl RNase A eklendi 

ve iyice karıştırıldı. Oda sıcaklığında yapılan 2 dakikalık inkübasyondan sonra 200 μl 

PureLink® Genomik Lizis / Bağlama Tamponunu eklendi ve vorteks ile karıştırıldı. 
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Lizata 200 μL% 96-100 etanol eklendi ve tekrar  vortekslendi. DNA’nın kolona 

tutunmasını sağlayacak olan apolar ortam hazırlanmış oldu.  

Mikrosantrifüj tüpünde bulunan yaklaşık 640 μL’lik lizat spin kolonuna aktarıldı 

ve oda sıcaklığında 1 dakika boyunca 10.000 g’de santrifüj edildi. DNA, kolonun silika 

membranına bağlandı. Kolonun içinde bulunduğu toplama tüpü atılarak yeni bir 

toplama tüpü içerisinde yerleştirildi.  

Kolona 500 μL yıkama tamponu 1 eklendi ve oda sıcaklığında 10.000 g’de 1 

dakika santrifüj edildi. Toplama tüpü atılıp yerine yeni bir toplama tüpü yerleştirildi. 

500 μL yıkama tamponu 2 eklendi ve oda sıcaklığında maksimum hızda 3 dakika 

santrifüj edildikten sonra toplama tüpü atılıp yerine steril mikrosantrifüj tüpü 

yerleştirildi. Yıkama işlemlerinde kolonda bulunan DNA geri kalan lizat içerinden 

arındırılmış olması sağlandı.  

200 μL Elüsyon tamponu eklenip oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi. 

Sonrasında maksümum hızda 2 dakika santrifüj edildi. Genomik DNA elüsyon 

tamponunda çözünerek kolondan ayrılıp mikrosantrifüj tüpünde toplandı. Elde edilen 

saf genomik DNA konsantrasyon ölçümünden sonra +4°C’de saklandı. 184 

 

3.4.1. DNA KONSANTRASYONUNUN VE SAFLIĞININ ÖLÇÜLMESİ 

DNA’nin konsantrasyonu ve kalitesi spektrofotometrik ölçümler ile tespit 

edilmektedir. Ölçüm 260 nm,280 nm, ve 230nm dalga boylarında ultraviole (UV) ışın 

kullanılarak yapılır. Çift iplikli sarmal yapıda bulunan DNA’nın en iyi absorbans 

gösterdiği dalga boyu 260 nm’dir. 260 nm dalgaboyunda ölçülen her1 absorbans değere 

optik dansite 260 (OD260) denir. 50 ug/ml çift iplikli DNA içeriğinin 1 optik dansite 

(OD) ye 1 absorbanslık değer verdiği kabul edilmektedir. DNA konsantrasyonu 260 

nm’deki ölçüm değeri aşağıda bulunan formüle göre hesaplanmıştır.  

  DNA (ug/ml) = OD260  x  50  

DNA’nın saflığını öğrenebilmek için OD260/OD280 ve OD260/OD230 oranları 

kullanıldı. DNA’nın OD260/OD280 değeri yaklaşık 1,8 ise elde edilen DNA yeteri 

kadar saf demektir. OD260/OD280 değeri 1.8’den küçük olduğu durumda 

kontaminasyonun ortamda bulunan fenol veya protein kaynaklı olduğunu 

göstermektedir. Öte yandan OD260/OD280 değeri 1.8’den büyük olması RNA 
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kontaminasyonu göstermektedir. DNA’nın OD260/OD230 absorbans değeri 2.0’dan 

büyük olmalıdır. Bu değerin 2.0’dan daha düşük bir değerde olması fenol ve etanol 

kontaminasyonunu göstermektedir.  

3.5. TOTAL RNA İZOLASYONU 

68 hastaya ait baş boyun tümör dokularından ve normal baş boyun dokularından 

easy-BLUE™ Total RNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology, Inc., Korea) 

kullanılarak toplam RNA elde edildi.  

Yöntemde 50-100 mg taze doku bisturi yardımıyla parçalara ayrıldı. Daha sonra 

1 ml  easy-BLUE™ reaktifi parçalanan doku parçalarının üzerine eklendi oluşan lizat 

18-21 gauge iğneden geçirilerek parçalama işlemine devam edildi. Iyice parçalanması 

sağlanan lizat 30 saniye boyunca oda sıcaklığında vortekslendi. Üzerine 200μl 

kloroform eklenerek tekrar vorteks işlemine tabi tutuldu. Solüsyon 13.000 rpm’de 4 ℃ 

10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant kısmı başka bir tüpe aktarıldı. 

Üzerine 400μl izopropanol eklendi ve 10 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 

Solüsyon 13.000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatantın atılması ile yıkama 

işlemleri gerçekleşti. Yıkama işleminde 1 ml %75 etOH eklendi ve 5 dakika 10.000 

rpm’de santrifüj işlemi yapıldı. Bu işlem 2 kere tekrar edildi. 30 ul distile su yardımıyla 

RNA çözdürüldü ve RNA örnekleri spektrofotometre yardımıyla miktar ve saflığı tespit 

edildi.  

 

3.5.1. TOTAL  RNA KONSANTRASYONUNUN VE SAFLIĞININ ÖLÇÜLMESİ 

RNA konsantrasyonu ve saflığı spektrofotometrede 260 nm, 280 nm ve 230 nm 

dalga boylarında ölçümler yapılarak saptandı. RNA konsantrasyonu 260 nm dalga 

boyundaki optik yoğunluğundan (OD) belirlendi. 40µg/ml RNA içeriğinin 1 optik 

yoğunluğu (OD) verdiği kabul edilmektedir.  

RNA konsantrasyonu 260 nm’deki optik yoğunlunluğu (OD) ölçülerek saptandı. 

RNA konsantrasyonunun ve saflığının hesaplanmasında kullanılan formüller aşağıda 

belirtilmiştir.   

