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OZET

Karagedik E.H (2019) Bas Boyun Kanserli Hastalarda Rassf4 Geninin Incelenmesi
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Bas boyun kanserleri agiz boslugu, burun, farenks, larenks, tiikiiriikk bezlerinde
baslayan bir grup kanserdir. Ras, intristik GTP baglanma ve GTPaz 6zelliklerine sahip
bir proteindir. Hem biiylime arttirici hemde biiyiime inhibe edici yolaklari aktive etme
yetenegine sahiptir. RASSF ailesi RAS onkogeninin biiylimesini engelleyici 6zellikler
gosterir. 10 proteinden olugan RASSF ailesi timor baskilayici olarak gorev alir ve
timor alt gruplarinda promotor bolgesinin hipermetilasyonu ile inaktivite edilirler.
Hiicre dongiisii kontrolii, apoptoz, hiicre gog¢ii ve mitoz kontroliinde gorev aldiklari
tahmin edilmektedir. Apoptoz ve hiicre siklusunun durmasinda ve bir¢ok kanserde
azaldig1 belirlenmigtir. Calismamizda bas boyun kanseri tanisi konmus 69 hastanin
timor dokular1 ve saglikli dokular1 arasindaki RASSF4 gen ekspresyon seviyeleri
karsilastirilmistir.  Istatistiksel olarak bir anlamliik saptanmamustir  (p>0,05).
Calismamizda ayrica 69 bas boyun kanserli hasta ve 70 saglikli bireyden alinan DNA
ornekleri ile RS7896801 ve RS884879 gen varyantlarinin saptanmasi igin Real-time
PZR teknigi kullanilmigtir. Deneysel g¢alismalar sonucunda RS7896801 igin hasta
grupta G allel tasima siklig1 2,4 kat artmistir (p=0,015, ¥>=5,95, OR: 2,4, %95 giiven
araligi=1,18-5,26). AA genotipi tasima siklig1 ise kontrol grubunda istatistiksel olarak
artmistir (p=0,015, ¥?=5,95, OR: 1,8, %95 giiven araligi=1,10-3,18). RS884879 genotip
ve allel dagilimlar incelendiginde saglikli grupta CC genotipi tasima sikligi hasta
grubuna gore 2,2 kat artmistir (p=0,048, ¥?=3,92, OR: 2,2, %95 giiven araligi=0,97-
5,05). Hasta grubunda ise T allel tagima sikliginin anlamli olarak arttigi gézlemlenmistir
(p=0,048, x2:3,92, OR: 2,5, %95 giiven araligi=0,98-6,74). RASSF4 serum diizeyi
calisma gruplarinda ELISA teknigi ile tayin edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkililik saptanmamistir. (p>0,05).

Calismamiz Tirkiyede bas boyun kanseri hastalarinda RASSF4 geninin gen
ekspresyon seviyeleri, serum diizeyleri, RS7896801 ve RS884879 gen varyantlari
arsindaki iligkiyi aragtiran ilk arastirma olma niteligindedir. Elde edilen bu ilk verilerin
RASSF4 proteini igin yapilacak ileri ¢aligmalara onciiliik edecegi inancini tasimaktayiz.

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

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 29262
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ABSTRACT

Karagedik, E.H. (2019). Investigation of Rassf4 Gene in Head and Neck Cancer
Patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine. PhD
thesis. Istanbul. (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

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 29262
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1. GIRIS VE AMAC

Bas boyun kanserleri agiz boslugu, girtlak, farenks, tiikiiriik bezleri ve burun
boslugunu igeren kapsamli tan1 ve tedavi gerektiren karmasik bir hastaliktir.!Amerika
Birlesik Devletlerindeki tiim kanserlerin yaklasik %4’iinii olusturmaktadir.? Tiim yeni
kanser vakalarinin erkeklerde %5°i kadimnlarda ise %2’sini meydana getirmektedir.®
Alkol ve tiitiin kullanim1 bas boyun kanserinin en 6nemli iki faktoriidiir. Bu kanser
tiiriniin en az %75’ tiitiin ve alkol kullammindan kaynaklanmaktadir.* Bas boyun
bolgesinde bulunan skuaméz yiizey epiteli tabakasi Insan papilloma viriisii (HPV)
enfeksiyonu icin uygun bir ortam saglamaktadir.’ HPV kadinlarda gériilen serviks
kanserinin %95 oraninda sebeplerinden biridir. Bas boyun kanserinde de en dnemli risk

faktorlerinden biri olarak sayilmaktadir.®

Viriislere doniistiiriilmiis hiicrelerde Rat sarcoma tiimoriinden izole edilmis bir
retrovirus RAS siiper ailesinin ilk genini meydana getirmistir.”® Kirsten sarkom viriisii
(K-ras) ve Harvey's sarkom virlisii (H-ras) cesitli kanser hiicrelerinde onkogen olarak
bulunur.® Ugiincii bir RAS ailesi iiyesi (N-ras) 16semi ve néroblastom hiicre hatlarinda
DNA aracili gen transferi ile izole edilmistir.® Tiim siiper ailenin ortak 6zelligi GTP
baglanma bolgesi icermesidir.!! Ras Proteinleri intristik GTP baglanma ve GTPaz

ozelliklerine sahip 21kDa proteinleridir.'?

RAS, hem biiyiime arttirict hem de biiylimeyi inhibe edici yolaklar1 aktive etme
kabiliyetine sahip oldugu yapilan caligmalarla belirlenmistir.>**® Bu zt etkinlikler, RAS
gibi giiclii onkogenlerin aktivasyonunun potansiyel bir tiimor hiicresinde biyolojik
siirecleri kontrol edebilecegini gostermektedir. RASSF ailesinin kesfedilmesi RAS’in

biiyiimesini engelleyici etkilerin bazilarinin agiklanmasina izin vermektedir. 6

Ras association domain family “RASSF” ras ve ras benzeri kii¢lik bir GTPaz
efektor ailesi olarak on proteinden olusur. 1 RASSF proteinleri RA (Ras birlesme) ve
SARAH (Salvador-RASSF-hippo) alanlart igerirler ve RA alaninin baglanma yeri

RASSF proteinlerinin C- veya N-terminal olarak siniflandirilmasimi saglar.'®

RASSF proteinleri tiimor baskilayict olarak gorev alirlar ve timor alt
gruplarinda promotér bélgesinin hipermetilasyonu ile inaktive edilirler. Hiicre dongiisii

kontrolii, apoptoz, hiicre gocli ve mitoz kontroliinde gorev aldiklar1 tahmin
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edilmektedir.’®?! RASSF ailesi iiyesi 1-6 proteinleri C-terminal bdlgesinde drosophila
proteinlerine benzer bir sekans i¢eren Salvador/RASSF/Hippo (SARAH) ad1 verilen bir
motif bulundurur. RASSF 7-10 bu motiften yoksundur. 2 SARAH alanmm varlig
RASSF 1-6’y1 RASSF 7-10’dan ayirir. RA alant RASSF 1-6’da C-Terminal bolgesine
RASSF 7-10’da N-Terminal bolgesine yakindir. Bu nedenle RASS1-6 C-RASSF
“klasik RASSF”, RASSF7-10 N-RASSF proteinleri olarak adlandirilir. 23

RASSF4, ¢esitli insan dokularinda eksprese edilir. C- terminal RASSF grubunda
yer alan RASSF4 SARAH alanma sahiptir. 2 RASSF4’iin ekspresyonu, insan timor
hiicrelerinin biiylimesinini inhibe eder. Bu etki RASSF4’tin COOH terminusuna bir
RAS CAAX membran lokalizasyon sinyalinin eklenmesiyle arttirilir. ® RASSF4
apoptozda ve hiicre siklusunun durmasinda rol oynadigi ve siklikla bir¢ok kanserde

azaldig1 gosterilmistir. 162

Literatiire baktigimizda RASSF4 ile yapilmis ¢alismalar genellikle metilasyon
veya delesyonlarin neden oldugu epigenetik inaktivasyon calismalaridir. Azalan
RASSF4 mRNA ekspresyonu ve RASSF4’iin hipermetillenmis promotor bolgesi, bas
boyun skuaméz hiicreli karsinom ve nazofarengeal Karsinomda bulunmustur.?®?’
RASSF4'in hiicre invazyonu {iizerindeki rolii incelendiginde, RASSF4'iin akciger
kanseri hiicre dizilerinin invazyon yetenegini inhibe ettigi tespit edilmistir. RASSF4
restorasyonu, bir¢ok kanser tiirlinde invazyonun 6nemli aracilari olan MMP2 ve MMP9
seviyelerini diisiirmiistiir.?®3! Yapilan bircok calismada RASSF4 nazofarengial bas

boyun kanserinde sik sik susturuldugu gosterilmistir.32-34

Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizin amaci; bas boyun kanserinde RASSF4 geninin
etkilerinin gen anlatimi, RS7896801 ve RS884879 SNP tayinleri ve serum RASSF4
diizeyinin belirlenmesi ve klinik ve prognostik parametreler birlikte incelenmesi

amaclanmaktadir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Epidemiyolojisi

Bulagici  olmayan hastaliklar diinyadaki Oliimlerin biiyiikk bir kismindan
sorumludur.®® 21. Yiizyilda diinyanin her iilkesinde kanser tek basina 6nde gelen neden
olarak siralanmaktadir. Diinya Saglik orgiitiiniin tahminlerine gore 2015 yilinda kanser
en 6nemli ikinci 6liim nedenidir.

Kanser insidansit ve mortalitesi diinya ¢apinda hizla biiyiimektedir. Ana risk
faktorlerinin dagilimi yaslanma, niifusun biiyiimesi ve sosyoekonomik gelisim ile
iliskili oldugu goriilmektedir.®*” Diinya genelinde niifusun ve yaslanmanin artmasi
kanserin 6nde gelen 6liim nedeni olarak 6ne ¢ikmasini bir ¢ok iilkede kansere gére inme
ve koroner kalp hastaliginin mortalite oranlarindaki belirgin disiisleri kismen
yansitmaktadir.®® Diinya capinda yapilan kanser arastirmalarinda insidans ve mortalite
oranlar1 Globocan 2018 projesi ile birlikte uluslararasi kanser arastirmalari ajansi
(IARC) tarafindan raporlanmistir. Rapora gore diinya genelinde 2018 yilina 18.1 milyon
yeni vaka ve 9.6 milyon kanser 6liimii tahmin edilmektedir. Diinyada en sik goriilen
kanser tiirli olarak akciger kanseri ilk siradadir. Cinsiyete bagli olarak kadinlarda meme
kanseri erkeklerde de prostat kanseri akciger kanserinden sonra en sik goriilen kanser
tiirli olarak karsimiza ¢ikmaktadir.®®

Bas boyun kanserleri Amerika Birlesik Devletlerindeki tiim kanserlerin yaklasik
%A4’{inii olusturmaktadir.? Bas boyun kanserleri 50 yas iistii insanlarda genglere gore
daha sik teshis edilir. Arastirmacilar 65.000°den fazla insana 2017 yilinda bas boyun
kanseri teshisi konulacagini tahmin etmektedir.

Birlesik krallik kanser arastirma toplulugu verilerine gore Larenks kanseri goriilme
orani tiim yeni kanser vakalarinin erkeklerde 4. Sirada %5°1. Kadinlarda ise 13. Sirada
%2 oraninda goriilmektedir. Bas boyun kanseri vakalarmin %70°1 erkek %30u kadindir.
2013-2015 yillar1 arasinda Bas boyun kanseri vakalarinin %22’si 75 yas ve lzeri

kisilerde olusmustur. *
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2.1.1. Bas Boyun Kanseri
Bas boyun kanserleri agiz boslugu, girtlak, farenks, tiikiiriik bezleri ve burun

boslugunu iceren kapsamli tan1 ve tedavi gerektiren karmasik bir hastaliktir.

2.1.1.1. Bas Boyun Kanser Bolgeleri
Agiz boslugu: Dudaklar, dis etleri, yanak ve dudaklarin i¢ kisimlar1 dilin altinda
agiz tabanini, sert damak (agzin iistiinde bulunan kemikli yap1), dilin iicte ikisini
iceren bolgedir.*
Farenks “bogaz”: Burnun arkasindan baglayarak o6zofagusa giden 5 ing

uzunlugunda bulunan i¢i bos bir tiiptiir. 3 boliimden olusur.

Nazofarinks: Farenksin iist kismi burnun arkasidir.

Orofarinks: Farenksin orta kismi, yumusak damak, agzin arkasi, dilin taban1 ve
bademcikler “tonsil” den olusur.

Hipofarenks: Farenksin alt kismidir. Orofarinksi, larenksin disina inferior
sekilde 6zofagusla birlestiren tiiptiir. Hipofarenksin {i¢ alt alt bolgesi vardir: pirif

fossa, postkricoid alani, arka faringeal duvar. 4°

Larinks: Ses kutusu veya ses telleri olarak da adlandirilan girtlak, boyundaki
farenksin hemen altinda kikirdak tarafindan olusturulan kisa bir gegittir. Temel
olarak larinks; tiroid, krikoid, epiglotik ve ariteno kikirdaklari ve hyoid kemiginden
olusur. Tiroid kikirdak larenksin yumusak dokularmi destekler. Epiglotik kikirdak
laringeal giris yolunun 6n duvarini olusturur ve dil tabanina posterior olarak uzanir
Ve yutma sirasinda girtlak lizerinde asagiya dogru katlandigindan, girtlak agikliginin
aspirasyondan korunmasina yardimci olur.

Larinksin {i¢ ana boliimii vardir:

Supraglottis: epiglotun ucundan girtlak ventrikiiliine uzanan girtlak kismidir.
Epiglot, artenoid kikirdak, sahte vokal kivrimlar ve ventrikiillerden olusur.

Glottis: Ses tellerinin yerlestigi yaklasik 5-7 mm uzanan girtlak orta kismidir.

Subglottis: Inferiorglottis'ten krikoid kikirdaktaki alt kenara uzanan girtlak alt

kismidir.*°
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Paranazal siniisler ve burun boslugu: Burun boslugu nazal alandan 6nden arkaya
dogru uzanan hava gecis yolunu olusturan yapidir. Nazal septum tarafindan ikiye
boliintir. Her iki tarafta, maksiller siniislerle ¢evrilidir ve 6nden arkaya dogru on,
etmoid ve sfenoid siniislerle Ortiilmiistiir. Paranazal siniisler burun g¢evresindeki

kemiklerde i¢i bos, hava dolu bosluklardir. Insanlarda 4 adet ¢iftlesmis siniis vardur.

Maksiller siniisler: Maksiller kemiklerinde gozlerin altinda bulunan paranazal
siniislerin en biiyligiidiir.

Frontal siniisler: Frontal kemik icinden gozlerden daha yukari alnin i¢ine dogru
bulunan siniislerdir.

Etmoid siniisler: Etmoid kemik i¢indeki burun ve goz arasinda birkag¢ ayr1 hava
hiicresinden olusur.

Sfenoid siniisler: Stenoid kemigin i¢inde bulunur.

Paranasal siniisler kafatasinin nispi agirligin1 azaltmak, sesin rezonansini artirmak,
yiiz travmasina karsi tampon saglanmasi, hassas yapilarin burundaki hizli sicaklik
dalgalanmalarindan yalitilmasi, havalandirma nemlendirmesi ve 1sitilmasi, immiinolojik

savunma gibi farkli gérevleri vardir.

Tiikiiriik bezleri: Tikiiriik bezleri parotis, submandibular ve dil alt1 bezleri ile ag1z
boslugunun labiyal, bukkal, palatal ve lingual ylizeyleri iizerine dagilmis minér
bezlerle birlikte bulunur. Lezzet i¢in gerekli olan sulu ortami saglar, nisasta
sindirimi baglatan ve antimikrobiyaller immiinoglobulin A ve lizozimi salgilayan
amilaz salgilar.*?

3 ¢ift ana tiikiiriik bezi vardir:

Parotid bezleri: Parotid, tg¢ tiikiirik bezinin en biyiigiidiir. Bu bezlerden
salgilanan tlikiirtik; Cignemeyi, yutmayi, konusmayi, ve sindirime yardimci olan
agz1 nemlendirir. Parotid bez yanak lateral yiizeyinde her bir kulagin oniinde ve
altinda bulunur. Her parotid bezi yiizeyel bir lobdan ve arka fasyal ven ve fasiyal

sinirden ayrilan derin bir lobdan olusur. *3
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Sublingual bezleri: Ug ana tiikiiriik bezinin en kii¢tigiidiir. Dil alt1 tiikiiriik bezi
olarakta adlandirilir. Dilin altindan agi1z mukozasinin tabaninda ve mylohyoid kasin
{izerinde uzanir. 44

Submandibular bezler: Bu bezler g¢ene kemiginin altinda bulunur.
Submandibuler tiggen alaninda bulunan bu bezler mandibula govdesinin altinda
bulunan 6nemli bir anatomik doniim noktasidir. Ug ana tiikiiriik bezinin parotid

bezden sonra en biiyiik ikinci tiikiiriik bezidir. 4°

Burun Boglugu
= Nazofarenks
Agiz Boslugu
Orofarenks
Farenks = Tikarik Bezleri
= hipofarenks

Sekil 2-1: Bas boyun kanser bolgeleri

Bag boyun kanserlerini Hipofarengeal Kanser, Laringeal Kanser, Dudak ve Agiz Boslugu
Kanseri, Metastatik Skuamo6z Boyun Kanseri, Nazofarengeal Kanser, Orofaringeal Kanser,

Paranazal Siniis ve Burun Boslugu Kanseri, Tiikiiriik Bezi Kanseri olusturmaktadir. 46
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2.1.1.2. Risk Faktorleri

Alkol ve tiitiin kullanim1 bas boyun kanserlerinin en 6nemli iki faktoriidiir. Bag
boyun kanserlerinin en az %75°i tiitiin ve alkol kullanimimdan kaynaklanmaktadir.*
Hem tiitiin hem de alkol kullanan kisilerde bulunan risk sadece alkol veya tiitiin
kullananlardan daha fazladir. 4’ Insan papilloma viriis tipleri (HPV) 6zellikle tip 16
ile enfeksiyon bademcikleri ve dil tabanini igeren orofarengeal kanserler igin risk

faktoriidiir. *® Kotii agiz hijyeni ve eksik disler agiz boslugu kanserleri igin risk

faktoriidiir, 49
HPV+ve tumor Normal mukozal epatelyum

1
KANSER ALAN [

NE32L2
CUL3 veya
KEAPL

1HPV~IMU l ' HPV-KRT |

Mazenkimal

Sekil 2-2: Bas boyun skuamoz hiicreli karsinomlarda genomik karsinogenez modelleri
51

Bas ve boyun bolgesi skuamoz hiicreli karsinomlarda (HNSCC’ler) arasindaki
temel ayrim ii¢ genetik alt grubun varligindadir. Transkripsiyonel olarak insan
papilloma viriisii HPV+ igeren tiimorler, HPV- negatif olan ve ¢ok sayida kopya
sayisina sahip timorler (CNA-yiiksek) ve HPV negatif ancak CNA sessiz olan
timorler. Oral skuamdz epitelde HPV  enfeksiyonu c¢ogunlukla iiretken
enfeksiyonlara neden olurken ozellikle spesifik orofaringeal kript hiicrelerinde
HPV-KRT (HPV-keratinosit farklilasmasi ve oksidatif rediiksiyon iglemi) veya
HPV-IMU ile sonuglanan onkojenik bir olaya neden olabilir. (HPV-immiin yanit ve
) 52

mezenkimal hiicre farklilasmasi tiimorleri Hiicre dongiisii kontroliinde kilit bir
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rol oynayan p53 ve RB yollar1 CNA-sessiz tiimorlerde aktif kalmalar1 diginda,
HPV+ tiimorlerinde siklikla ortadan kaldirilmaktadir. Bir¢ok kanser yolunun HPV+
ve CNA yiksek tiimorlerin ilerlemesinde rol oynadigi goriilmektedir. WNT-B-
katenin yolunda etki edebilen FAT1 ve NOTCHL, sigara kullaniminda bilinen bir
risk faktoriidiir. Klasik, bazal ve mezenkimal olarak ifade edilen ekspresyon
profiline dayanarak en az ii¢ tiimor grubu tanimlanabilir, Klasik HPV ve CNA
yiiksek alt grubu, niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (NFE2L2) yolu
mutasyonlar1 ile karakterizedir. HPV ve tiimorleri tipik olarak 16koplakias seklinde
ortaya ¢ikabilen mukozal prekiirsor degisikliklerinden gelisir. Bu hiicreler mutasyon

birikimi ile kanserlesme egilimi gdstermektedirler. >2-°°

Oral kavite Transformasyon

|, liretken nfeksiyon )
Farenks Skuamozylizey epitel tabakasi = oo —— ki ! m
Larenks — ¥

l / e

eS| 10 Wil

| x P16 wia

I e Transformasyon
Tonsil } Tonsil kript epiteli ek |

Other?  Mutant PIK3CA ve13q

Sekil 2-3: Bas ve boyun bélgesinde insan papilloma viriisiiniin neden oldugu karsinojenez
kavram %

Bas boyun bolgesindeki skuaméoz yiizey epiteli Insan papilloma viriisii (HPV)
enfeksiyonu i¢in uygun bir ortam saglamaktadir. Orofarenks, agiz bosluguna goére daha
yiiksek risk oranina sahiptir. Rahim agzinda oldugu gibi HPV’nin transforme edici bir
enfeksiyona donlisme egiliminin diisiik oldugu varsayilmaktadir. HPV enfeksiyonu
tonsiller kript epitel hiicrelerinin enfeksiyon olasiligin1 arttirmaktadir. Bu hiicreler

normal viral yasam dongisiinii desteklememektedir ancak doniistiiriicii bir hpv
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enfeksiyonuna karst olduk¢a hassastirlar. Doniistiiriici  enfeksiyonlar, c¢ogalan
hiicrelerde diizensiz HPV E6 ve E7 onkoprotein ekspresyonu ile karakterize edilir. E7
ve E6, sirasiyla RB ve p53'i inaktive eder. Birlikte, bu ozellikler hiicre dongiisii
diizenlemesinin bozulmasina ve p53 aracili apoptotik yanitlarin inhibe edilmesine,
oliimsiizlesmeye neden olan ve kansere dogru ilerlemek i¢in gerekli olan epigenetik ve
genetik degisikliklerin birikmesine neden olur.® Bir baska yolak ise PI3K yolunun
onkojenik aktivasyonunu igerir. Rahim agz1 kanseri gelisimine benzer sekilde, HPV'ye
bagli bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomun (HNSCC) transformasyonlu bir

enfeksiyondan geligsmesi 10 yildan fazla siirebilir.