RNA konsantrasyonu ( ng / µl ): OD 260 nm x seyreltme faktörü x 40 

   

İzole edilen ve ölçüm işlemleri tamamlanan RNA örnekleri -80 C de saklandı. 
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3.5.2. TERS TRANSKRİPSİYON 

Baş boyun dokularından elde edilen toplam RNA’lardan High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™, USA) kullanıldı. 

Farklı konsantrasyonlarda bulunan RNA içerikler 100 ng/ µl olacak şekilde 

hazırlanan solüsyon karışımına eklendi.  

Tablo 3-1: Kalıp RNA ve primer karışım içeriği (1 reaksiyon için) 

Bileşen Hacim 

Total RNA 1,0 

10x RT buffer 2,0 

25x dNTP karışımı (100 mM) 0,8 

10x RT primerleri 2,0 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0 

Distile su 3,2 

Toplam 10,0 

 

68 doku örneği için hazırlanan ana karışım 10 ul olarak tüplere eklendi. Her kuyucuğa 

10 ul 100 ng/ µl’ye sulandırılmış RNA örneği eklenip pipetaj işlemi ile karıştırıldı. 

Hazırlanan tüpler Termal Döngü Cihazı, Applied Biosystems cihazına yerleştirildi. Isı 

ve süre özellikleri kit içeriğine uygun şekilde uygulandı.  

Tablo 3-2: cDNA işlemi için kullanılan ısı-süre tablosu 

  1.      Aşama 2.      Aşama 3.      Aşama 4.      aşama 

Isı 25°C 37°C 85°C 4°C 

Süre 10 dk 120 dk 5 dk ∞ 

 

3.5.3. QRT-PCR YÖNTEMİ KULLANILARAK RASSF4 GEN EKSPRESYON 

DÜZEYLERİNİN KANTİTATİF OLARAK SAPTANMASI 

Gen ekspresyonu, bir genden gelen bilgilerin fonksiyonel bir gen ürününün 

sentezinde kullanıldığı bir işlemdir. Bu ürünler genellikle proteinlerdir ancak rRNA 

veya tRNA genleri gibi protein kodlayan genlerde ürün yapısal veya idaresel bir 

RNA’dır. Daha küçük ve kodlayıcı olmayan RNA’lar (miRNA, piRNA, siRNA) ve 
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kodlayıcı olmayan uzun RNA sınıfları çoklu düzenleme fonksiyonlarına katılmaktadır. 

Çalışmamızda gerçek zamanlı polimeraz zincir reanksiyonu ile gen ekspresyonunda gen 

spesifik transkript miktarını ölçerek RASSF4 geninin ekspresyonundaki değişiklikleri 

araştırmaktayız. Kantitatif ters transkripsiyon PZR (RT-qPZR) veya kantitatif PZR 

(qPZR) olarak da bilinen Gerçek Zamanlı PZR, mevcut en güçlü ve hassas gen analizi 

tekniklerinden biridir.  

Her gerçek zamanlı PZR çalışmasında bir TaqMan® probu veya SYBR ™ Yeşil 

boya gibi PZR ürününün birikimini izlemek için bir floresan raportör molekülü olması 

gerekmektedir. Hedef amplikonun miktarı arttıkça, florofordan yayılan floresan miktarı 

da artar. Bu tez çalışmasında TaqMan® probu kullanılmıştır. 

Kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR)’ın iki 

farklı uygulaması mevcuttur. Uygulamalardan biri cDNA sentezinde PZR 

amplifikasyonuna kadar olan bütün reaksiyonların tek tüpte gerçekleşmesidir. Ikinci 

uygulama ise iki aşamalı olup RT-PZR ve qPZR’nin farklı tüplerde 

gerçekleştirilmesidir. Bu tez çalışmamızda RASSF4 gen ekspresyon düzeylerini tek 

tüpte qRT-PZR reaksiyonunu kullanarak gerçekleştirilmiştir. 

3.5.4. REAKSİYONLARDA KULLANILAN QPCR PRİMERLERİ VE 

TAQMAN PROBLARI 

RASSF4 assay primerleri problarla birlikte etkinlikleri incelenip özelliklerinin 

belirlenmesi için TaqMan Gene Expression Master Mix Kiti (Applied Biosystems, 

ABD) kullanılmıştır. 

Tablo 3-3: Kullanılan Taqman SNP ve genotipleme PZT karışımları 

  Hacim   Hacim 

TaqMan genotipleme master 

karışımı  5 µl  

TaqMan genotipleme master 

karışımı  5µl 

SNP TaqMan genotipleme 

assay  0,25µl  TaqMan gen ekspresyon assay  0,5µl 

Nükleaz içermeyen su  2,75µl  Nükleaz içermeyen su  2,5µl 

DNA 2µl  DNA 2µl 

Toplam Hacim 10µl  Toplam Hacim 10µl 
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Tablo 3-4: PZT koşulları  

Bölüm   Döngü Sayısı Hedef Sıcaklık Süre 

PZT öncesi  
1 50°C  2 dk 

Enzim etkinleşmesi  

1 95°C  10 dk 

Bozunma 

40 

95°C  15sn 

Bağlanma/Uzama  
60°C  1dk 

PZT sonrası  
1 60°C  1 dk 

 

3.5.5. QPCR REAKSİYON KARIŞIMININ HAZIRLANMASI VE ÜÇLÜ 

OLARAK İNCELENMESİ  

Özellikleri belirlenen primer ve problar TaqMan Gene Expression Master Mix 

Kiti (Applied Biosystems, A.B.D.) ile üçlü çalışılarak birbirleriyle uyumları tespit 

edilmiştir. Üçlü çalışma için dizayn edilen problar üç farklı boya (FAM, VIC ve NED) 

ile işaretlenmiştir. FAM boyası mavi renkte ışığı emiş gücü 494 nanometre (nm) ve 

yayma gücü 518 nm, VIC boyası yeşil renkte ışığı emiş gücü 538 nm ve yayma gücü 

554 nm, NED boyası sarı renkte ışığı emiş gücü 546 nm ve yayma gücü 575 nm’dir.  