Ahsap tozuna mesleki olarak maruz kalmak nazofarengeal kanser igin risk
faktoriidiir.’® Asbest ve sentetik liflere maruz kalma girtlak kanseri ile
iliskilendirilmistir. °” Insaat, metal, tekstil, seramik ve gida endiistrisinde belirli islerde
calisan insanlar, girtlak kanseri riskini arttirmis olarak degerlendirilmektedir.®® Ahsap,
nikel tozu veya formaldehite endiistriyel olarak maruz kalmak paranazal siniisler ve
burun boslugu kanserleri igin bir risk faktoriidiir. > Belirli bir siire radyasyona maruz
kalmak bas boyun bolgesinde tiikiiriikk bezlerinin kanseri icin risk faktoriidiir. 576!
Epstein-Barr viriisii enfeksiyonu bir herpes viriisii tiirtidiir. Diinyadaki insanlarin %90
indan fazlasini etkileyen en yaygin viriislerden biridir. EBV ile enfeksiyon genellikle
cocukluk donemlerinde baslar ve hafif semptomlar ile gecirir. EBV yasam boyunca
viicutta kalir ancak herhangi bir belirti gostermez. EBV uzun siireli enfeksiyonlar,

nazofarenks kanser ve tiikiiriik bezi kanserleri i¢in risk faktoriidiir.5263

2.1.1.3. Bas boyun Kanserinde Evreleme

Bas boyun kanserlerinde tedavi planinin yapilabilmesi ve hastalifin takibinin
saglanabilmesi i¢in evreleme ¢ok 6nemlidir. Evreleme i¢in “American Joint Committee
on Cancer (AJCC)” ve “The International Union for Cancer Control (UICC)” tarafindan
gelistirilen timor nod-metastaz (TNM) sistemi kullanilmaktadir. Bu sisteme gore,
birincil tlimor T; birincil tiimoriin boyutu veya ¢evreye devamlilik gésteren uzaniminin
durumunu belirtir. Bolgesel lenf nodu tutulumu N, bolgesel lenf nodlarindaki kanserin
durumunu, varligr veya yoklugu ile tanimlanir. Uzak metastaz M ise genel olarak
kanserin vaskiiler kanallar ile yayilabilecegi lokalizasyonlar veya bolgesel olarak
tanimlanan lenf nodlarindan daha uzaktaki lenf nodlarinda uzak yayilim veya

metastazin varligr veya yoklugu ile tanimlanir. Bag boyun kanserinin TNM sistemine
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gore siniflandirilmast bag boyun bolgesinin anatomik bolgelerine gore dudak ve oral
kavite, farenks, larenks, nazal kavite ve paranazal siniisler, major tiikiiriik bezleri olarak

gosterilmektedir.®*

Tablo 2-1: Bas boyun kanserinde bolgesel lenf nodlar1 ve uzak metastaz gruplandirmas:®

Bolgesel lenf nodlar: (N)

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 Ayni tarafta en biiyiik boyutu <3 cm olan tek lenf nodu metastazi

Ayn tarafta en biiylik boyutu >3 cm ancak <6 cm tek lenf nodu
metastazi veya ayni tarafta en biiyiik boyutu <6 cm tek lenf nodu
metastazi veya iki tarafli ya da karsi tarafta en biiyiik boyutu <6 cm lenf
N2 nodu metastaz(lar)

Ayn tarafta en biiylik boyutu >3 cm ancak <6 cm tek lenf nodu

N2a metastazi

N2b Ayn1 tarafta en biiyiik boyutu <6 cm tek lenf nodu metastazi
Iki tarafl1 ya da kars tarafta en biiyiik boyutu <6 cm lenf nodu
N2c metastaz(lar)

N3 En biiylik boyutu >6 cm olan lenf nodu metastaz(lar)
Uzak Metastaz (M)
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var
Nazofarenks icin Bolgesel Lenf Nodlar: (N)
NX Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemiyor
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

Ayni tarafta supraklavikiiler bélgenin iistiinde en biiyiik boyutu <6 cm servikal
N1 lenf nodlar1 ve/veya tek tarafli/bilateral <6 cm retroferenjeal lenf nodlar
Bilateral supraklavikiiler bolgenin tistiinde en biiyiik boyutu <6 cm servikal
N2 lenf nodlart

N3 En biiyiik boyutu >6 cm ve/veya supraklavikiiler bolge tutulumu
N3A En biiyiik boyutu >6 cm
N3B Supraklavikiiler bolge tutulumu

Tablo 2-2: Dudak ve Oral kavite Primer tiimor gruplandirmasi®

Dudak ve Oral Kavite Primer Tiimor (T)

X Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO Primer tiimore ait herhangi bir bulgu yok

Tis Karsinoma in situ

T1 En biiyiik boyutu 2 cm veya daha kii¢iik tiimor

T2 En biiyiik boyutu 2 cm’den biiyiik ancak 4 cm’den kiigiik tiimor
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En biiyiik boyutu 4 cm’den biiyiik timdor

T4a

Orta diizeyde lokal ileri hastalik (Dudak) Tiimor kortikal kemik, inferior alveolar
sinir, agiz taban1 ve ¢ene veya burun derisine invaze (Oral Kavite) tiimor sadece
cevre dokulara (kortikal kemik [mandibula veya maksilla], derin [ekstrinsik] ve
dil kaslarina [genioglossus, hyoglossus, palatoglossus ve styloglossus], maksiller
siniis ve yliz derisine) invaze

T4b

Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik Tiim6r mastikator bosluk, pterigoid
diizlemlere veya kafa tabanina invaze ve/veya internal karotit arteri sarmis

Tablo 2-3: Farenks primer tiimor gruplandirmasi®

FARENKS PRIMER TUMOR (T)

X Primer tiimér degerlendirilemiyor
TO Primer tiimére ait herhangi bir bulgu yok
Tis Karsinoma in situ
NAZOFARENKS
Nazofarenkse sinirl veya parafarenjeal uzanimi olmadan orofarenks ve/veya
T1 nazal kaviteye uzanan timor
T2 Parafarenjeal uzanimli tiimor
T3 Kafatabaninin kemik yapilarini ve/veya paranazal siniisleri tutan tiimor
Intrakraniyal uzanin olan ve/veya kraniyal sinir, hipofarenks, orbita tutulumu
T4 olan veya infratemporal/mastikatér bosluga uzanimi olan tiimor
OROFARENKS
T1 En biiyiik boyutu 2 cm veya daha kiigiik timor
T2 En biiyiik boyutu 2 cm’den biiyiik ancak 4 cm’den kiigiik tiimor
En biiyiik boyutu 4 cm’den biiyiik ya da epiglotun lingual yiizeyine uzanimi olan
T3 timor
Orta diizeyde lokal ileri hastalik Tiimor larenks, dilin ekstrinsik kaslari, mediyal
T4A pterigoid, sert damak ve mandibulaya invaze
Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik Tiimor lateral pterigoid kas, pterigoid
T4B diizlem, lateral nazofarenks veya kafa tabanina invaze ya da karotid arteri sarmis
HIPOFARENKS
Hipofarenksin bir alt bolgesine simirl1 ve/veya en bilyilik boyutu 2 cm veya daha
T1 kiigiik timor
Hipofarenksin birden fazla alt bolgesine veya gevre dokuya invaze ya da
hemilarenks fiksasyonu olmadan en biiyiik boyutu 2 cm’den biiylik ancak 4
T2 cm’den kiigiik tiimor
En biiyiik boyutu 4 cm’den biiyiik veya hemilarenks fiksayonu olan veya
T3 6zofagusa uzanimi olan timor
Orta diizeyde lokal ileri hastalik T{imor tiroid/krikoid kartilaj, hiyoid kemik, tiroid
T4A bez veya yumusak dokunun santral boliimiine invaze
Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik Timor prevertebral fasyaya invaze veya
T4B karotid arteri sarmis veya mediastinal yapilar1 tutmus
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Tablo 2-4: Larenks primer tiimor gruplandirmasi®

LARENKS PRIMER TUMOR (T)

TX Primer tiimor degerlendirilemiyor
T0 Primer tiimore ait herhangi bir bulgu yok
TiS Karsinoma in situ
SUPRAGLOTTIS
T1 Normal vokal kord hareketleriyle birlikte supraglottisin bir kesimine sinirli tiimor
Larenks fiksasyonu olmadan supraglottisin birden fazla alt bolgesine veya glottise
ya da supraglottis disinda bir bolgeye (Dil kokii, vallekiila, piriform siniisiin
T2 mediyal duvar mukozasi, vb) invaze tiimor
Vokal kord fiksasyonuyla birlikte larenkse sinirli ve/veya postkrikoid alanin,
preepiglotik bosluk, paraglotik bosluktan herhangi birine ve/veya tiroid kikirdagin
T3 i¢ korteksine invaze timor
Orta diizeyde lokal ileri hastalik Tiroid kartilaj ve/veya larenks disinda herhangi
bir dokuya (trakea, dilin ekstrinsik kaslar1 dahil boyun yumusak dokusu, strap
T4A kasi, tiroid veya 0zofagus vb) invaze tiimor
Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik Tiimor prevertebral bosluga invaze veya
T4B karotid arteri sarmis
GLOTTIS
Normal vokal kord hareketleriyle birlikte vokal kord(lar)a sinirli (anterior veya
T1 posterior komissiirii tutabilir) tiimor
Tla Bir vokal korda sinirli tiimor
Tlb Her iki vokal kordu tutmus timor
Supraglottis ve/veya subglottise uzanan tiimor ve/veya vokal kord hareketlerinde
T2 bozukluk
Vokal kord fiksasyonuyla birlikte larenkse sinirli ve/veya paraglottik bosluga
T3 invaze ve/ veya tiroid kartilajin i¢ korteksine invaze tiimor
Orta diizeyde lokal ileri hastalik Tiroid kartilajin dis korteksine ve/veya larenks
disinda herhangi bir dokuya (trakea, dilin ekstrinsik kaslar1 dahil boyun yumusak
T4a dokusu, strap kasi, tiroid veya 6zofagus vb) invaze timor
Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik Tiimor prevertebral bosluga invaze veya
T4b karotid arteri sarmig
SUBGLOTTIS
T1 Subglottise sinirl timdor
T2 Tiimdr vokal korda uzaniyor ve vokal kord hareketleri normal ya da bozulmusg
T3 Vokal kord fiksasyonuyla birlikte larenkse sinirl tiimor
Orta diizeyde lokal ileri hastalik Krikoid veya tiroid kartilaja ve/veya larenks
disinda herhangi bir dokuya (trakea, dilin ekstrinsik kaslar1 dahil boyun yumusak
T4a dokusu, strap kasi, tiroid veya 6zofagus vb) invaze timor
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Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik Tiimor prevertebral bosluga invaze veya
karotid arteri sarmis

Tablo 2-5: Nazal kavite ve paranasal siniisler primer tiimér gruplandirmas1®

NAZAL KAVITE VE PARANAZAL SINUSLER PRiIMER
TUMOR (T)

X

Primer tiimor degerlendirilemiyor

T0

Primer tiimor bulgusu yok

Tis

Karsinoma in situ

MAKSILLER SINUS

T1

Tiimor maksiller siniis mukozasi ile sinirli kemikte erozyon veya destriiksiyon

yok

T2

Tiimor sert damak ve/veya orta nazal meatusa yayilimi igeren maksiller siniisiin
arka duvarina ve piterigoid levhalara yayilimi disinda kemik erozyonuna veya
destriiksiyonuna neden olmus

T3

Tiimor, maksiller siniisiin arka duvar kemigi, subkutan dokular, orbitanin mediyal
duvari veya tabani, pterigoid fossa, etmoid siniislerden herhangi birine invaze

T4A

Orta diizeyde lokal ileri hastalik Tiimor anterior orbital igerigi, yanak derisini,
pterigoid plakalari, infratemporal fossayi, kribriform plakayi, sfenoid veya frontal
siniisleri invaze etmis

T4B

Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik Tiimor, orbita apeksi, dura, beyin, orta
kraniyal fossa, trigeminal sinirin (V2) maksiller boliimii disindaki kraniyal
sinirler, nazofarinks veya klivustan herhangi birine invaze

NAZAL KAVITE VE ETMOID SIiNUS

T1

Tlimor herhangi bir alt bolge ile sinirli, kemik invazyonu var veya yok

T2

Timor tek bolgedeki iki alt bolgeyi invaze etmis veya nazoetmoidal kompleks
icinde bir komsu bolgeye yayilmis, kemik invazyonu var veya yok

T3

Tiimor orbitanin mediyal duvarina veya tabanina, maksiller siniise, damaga veya
kribriform plakaya yayilmig

T4A

Orta diizeyde lokal ileri hastalik Tiimdr, anteriyor orbita igerigi, burun veya yanak
derisi, anteriyor kraniyal fossaya minimal yayilim, pterigoid plakalar, sfenoid
veya frontal siniislere invaze

T4B

Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik Ttimor, orbita apeksi, dura, beyin, orta
kraniyal fossa, trigeminal sinir (V2) disindaki kraniyal sinirler, nazofarinks veya
klivusa invaze

Tablo 2-6: Major tiikriik bezleri primer tiimor gruplandirmasi®

MAJOR TUKRUK BEZLERI PRIMER TUMOR (T)

X Primer tiimér degerlendirilemiyor
TO Primer tiimor bulgusu yok
T1 Parankim dis1 uzanimi olmayan en bilyiik ¢ap1 2 cm veya daha kiiciik olan tiimor

T2

Parankim dis1 uzanimi olmayan en biiyiik ¢ap1 2 cm’den biiyiik 4 cm’den kiigiik
timor




Tablo 2-7: Bas boyun kanserinde anatomik evre ve prognostik gruplar®

Tablo 2-8: Nazofarenks kanseri anatomik evre ve prognastik gruplari®
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T4 N1 MO
T4 N2 MO
EVRE4B HERHANGI T N3 MO
EVRE 4C HERHANGI T HERHANGI N M1

2.2. Ras Proteinleri ve Ras Yolagi

Viriislere doniistiiriilmiis hiicrelerde viral genlerin translasyonu ilk kez 1970lerin
basinda Green ve arkadaslar1 tarafindan tespit edilmistir.” Rat sarkoma tiimériinden
izole edilmis bir retroviriis, Ras siiper ailesinin ilk genini meydana getirmistir.® Bu
tespitle birlikte viral genler tarafindan kodlanan ve guanin niikleotidi baglama
ozelliklerine sahip 21kDa proteinin Kirsten ve Harvey sarkom viriisiiyle enfekte olmus
hiicrelerde  transformasyonu siirdiirmek igin gerekli oldugu kesfedilmistir.%®
Doniistiiriilmiis proteinler normal insan, sigan, fare genom dizileri ve onlar1 kodlayan
genlere ¢ok yiiksek derecede benzerlik gosterir. Kirsten sarkom viriisii (K-ras) ve
Harvey's sarkom viriisii (H-ras) gesitli kanser hiicrelerinde onkogen olarak bulunur.®
Aktive edici nokta mutasyonlart igeren iiclincli bir RAS ailesi iiyesi (N-ras) 16semi ve
noroblastom hiicre hatlarinda Hall ve arkadaslar1 tarafindan DNA aracili gen transferi
ile izole edilmistir.® Insan genomunda 12p12 K-RAS, 11p15 H-RAS, 1p22 N-RAS
kromozom bélgelerinde bulunur. Bu ii¢ gen ¢ok benzer proteinler kodlar ancak genlerin
intronlarinin degisken uzunluklar1 ekspresiyon seviyelerinde farklilik gosterir. Tiim
siiper ailenin ortak 6zelligi GTP baglanma bolgesi igermesidir. ' Ras Proteinleri
intristik GTP baglanma ve GTPaz o&zelliklerine sahip 21kDa proteinleridir.'> Ras
proteininin ii¢ boyutlu yapist 1990 yilinda yaymlanmigtir. Protein yapis1t Ras ve GTP
arasinda yiiksek afiniteyi saglar ve bagli bulunan GTP’nin g-fosfatini stabilize ederek

etki gosterir.%®

Bt ||[ohl||—me2p> 3y 2| ||| |68l ||| 88— |||34l]|\ 8B o8|

P-loop  Switch | Switch II CAAX

Sekil 2-4: Ras (H-, K-, N-Ras), Ras proteinlerinin alan yapis1®’

A-helisleri Al-A6, b-tabakasini olusturan alt1 serit ise B1-B6 olarak
gosterilmistir. Bl ve Al arasindaki P-dongilisii, proteinin onkojenik versiyonlarinda

GTP'nin g-fosfatini stabilize eder ve siklikla mutasyona ugramis bir bolgedir. Switch 1
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ve Switch 2 bolgeleri, protein-protein etkilesimleri i¢in dnemlidir ve CAAX bdlgesi, bir
post-translasyonel modifikasyonun hedefidir.

GTP bagli durumda Ras proteinleri aktif bir konformasyondadir ve Ras efektor
proteinleri ile yiiksek afinite etkilesimine katilabilir. Ras proteinlerinin kendine 6zgii
GTPase aktiviteleri vardir. Bu proteinler sadece zayif bir sekilde birlestigi GTP’nin
GDP’ye hidrolizini saglar. GDP molekiilii serbest kalir ve Ras proteini aktif olmayan bir
duruma gelir. Bu olaya GTPaz dongiisii de denir. Bu durum Ras GTPaz aktive edici
proteinler (Ras GAP'ler) ve Ras guanin niikleotid degisim faktorleri (Ras GEF'ler) ile
saglanmaktadir. Ras GAP proteinleri Ras’in GTPaz aktivitesini arttirir. Bu durumda Ras
aktif halinden pasif duruma gecer. Ras GEF proteinleri aktif olmayan RAS-GDP vyi
baglar ve Ras’mn aktivasyonunu tetikleyerek GDP-GTP degisimini saglar. RasGEF’ler
birgok protein-protein etkilesim alan1 igerir. Kanserde Ras proteinlerinin mutant
formlar1 siklikla bulunur ve bu formlar GTP i¢in zayiflatilmis affinite gdsterir. Mutant
formlar efektér proteinlerde sinyal etkilesimini saglayan aktif bir konformasyona

sahiptir.

RAF- HUCRE COGALMASI

| PI3K- HUCRE SAGKALIMG

TIAM1- HOCRE ISKELET
DUZENLENMESI

RVEZIKOL DEGIGIMI

Sekil 2-5: Ras (H-, K-, N-Ras), Ras sinyal yolunun sematik gosterimi®’

Biiylime faktoriiniin reseptor tirozin kinazlara baglanmasi, bir Ras GEF olan
SOS1'i aktive eden GRB2 ve SHP2 gibi proteinleri aktive eder. GPCR ve integrin
sinyalleri de dolayli olarak Ras" aktive edebilir. NF1 ve diger GAP'ler sirayla aktif Ras"t
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baglar ve Ras sinyallemesini durdurarak GDP'ye bagh aktif olmayan forma

doniistimiini katalize eder.

Ras cesitli mekanizmalar tarafindan diizenlenir. Ras’in palmitolasyonu C-
terminal bolgesinde hiicre zari ile iliskisini kolaylastirir.®® C-terminal bolgesinde
bulunan CAAX motifi farnesil transferaz ile prenilasyon reaksiyonunun hedefinde
bulunur ve bu durumu AAX sekansinin boliinmesi izler. C-terminalinde sitozin
kalintilart birikir. Bu sitozin kalintilar1 karboksi metillenir ve ras proteininin hiicre
zarina giivenli bir sekilde baglanmasimi saglar. '° Ras’in aym1 zamanda Golgi aparatia
da yerlesebilecegi ve orada da aktif olabilecegine dair kanitlar ortaya ¢ikmustir. "* Ug
Ras proteini N-Ras, K-Ras, H-Ras ilk {i¢ ekzonu olduk¢a benzer olmasina ragmen
dordiincii ekzonda farkliliklar mevcuttur ve K-Ras diger iki Ras proteininden ayrilir. H-
Ras ve N-Ras sitozin kalintilar1 igerir ve bunlar palmiotile edilir. K-Ras bu sisteinlerden
yoksundur. Bu 6zellik K-Ras’in zara getirilme seklini degistirir ve farnesiltransferaz
inhibitorleri ile inhibisyona karsi daha direngli hale getirir. K-ras'in farnesiltransferazin
yoklugunda guranil transferaz enzimi tarafindan ters ¢evrilerek modifiye edilebilmesi ve
proteinin plazma zarma lokalizasyonunu saglar.”! Ras proteinleri tirozin kinaz
reseptorleri, integrinlerden ve G protein baglantili reseptorlerden gelen sinyaller ile
aktiflestirilebilir. Aktif Ras proteini Map kinaz sinyal yolaginda, PI3 kinaz sinyal
yolaginda ve bir¢ok sinyal yolaginda gorev alir. ¢

RAS onkoproteinlerin ¢ok yonlii islevselligi RAS onkoproteinlerinin genis bir
heterolog efektor protein grubuyla etkilesime girme kabiliyetinden kaynaklanmaktadir.
Bu efektor proteinler genellikle RA alani igerir. RAS onkoproteinin aktif formlari
bliylime kontrolii kayb1 ve tiimorijenik transformasyon ile iliskilidir. RAS ve diger
onkogenlerin hem biiylime arttirict hem de biiylimeyi inhibe edici yolaklar1 aktive etme
kabiliyetine sahip oldugu yapilan ¢alismalarla daha da belirgin hale gelmistir. ©**°> Bu
zit etkinlikler, RAS gibi giiclii onkogenlerin aktivasyonunun potansiyel bir tlimor
hiicresinde biyolojik siirecleri kontrol edebilecegini gdstermektedir. RASSF ailesinin
kesfedilmesi RAS’1n biiyiimesini engelleyici etkilerin bazilarmin agiklanmasina izin

vermektedir. 16

2.2.1. RASSF Ailesi
Ras association domain family “RASSF” ras ve ras benzeri kii¢lik bir GTPaz

efektor ailesidir. Insan patolojisindeki rolleri nedeniyle genisleyen ve ilgi goren on
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proteinden olusur.l’ RASSF aile iiyesi proteinler RA (Ras birlesme) ve SARAH
(Salvador-RASSF-hippo) alanlar1 igerirler ve RA alanmnin baglanma yeri RASSF
proteinlerinin C- veya N-terminal olarak siniflandiriimasini saglar. *® RASSF proteinleri
timor baskilayici olarak gorev alirlar. Timor alt gruplarinda promotér bolgesinin
hipermetilasyonu ile inaktive edilirler. Proteinlerinin etki mekanizmalar1 tam olarak
acikliga kavusturulamamistir ancak hiicre dongiisii kontrolii, apoptoz, hiicre gocli ve
mitoz kontroliinde gérev aldiklar1 tahmin edilmektedir. *?* RASSF proteinleri bilinen
herhangi bir enzimatik aktiviteden yoksundur ve biiyiik olasilikla daha biiyiik
multiprotein kompleksleri i¢in adaptor proteinleri veya iskeletleri olarak islev goriir. Bu
amagla RASSF proteinleri birgok karakteristik alan tasir. C-terminali veya klasik
RASSF proteinleri olarak adlandirilan ilk altt RASSF proteini, hem C-terminal RAS
birlesme (RA) etki alanina hem de bir Salvador-RASSF-Hippo (SARAH) etki alanina
sahiptir. N-terminali RASSF proteinleri olarak adlandirilan RASSF 7-10, RA domenine
sahiptir fakat bir SARAH domenine sahip degildir. RA etki alanlarinin gesitli RAS
GTPazlart ile etkilesime girdigi disiiniilirken, RASSF1-6'nin C-terminal SARAH
alanlarinin, proapoptotik kinazlar ailesi de dahil olmak tizere diger SARAH alani igeren
proteinler arasinda dimerizasyonu kolaylastirdigi gosterilmistir. "2 RASSF proteinlerinin

cogunun, tiimdr baskilanmasinda rol oynadig1 belirlenmistir. 3
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Sekil 2-6: RASSF ailesi®’
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Sekil 2-6 da RASSF ailesi tiyeleri 1-10 gosterilmektedir. (C1 domeni) sar1 renkte, RAS-
baglanma (RA) alan yesil renkte, Savaldor / RASSF / hippo (SARAH) domeni kirmiz1
renkte ve sarmal-bobin motifi mor renkte gosterilmektedir. RASSFIA ve
RASSF1C'deki konsensiis dizileri ATM fosforilasyonu igin agik mavi renkle
gosterilmistir. RASSF1-6, C-terminal RA alanlarindan dolayr gruplandirilmistir
RASSF7-10 N-terminal RA alanlarina gére gruplandirilmis (Sekil 2-6).