 RS7896801 için problar, FAM işaretli prob A allelini saptamak için kullanıldı 

VIC işsaretli prob G allelini belirlemek için kullanıldı. Amplifikasyon sonucunda FAM 

boyasında floresans ışımadaki artış A allelinin bulunduğunu göstermektedir. Örnek 

Şekil 3-1 ve 3-2’de gösterilmiştir.  
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Şekil 3-1: 7896801 için dRn ve döngü linear örnek görüntüsü 

 

 

Şekil 3-2: RS7896801 için örnek allel dağılımları 

 

RS884879 için Problar; FAM işaretli prob C allelini saptamak için kullanıldı. VIC 

işaretli prob T allelini belirlemek için kullanıldı. Örnek Şekil 3-3 ve 3-4’te 

gösterilmiştir. 
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Şekil 3-3: RS884879 için dRn ve döngü linear örnek görüntüsü 

 

Şekil 3-4: RS884879 için örnek allel dağılımları 

 

3.6. ELISA YÖNTEMİ İLE SERUM DÜZEYLERİNİN BELİRLENMESİ 

3.6.1. PERİFERİK KANDAN SERUM ELDESİ 

Çalışmamızda yer alan hastalardan kuru tüplere yaklaşık olarak 5-10 cc periferik 

kandan +4 santrifüj cihazı kullanılarak 10 dakika 3000rpm’de santrifüj edilerek serum 

elde edilmiştir. 
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3.6.2. RASSF4 SERUM DÜZEYLERİ TAYİNİ 

RASSF4 serum tayini için daha önce ayrılan ve -80ºC de saklanan serum 

örnekleri BT Labs E4368Hu elisa kiti prosedürüne göre işleme tabi tutularak serum 

düzeyleri tayin edilmiştir.  

Çalışma başlamadan önce serum örnekleri 30-60 dakika oda ısısında 

inkübasyona bırakılmıştır. 1600 ng/ L standart stok çözeltisi oluşturmak için standart 

120μl’ yi (3200 ng/ L ) 120μl standart seyreltici ile yeniden seyreltildi. Standart stok 

çözeltisi (1600ng/L) 1:2 seyreltilecek şekilde 800ng/L, 400ng/L, 200ng/L ve 100ng/L 

seri olarak seyreltilerek kopya standartlar oluşturuldu. Standart seyreltici sıfır standart 

olarak (0 ng/L) standartların hazırlanması tamamlanmıştır.  

Tablo 3-5: Elisa standart dilüsyon oranları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yıkama tamponu 20 ml 25x olarak kit içeriğinden temin edilmiştir. Deiyonize su ile 500 

ml 1x yıkama tamponu oluşturulmuştur.  

1600ng/L Standard No.5 120μl Orjinal Standard + 120μl Standard Diluent 

800ng/L Standard No.4 120μl Standard No.5 + 120μl Standard Diluent 

400ng/L Standard No.3 120μl Standard No.4 + 120μl Standard Diluent 

200ng/L Standard No.2 120μl Standard No.3 + 120μl Standard Diluent 

100ng/L Standard No.1 120μl Standard No.2 + 120μl Standard Diluent 

Standard 
konsantrasyon 

Standard No.5 Standard No.4 Standard No.3 Standard No.2 Standard No.1 

3200ng/L 1600ng/L 800ng/L 400ng/L 200ng/L 100ng/L 
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Tüm reaktiflerin oluşturulmasından sonra standart kuyucuklarına 50μl  

standartlar eklendi. Test için kullanılacak olan 68 baş boyun kanseri hastası ve 70 

herhangi bir hastalığı bulunmayan kontrol bireylerinin örneklerinden 40μl alınarak 

kalan her bir kuyucuğa eklenmiştir. Standartlar hariç her bir kuyucuğa 10μl anti-

RASSF4 antikoru ilave edilip daha sonra standart kuyucukları da dahil olmak üzere 

“boş kontrol kuyusu hariç” her kuyucuğa 50μl streptavidin-HRP eklendi. Plaka 37° C'de 

60 dakika inkübe edildi. Inkübasyon sonrası plaka 5 kez yıkama tamponu ile yıkandı. 

Her kuyucuğa 50μl substrat çözeltisi A eklendi ve daha sonra her kuyucuğa 50μl 

substrat çözeltisi B eklendi. Karanlıkta 37 ° C'de 10 dakika boyunca plaka inkübe 

edildi. Her kuyucuğa 50μl Stop Solüsyonu eklendi, mavi rengin hemen sarıya dönmesi 

gözlendi. Durdurma çözeltisini ekledikten sonra 10 dakika içinde 450 nm'ye ayarlanmış 

Elisa mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucuğun optik yoğunluğunu (OD değeri) 

belirlendi.  Standart absorbansları kullanılarak standart eğri grafiği regresyon analizi ile 

çizilmiş ve elde edilen serum absorbans değerlerinin hesaplamaları yapılarak sonuçlar 

değerlendirilmiştir.  

3.7. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

Bu çalışmanın istatistiksel analizleri SPSS 21.0 Paket programı kullanılarak 

yapılmıştır. Anlamlılık sınırı p<0.05 olarak alınmıştır. Genotip ve allelerin görülme 

sıklığının gruplar arası farklılıklarının değerlendirilmesinde χ2 ve Fisher Exact testi 

kullanılmıştır.  

Gruplar arası demografik verilerin karşılaştırılmasında Student’t, One-way 

Annova ve Mann Whitney U testleri kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

Çalışmamıza hasta grubu olarak baş boyun kanseri tanısı konulmuş 68 hasta 

birey ve herhangi bir hastalık tanısı olmayan 70 sağlıklı birey dahil edilmiştir. 

Çalışma gruplarına ait biyokimyasal ve demografik parametreler Tablo 1’de 

gösterilmiştir. Çalışma gruplarımızın yaşları arasında istatistiksel bir farklılık 

bulunmamıştır (p>0,05).  

Tablo 4-1: Çalışma gruplarına ait biyokimyasal ve demografik parametreler 

Parametreler Hasta(n=68) Kontrol (n=70) p Değeri 

Yaş (yıl) 55,85±12,94 59,77±10,76 0,061 

WBC 9,15±2,90 7,83±2,37 0,028 

Hemoglobin 13,58±1,69 12,92±1,80 0,004 

Cinsiyet (K/E) 15/53 24/46 >0,05 

Serum RASSF4 düzeyi 398,07±86,04 346,46±75,80 0,65 

Aile Hikayesi (n/%) 28/41,2 - - 

Alkol  kullanımı (n/%) 27/39,7 - - 

Sigara Kullanımı 

(n/%) 
49/72,1 - - 

Tümör Lokalizasyonu       

Oral Kavite (n/%)       

Larinks (n/%) 29/42,6 - - 

Dil (n/%) 23/33,8     

  16/23,5     

Tümör Tipi   

  

  

Skuamöz(n/%) 51/75 - 

İnvaziv Skuamöz(n/%) 17/25 
  

Diferansiasyon     

  
Az(n/%) 14/20,6 - 

Orta(n/%) 40/58,8   

İyi(n/%) 14/20,6   

T Evrelemesi     

  1-2 (n/%) 15/22,4 - 

3-4 (n/%) 52/77,6   
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Hasta ve sağlıklı dokuda RASSF4 gen anlatımları açısından anlamlı bir fark 

gözlemlenmemiştir (p>0,05) (Tablo 2). 

Tablo 4-2 : Hasta ve sağlıklı dokuda RASSF4 gen anlatımı kat değişimi 

 

 

Hasta ve sağlıklı kontroller arasında RASSF4 RS7896801 genotip ve allel 

dağılımları incelendiğinde hasta grupta G allel taşıma sıklığı 2,4 kat artmıştır (p=0,015, 

χ2=5,95, OR: 2,4, %95 güven aralığı=1,18-5,26). AA genotipi taşıma sıklığı ise kontrol 

grubunda istatistiksel olarak artmıştır (p=0,015, χ2=5,95, OR: 1,8, %95 güven 

aralığı=1,10-3,18) (Tablo 3). 

 

Tablo 4-3: Hasta ve sağlıklı kontrollerde RASSF4 RS7896801 genotip ve allel 

dağılımlarının gösterilmesi 

 Hasta  

(n=68) 

Kontrol 

(n=70) 

Genotip   

AA 15 (%22,1) 29 (%41,4)* 

AG 35 (%51,5) 31 (%44,3) 

GG 18 (%26,5)  10 (%14,3) 

Allel  

A 65 (%47,8) 89 (%63,5) 

G 71 (%52,2)* 51 (%36,5) 

*p=0,015 

 

Hasta ve sağlıklı kontroller arasında RASSF4 RS884879 genotip ve allel 

dağılımları incelendiğinde sağlıklı grupta CC genotipi taşıma sıklığı hasta grubuna göre 

2,2 kat artmıştır (p=0,048, χ2=3,92, OR: 2,2, %95 güven aralığı=0,97-5,05). Hasta 

grubunda ise T allel taşıma sıklığının anlamlı olarak arttığı gözlemlenmiştir (p=0,048, 

χ2=3,92, OR: 2,5, %95 güven aralığı=0,98-6,74) (Tablo 4). 

 

  2-ΔΔCT (min-maks) Kat Değişimi P değeri %95 güven aralığı 

RASSF4 7,70 (-7,19-9,38) 1,00 0,09 0,18-2,19 
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Tablo 4-4: Hasta ve sağlıklı kontrollerde RASSF4 RS884879 genotip ve allel 

dağılımlarının gösterilmesi 

 Hasta  

(n=68) 

Kontrol 

(n=70) 

Genotip   

CC 7 (%10,3) 16 (%22,9)* 

CT 47 (%69,1) 38 (%54,3) 

TT 14 (%20,6)  16 (%22,9) 

Allel  

C 61 (%44,85) 70 (%50) 

T 75 (%55,15)* 70 (%50) 

*p=0,048 

 

Hasta ve kontrol grubunda RASSF4 RS7896801 ve RS884879 genotip 

dağılımlarına göre RASSF4 serum düzeyleri incelendiğinde anlamlı bir bulgu elde 

edilmemiştir (p>0,05) (Grafik 1 ve 2). 
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Şekil 4-1: Hasta ve kontrol grubunda RASSF4 RS7896801 genotip dağılımlarına göre 

RASSF4 serum düzeylerinin gösterilmesi 
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Grafik 2: Hasta ve kontrol grubunda RASSF4 RS884879 genotip dağılımlarına göre 

RASSF4 serum düzeylerinin gösterilmesi 

 

Hasta grubunda tümör evrelemesine göre RASSF4 geni kat değişimleri ve serum 

RASSF4 düzeyleri incelendiğinde erken ve ileri evre tümörler arasında anlamlı bir 

farklılık gözlemlenmemiştir (p>0,05) (Tablo 5).  