2.2.1.1. C-RASSF

RASSF ailesi 1-6, C-terminal bdlgesinde drosophila proteinlerine benzer bir
sekans iceren Salvador/RASSF/Hippo(SARAH) bir motif bulundurur. RASSF 7-10 bu
motiften yoksundur. 2 SARAH alaninin varligi RASSF 1-6’y1 RASSF 7-10’dan ayirir.
RA alant RASSF 1-6’da C-Terminal bdlgesine RASSF 7-10°da N-Terminal bolgesine
yakindir. Bu nedenle RASS1-6 C-RASSF “klasik RASSF”, RASSF7-10 N-RASSF

proteinleri olarak adlandirilir. %

2.2.1.1.1 RASSF1

Insan kromozomu 3p21.3 bdlgesi siklikla kanserde heterozigotluk kaybi sergiler
ve bu durum bir tiimor baskilayicinin bu bélgede kodlandigi anlamina gelir. Xeroderma
pigmentosum A (XPA) ile etkilesime giren proteinleri belirlemeye yonelik arastirmalar,
bu bolgede RASSF1 olarak bildirilen bir gen ortaya cikartmistir. 2! Diferansiyel
promotdr kullanimi, sekiz izoformu (A-H) olusturur. RASSF1A, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H
metilasyonunun promotdr bdlgesini kapsar ve insan kanserlerinde en yaygin olaylardan

74 1975

biri oldugu gosterilmistir. . Izoformlar A ve C, genin ana transkriptleridir ve her

yerde bulunurlar. 2 B izoformu esas olarak hematopoetik hiicrelerde eksprese edilir. D
ve E sirasiyla kardiyak ve pankreas dokusunda bulunur.

RASSF1A 340 aminoasitten meydana gelen bir proteindir. Transkripsiyon ekson
la ve ardindan ekson 2ab ile baslar. Bu eksonlar, RASSF1A'da 51-101 amino asitlerini
kodlayan protein kinaz C korunmus bolgesi (C1) olarak da adlandirilan bir diasilgliserol
/ forbol ester alan1 (DAG) icin kodlar.”® Ras birlesme alam1 RA veya RalGDS / AF-6
alani, ekson 4 ve 5 tarafindan kodlanir ve bu, RASSF1A'nin 194-288 araligini olusturur.
Bu yap1 Rafl kinazin RasGTP baglanma alam ile aymdir.”” RASSF1A' nin COOH
terminusundaki son 47 amino asit, SARAH bdélgesinin bir parcasidir. SARAH alant,

protein-protein etkilesimlerine aracilik eder.
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RASSF1A {izerine yapilmis olan bir¢ok calismada supresyonunun, insan
kanserlerinde tiimdr progresyonu ve kotii prognoz ile iliskili oldugunu bildirmistir. Cok
yonlii mekanizmalar RASSF1A aracili tiimor baskilanmasina katkida bulunur. Bunlar
arasinda, mikrotiibiil stabilizasyonu en belirgin mekanizmalardan biridir ve RASSF1A'
ya ozgiidiir. "8 Aktif KRAS, RASSF1A ile apoptozu indiiklemektedir. 8 RASSF1A,
mitoz ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar.
Mikrotiibiil stabilitesini etkiledigi ve HDAC6 (histon deasetilaz 6) aktivitesini inhibe
ederek stabiliteyi arttirdigi  belirtilmistir.®® RASSFIA kanser metastaz1 ile
iliskilendirilmistir. 8 RASSFIA, RAF1 ve MST2'in kompleksini ayristirir, RAF1'in
inhibe edici fosforilasyonunu azaltir ve MEK aktivitelerini arttirir. Bu gozlem,
RASSF1A' 1in Ras sinyallesmesinin bir degistiricisi olarak islev gordiigiinii
gostermektedir. & Ubiquitin'e 6zgii proteaz 7, DAAX ve MDM2 bir kompleks olusturur
ve p53 degradasyonunu arttirir. 8 DNA hasar1 iizerine, RASSF1A kompleksi bozar ve
p53 ifadesini arttirir. &

RASSFIB transkripti RASSF1A ile ayn1 promotdrden kopyalanir. RASSFI1B
ozellikle hematopoetik hiicrelerde eksprese edilir. 3 RASSF1C, RASSF1 geninin her
yerde bulunan ikinci izoformudur. RASSF1C promoter hipermetilasyon gostermez ve
bugiine kadar analiz edilen akciger, meme, pediatrik ve pankreas endokrin tiimorlerinde
ve kanser hiicre dizilerinde eksprese edilir.8°® RASSFIC' nin aktif Ras ile iliskili
oldugu gosterilmigtir. Aktif KRas'a baglanmanin RASSFIC' nin apoptotik yol
aktivasyonu yoluyla hiicre oliimiinii sagladigi bildirilmistir. % Owver kanseri
hiicrelerinde, RASSFIC' nin hiicreleri sisplatin tedavisine duyarl1 hale getirdigi ve
apoptozu indiikledigi bulunmustur. *® RASSFIC osteoblastlarda ve akciger kanseri
hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini ve meme kanseri hiicre hatlarinda migrasyonu
arttirmistir.**%” RASSF1C' nin meme kanseri hiicre dizilerindeki C-X-C kemokin
reseptorii tip 4 (CXCR4) up regiilasyonuna yol agar, bu da hiicre ¢ogalmasini ve
metastazi arttirir. ¥ RASSF1C' nin, akciger kanserinde kok hiicre yenileme geni Piwi
benzeri protein 1 (PTWIL1) ekspresyonunu modiile ettigi 6ne siiriilmiistiir.®® Pankreas
endokrin tiimorleri, biiylik hiicreli ndroendokrin karsinomlari, kiiglik hiicreli akciger
karsinomlar1 ve 6zofagus skuamoz hiicreli karsinomu gibi ¢esitli kanserlerde RASSF1C

up regiilasyonunu gosterilmistir. 999101
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RASSFID ve RASSFIE izoformlarinin her ikisi de, o6zellikle kardiyak ve
pankreas dokusunda spesifik olarak ifade edilen RASSF1A ek varyantlar1 olarak kabul

edilir. 7

2.2.1.1.2 RASSF2 — RASFADIN
Insan Kromozom bdlgesi 20p13 te bulunan RASSF2 ilk olarak Rasfadin olarak

adlandirildi daha sonra yeni bir gen olarak tanimlandi.!®> RASSF2’nin zorla
ekspresyonu hiicre dongiisii durmasina ve apoptoza neden olur. RASSF2' nin delesyonu
akciger kanseri hiicrelerinde timor olusumunu ve ilag direncini arttirir. Cesitli
kanserlerde hipermetilasyon yoluyla RASSF2 susturma bildirilmistir. 21031% Kansere
bagli fibroblastlar, RASSF2 ekspresyonunu baskilayan miR-7'yi iiretir. 1% Bu veriler,
RASSF2' nin bir timor baskilayici oldugunu gosterir. Ras proteinlerinin hedefi olarak
RASSF2 Aktif KRAS, RASSF2 ve PAR-4 arasindaki etkilesimi arttirir. RASSF2
KRAS'!n bir hedefidir. Meme, akciger, kolorektal ve mide kanserinde normal
mukozanin metillenmemis oldugu tespit edildiginden tiimér durumunun spesifik bir
belirteci olarak diisiiniilmektedir. %1% RASSF2’ nin nazofarenks karsinomunda lenf

nodu ile pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. 17

2.2.1.1.3 RASSF3

12914.1'de bulunan RASSF3 geni ekzonlarin alternatif birlesiminden dolay1 ti¢
transkript {irettigi tahmin edilmektedir (RASSF3A, RASSF3B ve RASSF3C). 18
RASSF3, RASSFI1A' nin homologu olarak bildirilmistir. 1% RASSF3 Islevleri
RASSF3'lin bir timor baskilayici olarak etki edebilecegine dair gdstergeler olmasina
ragmen, bugiine kadar higbir sistematik fonksiyonel karakterizasyon yapilmamistir ve
timor baskilayici roliinii destekleyen mekanizmalar hala eksiktir. Son zamanlarda,
RASSF3'lin p53'i stabilize ettigi ve p53'e bagli apoptozu indiikledigi, boylece hem
hiicre dongiisii hem de DNA onarim mekanizmalarinda bir rol oynadig: bildirilmistir.
109 By wverilerle uyumlu olarak, HER2 / Neu pozitif meme kanseri hiicre hatlarinda
RASSF3 asir1 ekspresyonu hem fare hem de insan hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
ve NSCLC hiicrelerinde RASSF3 go¢ oranini arttirdigr bdylece RASSF3'lin bir tiimor
supresdr geni olusturdugu hipotezi pekistirilmistir. %' RASSF3 proteini hem kanser

hiicrelerinde hem de normal hiicrelerde bulunmustur. 1%
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2.2.1.1.4 RASSF4-AD037
RASSF4, AD037 geni, 10g11.21 kromozomunda bulunur. 5 transkriptin protein

kodlamasi oldugu alternatif eklemeden kaynaklanan 12 transkript varyantina sahiptir.
RASSF4 yaklasik %60 benzerlik gostererek RASSF2’ye en yakin homoloji tasir.
RASSF4, RASSF1A ve RASSF5’te bulunan sistein bakimindan zengin alandan
yoksundur. Ayrica RASSF1A’da bulunan ATM fosforilasyon bolgeside RASSF4’te
bulunmaz. 2 RASSF4, diger aile iiyelerinde oldugu gibi COOH terminalinde SARAH
motifi icerir.  RASSF4, KRas efektdr proteinini ve diger Ras ailesi iiyelerini GTP'ye
bagli bir sekilde birlesme alani vasitasiyla baglayan potansiyel bir timor
baskilayicisidir. * Bu durum RASSF4’iin bir RAS efektdr olarak hizmet etme
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Aktive edilmis Kras’in biiylime Onleyici
ozelliklerini uyarmak icin RASSF4’{i bagladig1 ve aktive ettigi tespit edilmistir. 2*

RASSF4, c¢esitli insan dokularinda eksprese edilir. RASSF4’iin ekspresyonu,
insan tlimor hiicrelerinin biiylimesinini inhibe eder. Bu etki RASSF4’iin COOH
terminusuna bir RAS CAAX membran lokalizasyon sinyalinin eklenmesiyle arttirilir.
RASSF4 primer timorlerde asagi regiile edilir. RASSF4 ifadesinin asagi regiilasyonu
promotdriin metilasyonu ile iliskilidir.!® RASSF4 apoptozda ve hiicre siklusunun
durmasinda rol oynadig1 ve siklikla bircok kanserde azaldig: gosterilmistir. 162° Kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri, nazofarenks karsinomu ve multiple miyelomda
RASSF4 baskilanmas1 gozlenmistir.2>?%1® RASSF4 asir1 ekspresyonu apoptozu
indiikler ve HEK293 hiicrelerinde proliferasyonu inhibe eder. ®* RASSF4 osteosarkom
hiicrelerinde B-katenin, MYC ve CCNDI1 ekspresyonunu azaltir. *** RASSF4, alveoler
rabdomiyosarkomda (aRMS) diizenlenir, burada YAPI1'i aktive eder ve tiimorijenezi
tesvik eder.!® Arastirmacilar RASSF4'iin MST1'i inhibe ettigini ve YAPI1'in
fosforilasyonunu baskiladigini agiklamigtir. MST kinazlar ve bazi C-RASSF proteinleri
bazal kosullar altinda birbirlerini inhibe eder. Bu karsilikli inhibisyon, apoptozdan
kacinmak i¢in anlamlidir. Hiicreler DNA hasari gibi streslere maruz kaldiklarinda, MST
kinazlar1 ve C-RASSF inhibisyondan serbest birakilir, paralel bir sekilde apoptoza
aracilik ederler.®® Yapilan bir arastirmada, RASSF4 ekspresyon yapisim1 MCF-7
hiicreleri gibi RASSF4 negatif tiimor hiicrelerine transfekte ederek RASSF4
ekspresyonunu geri yiiklendiginde biliylimenin giiglii bir inhibisyonu oldugu
belirlenmistir. Boylece, RASSF4 transforme hiicrelerin biiylimesini antagonize
edebilmektedir.*®
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RASSF4, GDP'ye baglh adenozin difosfat ribosilasyon faktorii 6 (ARF6)
formuyla etkilesime girer ve fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (Pl (4,5) P2) seviyelerini
arttirmak i¢in tip I fosfatidilinositol fosfat kinazi aktive eder. 116 Buna cevaben,
endoplazmik retikulum (ER) Ca2 + sensor stromal etkilesim molekiilii 1, ER-plazma
zar1 birlesiminde biriktirilir ve depoda calisan Ca?" girisi tetiklenir. RASSF4,
fosfoinositid metabolizmalar1 ve Ca?" sinyallesmesi ile timdr olusumuna katkida
bulunmaktadir. *® RASSF4'iin, insan oral skuaméz hiicreli karsinomunda MAPK
yolaginin baskilanmasiyla biiyiimeyi inhibe ettigi gosterilmistir. '/ Asir1 ekspresyonu
osteosarkom hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon, invazyon, epitel-mezenkimal
transmisyonu (EMT) ve Wnt sinyalini inhibe eder. 114

RASSF4’tin gen lokusu (10p11.21) primer prostat timdrlerinde heterozigotite
kayb1 bélgesi oldugu bulunmustur. *8 Primer prostat tiimérlerinde yapilan calismalarda
RASSF1A promoter metilasyonu gosterdigi tespit edilmistir. *'° Tiimorjenez sirasinda
RASSF4 ekspresyon kaybi diger RASSF aile iiyelerinde oldugu gibi RASSF4’iin insan

tiimorlerinin olusumunda 6nemli bir rol oynadigi anlamina gelmektedir.