 

Tablo 5: Tümör evrelemesine göre RASSF4 geni kat değişimleri ve serum RASSF4 

düzeylerinin gösterilmesi 

 

Tümör Evresi RASSF4 geni kat değişimi Serum RASSF4 düzeyi 

1-2 4,09±2,29 186,47±99,98 

3-4 8,97±4,16 449,90±103,32 

 

Hasta grubunda RASSF4 RS7896801 ve RS884879 genotip dağılımlarına göre 

RASSF4 geni kat değişimleri incelendiğinde anlamlı bir bulgu elde edilmemiştir 

(p>0,05) (Grafik 3 ve 4). 
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Grafik 3: Hasta grubunda RASSF4 RS7896801 genotip dağılımlarına göre RASSF4 

geni kat değişimleri 
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Grafik 4: Hasta grubunda RASSF4 RS884879 genotip dağılımlarına göre RASSF4 

geni kat değişimleri 

 

Tümör tipine göre RASSF4 geni kat değişimleri incelendiğinde skuamöz tip 

tümörlerde invaziv skuamöz olanlara göre RASSF4 geni istatistiksel anlamlılık 

sınırında artış göstermiştir (p=0,05) (Grafik 5). 
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Grafik 5: Tümör tipine göre RASSF4 geni kat değişimleri 
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5. TARTIŞMA 

Kanser belli genlerin ifadelerinin artması, azalması ya da kaybolması sonucu 

gelişen bir süreçtir. Gen ifadelerindeki değişiklikler kodlandıkları proteinlerdeki etkinlik 

kaybına veya kazanımına neden olmasından kaynaklı farklı etkiler göstermektedir. 

İfadeleri değişen genlerin tümör hücrelerinde saptanması kanser gelişimini, ilerlemesini 

ve moleküler mekanizmasının aydınlatılmasında önemlidir. Klinikte kanser risk, tanı ve 

prognozunun belirlenmesi, tedaviye yanıtın izlemesi açısından tümör belirteçlerinin 

tespiti kanser önleyici ilaçların geliştirilmesi açısından oldukça önemlidir. 185 

Son yıllarda yapılan araştırmalarda, hücresel genomda meydana gelen 

mutasyonların kanser oluşumunda tek başına sorumlu olmadığı, gen ifadesini 

düzenleyen mekanizmalardaki değişikliklerin de bu süreçte etkili olduğu tespit 

edilmiştir. 186  

Baş boyun kanserinin çeşitli yönleri geniş çapta araştırılmıştır ancak az sayıda 

çalışmada mutasyonların rolü, mRNA ekspresyon seviyeleri çalışmalara dahil 

edilmiştir. Zhang ve arkadaşlarının yapmış olduğu nazofarengial karsinom çalışmasında 

PIK3CA, KIT, RAS gibi onkogenlerin mutasyonlara karşı en duyarlı; BRAF, PDGFRA, 

ABL1 ve EGFR mutasyonlarının ise daha az sıklıkla meydana geldiği tespit edilmiştir. 

Nüks veya metastazı olan veya olmayan hastaların alt gruplarındaki mutasyon sıklıkları 

karşılaştırıldığında nazofarengial kanser hastalarının tekrarlayan ve gelişen mutasyon 

sıklığının arttığı tespit edilmiştir. 187 

RAS/RAF/ERK yolunun tümör gelişiminde önemli bir rol oynadığı iyi 

bilinmektedir. KRAS, HRAS ve NRAS mutasyonları tüm insan kanserilerinin en az 

üçte birinde meydana gelmektedir. KRAS mutasyonları en yaygın olanıdır. 188–190 

Ancak, Zhang ve arkadaşları nazofarengial kanserde NRAS ve HRAS mutasyonlarına 

oranla KRAS mutasyonlarına beklenenden daha az rastlamıştır. 187  

RASSF4 ile yapılmış çalışmalar genellikle metilasyon veya delesyonların neden 

olduğu epigenetik inaktivasyon çalışmalarıdır. Azalan RASSF4 mRNA ekspresyonu ve 

RASSF4’ün hipermetillenmiş promotor bölgesi, baş boyun skuamöz hücreli karsinom 

ve nazofarengeal karsinomda bulunmuştur.26,27 Biz çalışmamızda baş boyun skuamöz 

hücreli karsinomlarda ve nazofarengeal karsinomda mRNA ekspresyon seviyelerinde 
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istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç elde edememiş bulunmaktayız. P değeri 0,09 

(Tablo 4-2) 

 Yong Han ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada RASSF4 protein 

ekspresyonunun %38,6 (NSCLC) Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri dokusunda 

anlamlı olarak azaldığı tespit edilmiştir. Bu durumun lenf nodu metastazı ve TNM 

evresi ile anlamlı derecede ilişkili olduğu RASSF4’ün NSCLC’de varsayılan bir tümör 

baskılayıcı olduğu gösterilmiştir. RASSF4 kaybının hasta prognozunun kötüleşmesi ile 

korele olduğu belirlenmiştir.25 Yapmış olduğumuz çalışmada RASSF4 proteini 

ekspresyonunun hasta ve sağlıklı dokuda gen anlatımları açısından anlamlı bir fark 

gözlemlenmemiştir. (p>0,05) TNM evresi ile RASSF4 seviyeleri arasındaki ilişki  1-2 

tümör evresi için 4,09±2,29, 3-4 tümör evresi için 8,97±4,16 bu sonuçlar istatistiksel 

olarak anlam ifade etmemektedir (p>0,05). 

Protein ekspresyon paterni ve RASSF4’ün insan kanserinde klinik önemini 

arttıran çalışmalar araştırmacıların  giderek artan bir şekilde ilgisini çekmektedir.  