RASSEF gen ailesi fonksiyonu semasi. RASSF ailesi proteinlerinin biyolojik fonksiyonlari

goriilmektedir. Her protein belirli hiicresel degisimler ile baglantilidir.

Sekil 2-7: RASSF gen ailesi fonksiyon semasi

2.2.1.1.5 RASSF5-NORE1, RAPL, Maxpl

Tamimlanan ilk C-RASSF proteini RASSF5’ tir. 1% 1¢32.1 kromozomu iizerinde
bulunur ve dort transkript varyantina (RASSF5A-D) sahiptir. RASSFS5 yiiksek affinite

ile Ras proteinlerine baglanma 6zelligine sahiptir bu nedenle kolayca tespit edilmistir.
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121,122 R ASSF5A'nin hiicre iskeleti etkilesimlerinin, RASSF5'in hiicre déngiisii inhibe
edici rollerine negatif ERK sinyali yoluyla aracilik ettigi tespit edilmistir. 12> RASSF5A
nin, apoptotik bir sekilde tiimor hiicre ¢izgisi biiyiimesini Ras ve MST 1 / 2’ den
bagimsiz bir sekilde smirladigi gosterilmistir. 124-126 RASSF5A, spesifik olarak hepatit
C viriisii (HCV) enfeksiyonu tarafindan hedeflenen ve inhibe edilen antiviral aktivite
gosterir.!?” RASSF5C'nin RASSF1A gibi, tiimér baskilayict fonksiyonlara sahip oldugu
ve cesitli tiimorlerde epigenetik olarak susturuldugu gosterilmistir. ?81%° Hiicre
polaritesini ve lenfosit adezyonunu indiiklemek i¢cin MST1'in aktivitesini ve
lokalizasyonunu diizenler.’*® RASSF5C mikrotiiplere yerlesir. 13

RASSF5 c¢esitli  timorlerde asagi dogru regiile edildigi bulunmustur ve
kanitlanmus bir timér baskilayicidir. 1% 1% Diger RASSF ailesi iiyeleri gibi, RASSF5'in
epigenetik inaktivasyonu, noroblastom, tiroid, akciger, kolorektal ve bobrek kanserleri
dahil olmak iizere bircok kanserde rapor edilmistir. 1261291327135 Qra| kanserlerde miR-
214 RASSF5’ i baskilar. RASSFS5A' nin p53 kaynakli apoptoz ve senesens dengesini

diizenlemede dnemli bir eleman oldugu belirlenmistir. **°

2.2.1.1.6 RASSF6

RASSF6 geni 4913.3 kromozomunda bulunur. Bilinen 5 splice varyanta sahiptir.
Diger RASSF proteinlerden farkli olarak C-terminal bolgesinde PDZ-baglanma motifi
igerir. 13" RASSF6, yiiksek oranda apoptotik bir proteindir. RASSF6, kaspaz bagimli ve
kaspaz bagimsiz mekanizmalar yoluyla apoptoza neden olur.®® RASSF6, BAAP4
MOAPL1 yoluyla active eder ve sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktér ve mitokondriden
endoniikleaz G'nin salinmasim saglar. 138140 RASSF6, MDM?2 ile etkilesime girer ve
p53'tin MDM2 aracili bozulmasmi bloke eder. 141 KRAS, RASSF6 ve MDM?2
arasindaki etkilesimi artirir. 22 RASSF6, NFkB ve MAPK sinyalini inhibe eder ve JNK
araciigiyla CDKNI1A  birikimini  arttinir. %14 RASSF6  ekspresyonu  kanser
hiicrelerinde ve primer tiimorlerde siklikla prognostik degere sahip oldugu ve epigenetik
olarak susturuldugu belirtilmistir. *514414¢ Mide kanserinde miR-181a-5p, RASSF6'y1

baskilar. 1#7

2.2.1.2. N-RASSF

RASSF proteinlerin her birinde bulunan RA bélgesinin C-Terminalinde RASSF
(1-6) veya N-terminalinde bulunan RASSF (7-10) bulunmasiyla karakterizedir. 148 Bu
alan, klasik RASSF ailesi tiyelerinin ¢ogunun, farkli RAS tiyeleri igin degisen bir afinite
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ve Ozgillik derecesine ragmen, RAS baglanmasini miimkiin kilar. Klasik RASSF
tiyeleri ayrica bir C-terminal SARAH alanmna (SALVADOR-RASSF-HIPPO)
sahiptir.2*® SARAH alan1 N-terminal iiyelerinde mevcut degildir. Klasik ve N-terminali
RASSF alt gruplar1 arasindaki yapisal farkliliklar, iki farkli aile olma onerisine yol

acmistir.?? RASSF 7, 8 ve 10 genlerinin tiimii genomdaki Ras ailesinin iiyelerine yakin

yerlestirilmistir. 10151152
ANTITUMOR ROLLERI ! PROTUMOR ROLLERI
|
1
Bireysel apoptopike hitera 8liimi Farklh kanser firlermde yukan
gesidi ol mebroptozis k| puas ragiila olur
ekl ‘ —
. Hipoke1 1l valan razils olur
Farkl kanserler tirlermde asam | @
eil . Hiiers dingiiginin devam va hiicr
Tegiilasyona uirar |
saf kalm ipm gersklidir
55
Ras ethilesimi o---
) Tamér  bshnw  BRCAI
Lézemilerde metile olor bubwdumayen bicrelerde yikan
) regiile olur
i

Sekil 2-8: N-terminal RASSF proteinleri ve kanser gelisimi arasindaki olasi baglanti*?

2.2.1.2.1 RASSF7

RASSF7 geni, 11p15.5 kromozomu tizerinde bulunur ve 3 transkript varyanta
sahiptir. 1*® RASSF7 epidermis, noral tiip, kulak, bobrek gibi embriyonik dokular
gelisirken ifade edilir. *** RASSF7’ nin &zellikle akciger ve beyindeki ekspresyonu

15 RASSF7 hiicre biiyiimesi ve apoptozun

diger dokulara goére daha fazladir.
diizenlenmesinde rol alir. 1*® RASSF7 proteini insan vertebral disk dejenerasyonunda
gelisimsel olarak 6enmli olabilecek bir rol olan proapoptotik JNK sinyalini olumsuz
yonde diizenleyen N-RAS ve MKK7 ile etkilesime girerek antiapoptotik bir rol {istlenir.
155156 Ppankreas duktal adenokarsinomlari, pankreatik adacik hiicresi tlimorleri,

endometrial karsinomlar dahil olmak iizere bir¢cok kanseri diizenledigi belirlenmistir.
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157161 Malign tiroid neoplazmalar1 ve saydam hiicreli over karsinomlarda bir onkogen
olarak degerlendirilmesi onerilmektedir. 1214 RASSF7 &zellikle pankreatik adacik
hiicre tiimorlerinde ve endometrial timdr tamimlamalarinda spesifik olarak regiile
edilmis ekspresyonu goz Oniine alindifinda potansiyel teshis markeri olarak
onerilmigtir. %11 RASSF7 ekspresyonu, kati tiimdrlerin ortak bir 6zelligi olan
hipoksik kosullarda da artar. 14 RASSF7' nin néroblastomlarda epigenetik olarak

susturuldugu gosterilmistir. **°

2.2.1.2.2 RASSF8-C120rf2

RASSF8 geni-C12o0rf2 geni, 12p12.3 kromozomu iizerinde bulunur ve en az
dort transkript varyanta sahip oldugu tahmin edilmektedir. RASSF8 insan yetiskin
dokularinda her zaman ifade edilir.!® RASSF8 lokalitesi sayesinde akciger
kanserogenezinde potansiyel bir tiimdr supresor olarak tanimlanmistir. Bu bolge K-RAS
genini igerir. Akciger adenokarsinomunda RASSFS8 transkript seviyelerinin azaldigi,
akciger tiimor hiicre hatlarinda RASSF8 proteininin yeniden ekspresyonunun bagimsiz
biiyiimeyi inhibe ettigi bulunmustur.'%¢1%” RASSF8 kaybimnin akciger kanserinde timor
ilerlemesi ve metastatik egilim ile korele oldugu belirlenmistir. RASSF8 de bulunan
yaygin polimorfizmler akciger adenokarsinom riski ile iligkili bulunmadig
bildirilmistir. 1% Yetiskin erkek germ hiicreli timérlerde 12p hedef genlerin ekspresyon
seviyelerinde yapilan c¢aligmalarda C12orf2 nin ekspresyonunun azaldigi, 16semi ve
lenfoma retroviral girisinin RASSF8 genine bitisik bir bolgede meydana geldigi tespit
edilmistir. Bu durum RASSF8’in yalnis diizenlenmesinin 16semi ve lenfoma olusumuna
katkida bulunabilecegini gostermektedir.’®® Ekstraseliler RASSF8 meme kanserli
hastalarin plazma ve hiicre baglh fraksiyonlarinda iyi huylu tiimérleri olan hastalara
kiyasla RASSF8’in potansiyel bir teshis marker oldugu diisiiniilmektedir.'® Insan
RASSF8  calismalarinda, hiicre-hiicre =~ yapismast ve  hiicre  biiylimesinin
diizenlenmesinde potansiyel bir rolii vurgulanmaktadir. 1" RASSF8'in hiicre
biliylimesini inhibe ettigi ve akciger kanserinde yapisik birlesme olusumunu tesvik ettigi
ve Ozellikle yapisik bilesimlerde E-kadherin ve B-katenin ile etkilesime girdigi
bulunmustur. 1% RASSF8'in, hiicre dongiisii ilerlemesi ve apoptoz gibi ¢esitli molekiiler
mekanizmalar1 diizenleyen her yerde bulunan iskele protein 14-3-3 ile etkilesime girdigi
bildirilmistir. 1">1"® RASSF8’in tiimér baskilayici rolii, akciger adenokarsinomlarindaki

168

ekspresyonun azalmasi nedeniyle Onerilmistir. Melanom iizerine yapilan
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calismalarda RASSF8 metilasyonu ve tiimor ilerlemesi arasinda pozitif bir korelasyon

gdstermistir. 174

2.2.1.2.3 RASSF9, PAMCI, PCIP1
RASSF9 geni, 12q21.31 bolgesinde bulunur. Iki izoforma sahiptir. RASSF9'un

kanser gelisimi {izerinde bir etkisi olduguna dair net bir kanit yoktur. Kromozomal
lokalizasyonuna dayanarak kolorektal kanser i¢in iyi bir aday olarak kabul edildi. '
RASSF9, geri doniisiim endozomlari ile iligkili oldugu icin PAM trafigini diizenlemede
rol oynamaktadir ve Ras proteinleriyle etkilesime girdigi tespit edilmistir. 1’® Yapilan
caligmalarda epidermal homeostazda énemli olabilecegi belirlenmistir. Epidermal epitel
hiicre ¢ogalmas1 ve farklilagmasinda hizlandirilmis yaslanma belirtileri ve kusurlari

gostermektedir. 177

2.2.1.2.4 RASSF10

RASSF10 geni, 11p15.2 kromozom bolgesinde bulunur. Molekiiler fonksiyonu
bilinmemekle birlikte genin ifadesi cesitli dokularda tespit edilmistir. 1’#18 RASSF10
bir tiimor baskilayict olarak kabul edilmistir. Yapilan ¢alismalarda RASSF10’un tiroid,
melanoma, glioma, akciger, bas boyun, sarkom ve pankreas dahil olmak iizere bir ¢ok
kanserde epigenetik olarak inaktif oldugu tespit edilmistir. 179181718 Cocuk
l6semilerinde tiimor baskilayict olarak gorev alan RASSF10 T hiicreli akut lenfositik
losemilerde “ALL” siklikla metillendigi, B hiicreli ALL’de normal olarak metillendigi
bulunmustur. Metilasyonun inhibe edilmesi, 16semi ekspresyonun yukari regiilasyonuna

neden olmustur. *°
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU VE SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Bu calismada kullanilan Srnekler Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Cerrahi Tip Bilimleri Bolimii Kulak Burun Bogaz Hastaliklari Anabilim Dali
tarafindan bas boyun kanseri teshisi konmus 68 hastanin tiimoérlii dokularindan, timor
cevresi saglikli dokularindan ve hastalardan alinmis olan periferik kanlardan
olusmaktadir. Serum diizeyi farkliliklarinin tespitinde kullanilacak olan kontrol
gurubunun ise bas boyun kanseri tanist almamis 70 saglikli bireyden alinmistir.
Calismaya katilan hastalara ve kontrollere yapilacak olan arastirma ile ilgili

bilgilendirilmis goniilli olur formu okutularak imzalatilmistir.

Calismaya katilan hastalarin klinik degerlendirmeleri, doku ve kan 6rneklerinin
alinmasi Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Cerrahi Tip Bilimleri Boliimii
Kulak Burun Bogaz Hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir. Alinan
kan ve doku ornekleri uygun kosullar saglanarak anabilim dalimiza getirilmis ve

calisma yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

Ekspresyon ve polimorfizm caligsmasi i¢in alinan doku 6rneklerinden total RNA
ve DNA izolasyonu yapilarak analizler gerceklestirilmistir. Kan o6rneklerinden ise

serum elde edilerek RASSF4 diizeyleri tayin edilmistir.

3.2. KULLANILAN KiIMYASAL MADDELER VE KiTLER
Proteinaz K —Invitrogen

RNA Later -Ambion-Am7021

Kloroform (CHCI3) - Sigma-Aldrich, Almanya

RNAZ A -Invitrogen

%99 Etanol - Sigma-Aldrich, Almanya

Izopropil 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
TagMan™ Universal Master Mix II, with UNG
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TagMan® 2X Universal PCR Master Miks
TagMan® Gene Expression Assay, GAPDH
TagMan® Gene Expression Assay, RASSF4
TagMan® SNP Genotyping Assay, rs884879
TagMan® SNP Genotyping Assay, 157896801
RASSF4 Elisa kit - BT LABS E4368Hu

3.3. KULLANILAN CIHAZLAR VE GERECLER
Pipet takimi1 (Eppendorf)

Buzdolabi (+4°C)

Buzdolabi (-30°C) (SANYO Biomedical Freezer)
Ultra Derin Dondurucu (-80 °C)

Is1 blogu (BIOSAN Thermo Block TDB-120)
Vorteks (BIOSAN MICROSPIN FV-2400)
Mikrosantrifiij (ALFAGEN Mini-14K)

Hassas terazi (Mettler)

Spektrofotometre (MaestroNano)

Elisa plate okuyucu

Real-time PCR Cihaz1 (Applied Biosystems 7500 Fast Instrument, Applied Biosystems

StepOnePlus™ Instrument)

3.4. DOKUDAN DNA iZOLASYONU
Dokudan DNA izolasyonu i¢in INVITROGEN PureLink® Genomik DNA Kiti
kullanilmistir. Kit igerigi gerekli talimatlara gére hazirlandi ve izolasyon islemi yapildi.

DNA izolasyonu i¢in izlenen yol asagidaki gibidir;

Is1 blogu proteinaz K’nin optimum ¢aligsma sicakligi 55 C’ye ayarlandi. Steril bir
mikrosantrifiij tiipiine 25 mg bisturi ile iyice parcalanan bas boyun dokusu yerlestirildi.
180 pl PureL PureLink® Genomik Sindirim Tamponu ve 20 pL Proteinaz K eklendi.
Lizis islemi tamamlanincaya kadar ara sira vortekslenerek bir gece inkiibe edildi.
Olusan lizat maksimum hizda santrifiijlenip parcacik halinde kalan yapilar ¢ikartildi ve
slipernatant yeni bir steril mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. Lizata 20 ul RNase A eklendi
ve iyice karigtirildi. Oda sicakliginda yapilan 2 dakikalik inkiibasyondan sonra 200 pl

PureLink® Genomik Lizis / Baglama Tamponunu eklendi ve vorteks ile karistirildi.
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Lizata 200 pL% 96-100 etanol eklendi ve tekrar vortekslendi. DNA’nin kolona

tutunmasini saglayacak olan apolar ortam hazirlanmis oldu.

Mikrosantrifiij tiipiinde bulunan yaklasik 640 pL’lik lizat spin kolonuna aktarildi
ve oda sicakliginda 1 dakika boyunca 10.000 g’de santrifiij edildi. DNA, kolonun silika
membranina baglandi. Kolonun icinde bulundugu toplama tiipii atilarak yeni bir

toplama tiipii igerisinde yerlestirildi.

Kolona 500 pL yikama tamponu 1 eklendi ve oda sicakliginda 10.000 g’de 1
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipli atilip yerine yeni bir toplama tiipii yerlestirildi.
500 pL yikama tamponu 2 eklendi ve oda sicakliginda maksimum hizda 3 dakika
santrifiij edildikten sonra toplama tipli atilip yerine steril mikrosantrifiij tiipi
yerlestirildi. Yikama islemlerinde kolonda bulunan DNA geri kalan lizat i¢erinden

arindirilmis olmasi saglandi.

200 pL Eliisyon tamponu eklenip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Sonrasinda maksiimum hizda 2 dakika santrifiij edildi. Genomik DNA eliisyon
tamponunda ¢oziinerek kolondan ayrilip mikrosantrifiij tiipiinde toplandi. Elde edilen

saf genomik DNA konsantrasyon dl¢iimiinden sonra +4°C’de sakland. 18

3.4.1. DNA KONSANTRASYONUNUN VE SAFLIGININ OLCULMESI

DNA’nin konsantrasyonu ve Xkalitesi spektrofotometrik Olciimler ile tespit
edilmektedir. Ol¢iim 260 nm,280 nm, ve 230nm dalga boylarinda ultraviole (UV) 151n
kullanilarak yapilir. Cift iplikli sarmal yapida bulunan DNA’nin en iyi absorbans
gosterdigi dalga boyu 260 nm’dir. 260 nm dalgaboyunda 6l¢iilen herl absorbans degere
optik dansite 260 (OD260) denir. 50 ug/ml ¢ift iplikli DNA igeriginin 1 optik dansite
(OD) ye 1 absorbanslik deger verdigi kabul edilmektedir. DNA konsantrasyonu 260

nm’deki 6l¢iim degeri asagida bulunan formiile gére hesaplanmistir.

IDNA (ug/ml) = 0D260 x 50|

DNA’nin safligin1 6grenebilmek igin OD260/0D280 ve OD260/0D230 oranlari
kullanildi. DNA’nin OD260/0D280 degeri yaklasik 1,8 ise elde edilen DNA yeteri
kadar saf demektir. OD260/OD280 degeri 1.8’den kiigilk oldugu durumda
kontaminasyonun ortamda bulunan fenol veya protein kaynakli oldugunu

gostermektedir. Ote yandan OD260/0D280 degeri 1.8’den biiyiik olmasi RNA
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kontaminasyonu gostermektedir. DNA’nin OD260/0D230 absorbans degeri 2.0’dan
biiylik olmalidir. Bu degerin 2.0’dan daha diisiik bir degerde olmasi fenol ve etanol

kontaminasyonunu gostermektedir.

3.5. TOTAL RNA IZOLASYONU
68 hastaya ait bag boyun tiimor dokularindan ve normal bas boyun dokularindan
easy-BLUE™ Total RNA Extraction Kit (iINtRON Biotechnology, Inc., Korea)
kullanilarak toplam RNA elde edildi.
Yontemde 50-100 mg taze doku bisturi yardimiyla pargalara ayrildi. Daha sonra
1 ml easy-BLUE™ reaktifi pargalanan doku pargalarinin iizerine eklendi olusan lizat
18-21 gauge igneden gecirilerek parcalama islemine devam edildi. Iyice parcalanmasi
saglanan lizat 30 saniye boyunca oda sicakliginda vortekslendi. Uzerine 200pl
kloroform eklenerek tekrar vorteks islemine tabi tutuldu. Soliisyon 13.000 rpm’de 4 °C
10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi bagka bir tiipe aktarildi.
Uzerine 400ul izopropanol eklendi ve 10 dakika oda sicakhiginda inkiibe edildi.
Soliisyon 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatantin atilmasi ile yikama
islemleri gergeklesti. Yikama isleminde 1 ml %75 etOH eklendi ve 5 dakika 10.000
rpm’de santrifiij islemi yapildi. Bu islem 2 kere tekrar edildi. 30 ul distile su yardimiyla
RNA ¢ozdiiriildii ve RNA 6rnekleri spektrofotometre yardimiyla miktar ve safligi tespit
edildi.

3.5.1. TOTAL RNA KONSANTRASYONUNUN VE SAFLIGININ OLCULMES]
RNA konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrede 260 nm, 280 nm ve 230 nm
dalga boylarinda olglimler yapilarak saptandi. RNA konsantrasyonu 260 nm dalga
boyundaki optik yogunlugundan (OD) belirlendi. 40ug/ml RNA igeriginin 1 optik
yogunlugu (OD) verdigi kabul edilmektedir.
RNA konsantrasyonu 260 nm’deki optik yogunlunlugu (OD) dl¢iilerek saptandi.

RNA konsantrasyonunun ve saflifinin hesaplanmasinda kullanilan formiiller asagida

belirtilmistir.

IRNA konsantrasyonu (ng / ul ): OD 260 nm x seyreltme faktorii x 40)

Izole edilen ve dl¢iim islemleri tamamlanan RNA &rnekleri -80 C de saklandi.
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3.5.2. TERS TRANSKRIPSIYON
Bas boyun dokularindan elde edilen toplam RNA’lardan High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™, USA) kullanildi.
Farkli konsantrasyonlarda bulunan RNA igerikler 100 ng/ pl olacak sekilde

hazirlanan soliisyon karigimina eklendi.

Tablo 3-1: Kalip RNA ve primer karisim icerigi (1 reaksiyon icin)

Bilesen Hacim
Total RNA 1,0

10x RT buffer 2,0

25x ANTP karisimi (100 mM) 0,8

10x RT primerleri 2,0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0
Distile su 3,2
Toplam 10,0

68 doku Ornegi i¢cin hazirlanan ana karisim 10 ul olarak tiiplere eklendi. Her kuyucuga
10 ul 100 ng/ ul’ye sulandirtlmis RNA Ornegi eklenip pipetaj islemi ile karistirildi.
Hazirlanan tiipler Termal Dongii Cihazi, Applied Biosystems cihazina yerlestirildi. Ist

ve siire Ozellikleri kit igerigine uygun sekilde uygulandi.