Yong Han ve arkadaşları, RASSF4 plazmidini kullanarak düşük endojen 

ekspresyonu olan NSCLC hücre hatlarındaki restorasyonunun proliferasyonu ve hücre 

döngüsü ilerlemesini önemli ölçüde inhibe ettiğini göstermiştir.25 

Eckfeld ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada, RASSF4’ün aşırı 

ekspresyonunun hücre ölümünü indüklediği ve MCF-7 hücre hattında sağkalımı inhibe 

ettiği bildirilmiştir.16 RASSF4'ün hücre siklusu ve hücre invazyonu üzerindeki etkisi bir 

tümör baskılayıcı olarak mekanizması üzerine yapılan çalışmalarda, hücre döngüsü 

ilerlemesini ve ilgili proteinleri incelendiğinde RASSF4'ün aşırı ekspresyonunun S faz 

yüzdesini ve siklin D1 ekspresyonunu inhibe ettiği bulunmuştur. Siklin D1, G1-S 

kontrol noktasında hücre döngüsü ilerlemesi sırasında kritik bir rol oynar. Birçok 

çalışma, siklin D1'in, küçük hücreli dışı akciğer kanserinde aşırı eksprese edildiğini ve 

malign progresyon ve kötü prognoz ile korele olduğunu göstermiştir.191,192 Bu sonuçlar, 

RASSF4'ün, siklin D1 durumunun modülasyonu yoluyla hücre proliferasyonunu 

düzenleyebileceğini göstermiştir.  

RASSF4'ün hücre invazyonu üzerindeki rolü incelendiğinde, RASSF4'ün 

akciğer kanseri hücre dizilerinin invazyon yeteneğini inhibe ettiği tespit edilmiştir. 

RASSF4 restorasyonu, birçok kanser türünde invazyonun önemli aracıları olan MMP2 

ve MMP9 seviyelerini düşürmüştür.28–31 Bu nedenle, RASSF4'ün invazyon inhibisyonu 
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üzerindeki rolü, MMP2 ve MMP9 aşağı regülasyonu üzerindeki rolünden kaynaklandığı 

düşünülmektedir.  

Yong Han ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada Küçük Hücreli Dışı 

Akciğer Kanserinde RASSF4 protein ekspresyonunun aşağı regülasyonunu ve TNM 

evresi, nodal durum ve zayıf prognoz ile korelasyonunu göstermiştir.25 Bu sonuçlar göz 

önüne alındığında RASSF4, küçük hücreli dışı akciğer kanserinde önemli bir tümör 

supresör olarak görev yaptığı söylenebilmektedir.  

RASSF4'ün K-Ras'ı efektör alanı aracılığıyla GTP'ye bağlı bir şekilde 

bağladığını ve 293-T hücrelerinde apoptotik hücre ölümünü indüklemek için K-Ras ile 

sinerjize ettiğini göstermektedir. RASSF4'ün ifadesi, insan tümör hücrelerinin 

büyümesini inhibe eder ve bu etki, RASSF4'ün COOH terminusuna bir Ras CAAX 

membran lokalizasyon sinyalinin eklenmesiyle arttırılır. RASSF4 genel olarak insan 

dokularında eksprese edilir, ancak sıklıkla insan tümör hücre çizgileri ve primer 

tümörlerde aşağı regüle edilir. RASSF4 ifadesinin aşağı regülasyonu, promotörün 

metilasyonu ile ilişkilidir. 

RASSF5, meme (% 40), böbrek (% 33,3), küçük hücreli dışı akciğer kanseri (% 

17,6) kolorektal (% 16,7) ve küçük hücreli akciğer kanseri (% 10) dahil olmak üzere 

çeşitli kanser hücre çizgilerinde promoter hipermetilasyonu ile sıklıkla susturulur.126,193 

RASSF5’in metilasyonu küçük hücreli dışı akciğer kanseri (% 24), Wilms tümörü (% 

15) ve Renal hücre karsinomu numunelerinde (% 19) tespit edilmiştir.194 Buna karşılık 

Tommasi ve arkadaşları, akciğer kanseri hücre dizilerinde ve melanomda RASSF5’in 

hiçbir metilasyonu olmadığını bildirmişlerdir.108 Yapmış olduğumuz çalışmada 

RASSF4’ün gen ekspresyon seviyelerinin hasta ve sağlıklı dokuda anlatımları açısından 

anlamlı bir fark gözlemlenmemiştir (p>0,05) Çalışmamızda iki SNP bölgesi RS884879 

ve RS7896801’in hasta grubunun kontrol grubuna göre mutasyon değişiminin 

istatistiksel olarak anlamlı olduğunu tespit ettik. 

Vos ve arkadaşları, bir akciğer kanseri hücre hattında RASSF5’in aşırı 

ekspresyonunun RAS bağımlı ve apoptotik büyüme inhibisyonu ile sonuçlandığını 

göstermiştir.126  Bu bulgular RASSF5’in RAS sinyal mekanizmasında ve apoptozda rol 

oynayan bir tümör baskılayıcı olabileceğini düşündürmektedir. Çalışmamızda 

RASSF4’ün baş boyun kanseri hücrelerinde gen ekspresyonunun nispeten artması 7,70 
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(-7,19-9,38) RAS bağımlı ve apoptotik büyüme inhibisyonu ile alakasını 

sorgulatmaktadır.  

Ortiz-Vega ve arkadaşları, ne RASSF1A'nın ne de RASSF1C'nin Ras ve diğer 

Ras benzeri GTPazlara doğrudan bağlanamadığını göstermiştir.195 Hem RASSF1A hem 

de RASSF5’in proapoptotik kinaz MST1 ile etkileşime girdiği ve sonuçta apoptoza yol 

açtığı da bildirilmiştir.196 Bu bulgular bazı RASSF aile üyelerinin ailenin diğer üyeleri 

ile etkileşime girerek RAS sinyalleşme yolağında dolaylı bir rol oynayabileceğini 

göstermektedir. RASSF gen ailesinin etkisizleştirilmesi tümörijenezle sonuçlanan temel 

sinyal yollarının düzensizliğine yol açabilmektedir.26 

Nazofarengial kanserde yapılan bir çalışmada Porter ve arkadaşları RAS proteini 

saptanmasına rağmen, RAS geninde yapısal bir değişiklik saptamamıştır.197 Yapılan 

birçok çalışmada RASSF1A, RASSF1C, RASSF4 ve RASSF5 in nazofarengial baş 

boyun kanserinde sık sık susturulduğu gösterilmiştir.32–34  RASSF1A’nın nazofarengial 

kanserde hedef tümör baskılayıcı olaması muhtemeldir.26 Çalışmamızda larengial tümör 

grubu dokularında RASSF4 ün gen ekspresyonunun nispeten arttığı tespit edildi ancak 

istatistiksel olarak bir anlam ifade etmediğinden dolayı larengial tümörlerde 

RASSF4’ün de hedef tümör baskılayıcı olabileceği söylenememektedir.  

Herman ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada promotor metilasyonunun 

bazı tümör baskılayıcı genlerin fonksiyon kaybında önemli bir rol oynadığını 

bildirmişlerdir.198 İnsan kanserinde RASSF1 ekspresyon kaybı en az 37 tümör tipinde 

anormal promotor metilasyonu ile ilişkilendirilmiştir. RASSF1A’nın çeşitli tümör 

tiplerinde metilasyonu normal dokulara oranla belirgin bir şekilde gerçekleştiğinden 

ideal bir kanser biyobelirteç olma potansiyeli yüksektir.199–201 Erken tümör tespiti, 

prognostik belirteç olarak kullanılması, iyi huylu büyümelerden kaynaklanan kanser 

gelişim riskini tahmin etmek ve teşhis edilmiş bir tümörün prognozunu tahmin etmek 

için kullanılabileceği düşünülmektedir.73 Biz çalışmamızda RASSF4’ün baş boyun 

kanser dokuları gen ekspresyon seviyelerinde dağınık düzeyler tespit ettik.  

Vos ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada RASSF2 proteininin akciğer 

kanseri hücre dizilerinde sıkça aşağı regüle edildiğini bildirmiştir.202 Akino ve 

arkadaşları RASSF2’nin etkisizleştirilmesinin mutasyondan kaynaklı olmadığını ortaya 

koymuştur.106 Çalışmamızda baş boyun kanserinde sağlıklı dokuya göre RASSF4 gen 

anlatımlarında analmlı bir farklılık gözlemlenmemiştir. Hasta ve sağlıklı kontroller 
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arasında RASSF4 RS7896801 genotip ve allel dağılımları incelendiğinde hasta grupta G 

allel taşıma sıklığı 2,4 kat artmıştır (p=0,015). AA genotipi taşıma sıklığı ise kontrol 

grubunda istatistiksel olarak artmıştır (p=0,015). RS884879 için ise genotip ve allel 

dağılımları incelendiğinde sağlıklı grupta CC genotipi taşıma sıklığı hasta grubuna göre 

2,2 kat artmıştır (p=0,048). Hasta grubunda ise T allel taşıma sıklığının anlamlı olarak 

arttığı gözlemlenmiştir (p=0,048). 

RASSF2 promoter metilasyonu akciğer tümör hücre dizilerinde, mide kanseri ve 

nazofarengial karsinomda lenf nodu metastazı ile korele şekilde görülmektedir.107,202–204 

Çalışmamızda RASSF4 ekspresyonundaki düzensiz artışın lenf nodu metastazı ile 

arasında anlamlı bir ilişki gözlemlenmemiştir.  

Eckfeld ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada RASSF4’ün kalp, beyin, 

plasenta, akciğer, karaciğer, iskelet kası ve pankreas dokularında eksprese edildiği 

bulunmuştur.16 Bazı tümör hücre hatları ve primer tümörlerde promotörün metilasyonu 

ile ilişkili aşağı regüle edildiği tespit edilmiştir.16 Chow ve arkadaşlarının yapmış 

olduğu çalışmada RASSF4’ün sadece nazofarengial karsinom ve glioma hücre 

hatlarında görüldüğünü, primer tümörlerde görülmediğini bulmuştur.26 Çalışmamızda 

RASSF4’ün baş boyun kanseri dokularında da eksprese edildiğini gözlemledik.  

Eckfeld ve arkadaşları RASSF4’ün kodlama dizisinin inaktive edici mutasyonlar 

açısından incelediğinde hiçbiri ile bağlantı sağlayamamıştır.16 Biz çalışmamızda 

RS884879 ve RS7896801 SNP bölgelerinde hastaların sağlıklı bireylere oranla her iki 

bölgede de  anlamlı derecede mutasyon tespit edilmiştir. 

Günümüze kadar cDNA array ve analizleri gibi yöntemlerle kanser ile ilişkili bir 

çok gen tanımlanmıştır. Bu çalışmamızda RASSF4 gen anlatımı ile baş boyun kanseri 

arasında bir ilişki gözlemlememekle beraber, RASSF4 RS884879 ve RS7896801 gen 

varyantları ile hastalık arasında pozitif bir ilişki olduğu belirlenmiştir. Çalışmamız 

Türkiye’de baş boyun kanserli hastalarda  RASSF4 gen etkinliğinin araştırıldığı ve ilk 

verilerin elde edildiği bir araştırma olma özelliğini taşımaktadır.  
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FORMLAR 

BİLGİLENDİRİLMİŞ GÖNÜLLÜ OLUR FORMU (BGOF) 

(Hasta Bireyler İçin) 

 

ÇALIŞMANIN ADI: “BAŞ BOYUN KANSERLİ HASTALARDA RASSF4 

GENİNİN İNCELENMESİ” 

     

o Çalışmamıza Baş boyun kanseri tanısı konulmuş 100 hasta birey katılacaktır.  

o Sizden ameliyat esnasında çıkarılacak olan tümörlü dokudan numune 

alınacaktır. 

o Ayrıca kemoterapi tedavisi başlamadan önce 5 cc kuru tüpte kan örneği 

alınacaktır. 

o Alınan doku örneklerinden  DNA izolasyonu ve RNA izolasyonu işlemi 

yapılacaktır. 

o Alınan Kan örneğinden serum ayrıma işlemi yapılacaktır. 

o Elde edilen DNA ve RNA örneklerinde hastalığınızın oluşmasında rol 

oynayabileceği düşünülen RASSF4 geninin Real time PCR yöntemi ile gen 

ekspresyonu ve tek gen mutasyonları incelenecektir. Bu çalışma direkt hastalık 

sonucu belirtmemekle birlikte kişiye söz konusu hastalıkla ilişkişi genetik yatkınlığa 

sahip olup olmadığını göstermektedir. 

o Elde edilen serum örnekleri ile RASSF4 serum düzeyleri tayin edilecektir. 

o Elde edilen DNA,RNA ve serum örnekleri bu çalışma dışında başka bir işlem 

için kullanılmayacaktır. 

o Eğer başka bir çalışmada örneklerinizin kullanılması gerektiğinde sizden izin 

alınacaktır. 

o Uygulama esnasında hernagi bir rahatsızlık ve rsikle karşılaşmanız söz konuş 

değildir. 

o Bu çalışmada sizin hiçbir hukuki ve mali sorumluluğu bulunmayıp tüm 

sorumluluk araştırıcı ve destekleyiciye aittir. Arzu ederseniz üzerine mali ve hukuki 

yükümlülük olmaksızın çalışmadan ayrılabilir.  

o Kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktır. 

o Bu işlemler için sizden hiçbir ücret talep edilmeyecektir.  
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o Bu çalışma için size herhangi bir ücret ödenmeyecektir. 

o Çalışmaya katılmak zorunluluğunuz bulunmamaktadır. 

o Çalışmaya katılmayı reddetmenizin gelecekteki takip ve tedaviniz üzerinde 

olumsuz etkisi bulunmayacaktır. 

o Çalışma kabul kriterlerin’e ve özelliklerine uyum sağlamadığınız takdirde 

çalışmadan çıkarılabileceğiniz durumlar oluşabilir. Bu nedenle çalışmadan 

araştırıcının isteği ile çıkarılabilirsiniz.  

o Çalışma sonunda elde edilecek verilerle uluslararası çapta yayınlanabilecek, 

hastalığınıza açıklık getirecek bilgiler elde edilebilmesi mümkündür. Bu şekilde 

çalışma sonucunda ulaşılan önemli bir bilgi varsa tarafınıza bildirilecektir.  

o Sayın Doç. Dr. Murat Ulusan tarafından İ.Ü. DETAE Moleküler Tıp 

Anabilim Dalı’nda tıbbi bir araştırma yapılacağı belirtilerek bu araştırma ile ilgili 

yukarıdaki bilgiler bana aktarıldı. Bu bilgilerden sonra böyle bir araştırmaya 

“katılımcı” (denek) olarak davet edildim. 

o Eğer bu araştırmaya katılırsam hekim ile aramda kalması gereken bana ait 

bilgilerin gizliliğine bu araştırma sırasında da büyük özen ve saygı ile 

yaklaşılacağına inanıyorum. Araştırma sonuçlarının eğitim ve bilimsel amaçlarla 

kullanımı sırasında kişisel bilgilerimin ihtimamla korunacağı konusunda bana yeterli 

güven verildi.  

o Projenin yürütülmesi sırasında herhangi bir sebep göstermeden araştırmadan 

çekilebilirim. (Ancak araştırmacıları zor durumda bırakmamak için araştırmadan 

çekileceğimi önceden bildirmemim uygun olacağının bilincindeyim) Ayrıca tıbbi 

durumuma herhangi bir zarar verilmemesi koşuluyla araştırmacı tarafından araştırma 

dışı da tutulabilirim.  

o Araştırma için yapılacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk 

altına girmiyorum. Bana da bir ödeme yapılmayacaktır.  

o İster doğrudan, ister dolaylı olsun araştırma uygulamasından kaynaklanan 

nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir sağlık sorunumun ortaya çıkması 

halinde, her türlü tıbbi müdahalenin sağlanacağı konusunda gerekli güvence verildi. 

(Bu tıbbi müdahalelerle ilgili olarak da parasal bir yük altına girmeyeceğim). 

o Araştırma sırasında bir sağlık sorunu ile karşılaştığımda; herhangi bir saatte, 

Doç Dr Murat Ulusan ‘ı  arayabileceğimi biliyorum.  

o Bu araştırmaya katılmak zorunda değilim ve katılmayabilirim. Araştırmaya 
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katılmam konusunda zorlayıcı bir davranışla karşılaşmış değilim. Eğer katılmayı 

reddedersem, bu durumun tıbbi bakımıma ve hekim ile olan ilişkime herhangi bir 

zarar getirmeyeceğini de biliyorum.  

o Bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anlamış bulunmaktayım. Kendi 

başıma belli bir düşünme süresi sonunda adı geçen bu araştırma projesinde 

“katılımcı” (denek) olarak yer alma kararını aldım. Bu konuda yapılan daveti büyük 

bir memnuniyet ve gönüllülük içerisinde kabul ediyorum. 

o İmzalı bu form kağıdının bir kopyası bana verilecektir. 

 

GÖNÜLLÜ ONAY FORMU  

Yukarıda gönüllüye araştırmadan önce verilmesi gereken bilgileri gösteren metni 

okudum. Bunlar hakkında bana yazılı ve sözlü açıklamalar yapıldı. Bu koşullarla söz 

konusu klinik araştırmaya kendi rızamla hiçbir baskı ve zorlama olmaksızın 

katılmayı kabul ediyorum. 

 

Gönüllünün Adı-soyadı, İmzası, Adresi (varsa telefon no., faks no,...) 

 

Velayet veya vesayet altında bulunanlar için veli veya vasinin Adı-soyadı, İmzası, 

Adresi (varsa telefon no., faks no,...) 

 

Açıklamaları yapan araştırmacının  

Adı-soyadı, İmzası 

Doç Dr Murat Ulusan 

 

Rıza alma işlemine başından sonuna kadar tanıklık eden kuruluş görevlisinin  

Adı-soyadı, İmzası, Görevi 
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