Tablo 3-2: ¢cDNA islemi i¢in kullamlan 1s1-siire tablosu

1. Asama 2. Asama |[3. Asama |4. asama
Is1 25°C 37°C 85°C 4°C
Siire 10 dk 120 dk 5 dk oo

3.5.3. QRT-PCR YONTEMI KULLANILARAK RASSF4 GEN EKSPRESYON
DUZEYLERININ KANTITATIF OLARAK SAPTANMASI

Gen ekspresyonu, bir genden gelen bilgilerin fonksiyonel bir gen iirliniiniin
sentezinde kullanildig1 bir islemdir. Bu {irlinler genellikle proteinlerdir ancak rRNA
veya tRNA genleri gibi protein kodlayan genlerde iiriin yapisal veya idaresel bir
RNA’dir. Daha kiigiik ve kodlayici olmayan RNA’lar (miRNA, piRNA, siRNA) ve
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kodlayicit olmayan uzun RNA smiflar1 ¢oklu diizenleme fonksiyonlarina katilmaktadir.
Calismamizda gergek zamanli polimeraz zincir reanksiyonu ile gen ekspresyonunda gen
spesifik transkript miktari 6lgerek RASSF4 geninin ekspresyonundaki degisiklikleri
arastirmaktayiz. Kantitatif ters transkripsiyon PZR (RT-gPZR) veya kantitatif PZR
(QPZR) olarak da bilinen Gergek Zamanli PZR, mevcut en giiglii ve hassas gen analizi

tekniklerinden biridir.

Her ger¢ek zamanli PZR calismasinda bir TagMan® probu veya SYBR ™ Yesil
boya gibi PZR iiriiniiniin birikimini izlemek i¢in bir floresan raportdr molekiilii olmasi
gerekmektedir. Hedef amplikonun miktar: arttikga, florofordan yayilan floresan miktari

da artar. Bu tez calismasinda TagMan® probu kullanilmistir.

Kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR)’in iki
farkli uygulamasi mevcuttur. Uygulamalardan biri c¢DNA sentezinde PZR
amplifikasyonuna kadar olan biitiin reaksiyonlarin tek tlipte gergeklesmesidir. Ikinci
uygulama ise iki asamali olup RT-PZR ve qPZR’nin farkli tiiplerde
gergeklestirilmesidir. Bu tez ¢aligmamizda RASSF4 gen ekspresyon diizeylerini tek
tiipte JRT-PZR reaksiyonunu kullanarak gergeklestirilmistir.

3.5.4. REAKSIYONLARDA KULLANILAN QPCR PRIMERLERi VE
TAQMAN PROBLARI

RASSF4 assay primerleri problarla birlikte etkinlikleri incelenip 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in TagMan Gene Expression Master Mix Kiti (Applied Biosystems,
ABD) kullanilmistir.

Tablo 3-3: Kullamlan Tagman SNP ve genotipleme PZT karisimlari

Hacim Hacim
TagMan genotipleme master TagMan genotipleme master
karigimm Spul karigim Sul
SNP TagMan genotipleme
assay 0,25ul TagMan gen ekspresyon assay |0,5ul
Niikleaz icermeyen su 2,75ul Niikleaz icermeyen su 2,5ul
DNA 2ul DNA 2ul
Toplam Hacim 10ul Toplam Hacim 10ul
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Tablo 3-4: PZT kosullar:

Boliim Dongii Sayisi Hedef Sicakhk | Siire
. . 1 50°C 2 dk

PZT oncesi

1 95°C 10 dk
Enzim etkinlesmesi
Bozunma 95°C 15sn

. 40 60°C 1dk

Baglanma/Uzama

1 60°C 1dk

PZT sonrasi

3.55.QPCR REAKSIYON KARISIMININ HAZIRLANMASI VE UCLU
OLARAK iNCELENMESI

Ozellikleri belirlenen primer ve problar TagMan Gene Expression Master Mix
Kiti (Applied Biosystems, A.B.D.) ile iiclii calisilarak birbirleriyle uyumlar: tespit
edilmistir. Uclii calisma icin dizayn edilen problar ii¢ farkli boya (FAM, VIC ve NED)
ile isaretlenmistir. FAM boyasi mavi renkte 15181 emis giicii 494 nanometre (nm) ve
yayma giicli 518 nm, VIC boyas1 yesil renkte 15181 emis giicli 538 nm ve yayma giicii

554 nm, NED boyasi sar1 renkte 15181 emis giicii 546 nm ve yayma giicli 575 nm’dir.
RS7896801 icin problar, FAM isaretli prob A allelini saptamak i¢in kullanildi

VIC issaretli prob G allelini belirlemek i¢in kullanildi. Amplifikasyon sonucunda FAM
boyasinda floresans 1stmadaki artis A allelinin bulundugunu gostermektedir. Ornek

Sekil 3-1 ve 3-2’de gdsterilmistir.
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Sekil 3-1: 7896801 icin dRn ve dongii linear érnek goriintiisii
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Sekil 3-2: RS7896801 i¢in 6rnek allel dagilimlari

RS884879 icin Problar; FAM isaretli prob C allelini saptamak i¢in kullanildi. VIC
isaretli prob T allelini belirlemek icin kullanildi. Ornek Sekil 3-3 ve 3-4’te

gosterilmistir.
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Sekil 3-3: RS884879 icin dRn ve dongii linear 6rnek goriintiisii
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Sekil 3-4: RS884879 icin 6rnek allel dagilimlar:

3.6. ELISA YONTEMI iLE SERUM DUZEYLERININ BELIRLENMESI

3.6.1. PERIFERIK KANDAN SERUM ELDESI
Calismamizda yer alan hastalardan kuru tiiplere yaklasik olarak 5-10 cc periferik

kandan +4 santrifiij cihaz1 kullanilarak 10 dakika 3000rpm’de santrifiij edilerek serum

elde edilmistir.
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3.6.2. RASSF4 SERUM DUZEYLERI TAYINI
RASSF4 serum tayini i¢in daha Once ayrilan ve -80°C de saklanan serum
ornekleri BT Labs E4368Hu elisa Kiti prosediiriine gore isleme tabi tutularak serum

diizeyleri tayin edilmisgtir.

Calisma baslamadan oOnce serum Ornekleri 30-60 dakika oda 1sisinda
inkiibasyona birakilmigtir. 1600 ng/ L standart stok ¢ozeltisi olusturmak i¢in standart
120ul’ yi (3200 ng/ L ) 120ul standart seyreltici ile yeniden seyreltildi. Standart stok
cozeltisi (1600ng/L) 1:2 seyreltilecek sekilde 800ng/L, 400ng/L, 200ng/L ve 100ng/L
seri olarak seyreltilerek kopya standartlar olusturuldu. Standart seyreltici sifir standart

olarak (0 ng/L) standartlarin hazirlanmasi tamamlanmustir.

Tablo 3-5: Elisa standart diliisyon oranlari

1600ng/L Standard No.5 120ul Orjinal Standard + 120ul Standard Diluent
800ng/L Standard No.4 120l Standard No.5 + 120ul Standard Diluent
400ng/L Standard No.3 120l Standard No.4 + 120ul Standard Diluent
200ng/L Standard No.2 120ul Standard No.3 + 120ul Standard Diluent
100ng/L Standard No.1 120ul Standard No.2 + 120ul Standard Diluent
12011 20l T30 T20 pl 120
Zero Standard

YA VA VR NV N

i

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

Yikama tamponu 20 ml 25x olarak kit iceriginden temin edilmistir. Deiyonize su ile 500

ml 1x yitkama tamponu olusturulmustur.
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Tiim reaktiflerin olusturulmasindan sonra standart kuyucuklarina 50ul
standartlar eklendi. Test i¢in kullanilacak olan 68 bas boyun kanseri hastasi ve 70
herhangi bir hastaligi bulunmayan kontrol bireylerinin 6rneklerinden 40ul alinarak
kalan her bir kuyucuga eklenmistir. Standartlar hari¢ her bir kuyucuga 10ul anti-
RASSF4 antikoru ilave edilip daha sonra standart kuyucuklart da dahil olmak {izere
“bos kontrol kuyusu hari¢” her kuyucuga 50ul streptavidin-HRP eklendi. Plaka 37° C'de
60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi plaka 5 kez yikama tamponu ile yikandi.
Her kuyucuga 50ul substrat ¢ozeltisi A eklendi ve daha sonra her kuyucuga 50ul
substrat ¢ozeltisi B eklendi. Karanlikta 37 ° C'de 10 dakika boyunca plaka inkiibe
edildi. Her kuyucuga 50ul Stop Soliisyonu eklendi, mavi rengin hemen sariya donmesi
gozlendi. Durdurma cozeltisini ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis
Elisa mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik yogunlugunu (OD degeri)
belirlendi. Standart absorbanslari kullanilarak standart egri grafigi regresyon analizi ile
cizilmis ve elde edilen serum absorbans degerlerinin hesaplamalar1 yapilarak sonuglar

degerlendirilmistir.

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu calismanin istatistiksel analizleri SPSS 21.0 Paket programi kullanilarak
yapilmistir. Anlamlilik smirt p<0.05 olarak alinmistir. Genotip ve allelerin goriilme
sikligimin gruplar arasi farkliliklarmin degerlendirilmesinde %2 ve Fisher Exact testi

kullanilmistir.

Gruplar arast demografik verilerin karsilastirilmasinda Student’t, One-way

Annova ve Mann Whitney U testleri kullanilmistir.



Calismamiza hasta grubu olarak bas boyun kanseri tanisi konulmus 68 hasta

4. BULGULAR

birey ve herhangi bir hastalik tanis1 olmayan 70 saglikli birey dahil edilmistir.

Calisma gruplarina ait biyokimyasal ve demografik parametreler Tablo 1°de

gosterilmistir. Calisma gruplarimizin  yaslar1 arasinda istatistiksel bir farklilik

bulunmamustir (p>0,05).

Tablo 4-1: Caliyma gruplarina ait biyokimyasal ve demografik parametreler

(n/%)

Parametreler Hasta(n=68) Kontrol (n=70) p Degeri
Yas (yil) 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 diizeyi |398,07+86,04 346,46+75,80 0,65
Aile Hikayesi (n/%0) 28/41,2 - -

Alkol kullammm (n/%) |27/39,7 - -

Sigara Kullanimi 49/72.1 i i

Tiumor Lokalizasyonu

Oral Kavite (n/%)
Larinks (n/%0)
Dil (n/%0)

29/42,6
23/33,8
16/23,5

Timor Tipi
Skuaméoz(n/%)

invaziv Skuaméz(n/%)

51/75
17/25

Diferansiasyon
Az(n/%)
Orta(n/%)
iyi(n/%)

14/20,6
40/58,8
14/20,6

T Evrelemesi
1-2 (n/%)
3-4 (n/%)

15/22,4
52/77,6
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Hasta ve saglikli dokuda RASSF4 gen anlatimlar1 agisindan anlamli bir fark
gozlemlenmemistir (p>0,05) (Tablo 2).

Tablo 4-2 : Hasta ve saghkh dokuda RASSF4 gen anlatimi kat degisimi

2°8CT (min-maks) Kat Degisimi P degeri %95 giiven arahgi

RASSF4 7,70 (-7,19-9,38) 1,00 0,09 0,18-2,19

Hasta ve saglikli kontroller arasinda RASSF4 RS7896801 genotip ve allel
dagilimlari incelendiginde hasta grupta G allel tasima siklig1 2,4 kat artmistir (p=0,015,
¥?=5,95, OR: 2,4, %95 giiven araligi=1,18-5,26). AA genotipi tasima sikl1i1 ise kontrol
grubunda istatistiksel olarak artnmstir (p=0,015, %>=5,95, OR: 1,8, %95 giiven
araligi=1,10-3,18) (Tablo 3).

Tablo 4-3: Hasta ve saghklh kontrollerde RASSF4 RS7896801 genotip ve allel
dagilimlarinin gosterilmesi

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 saglikli kontroller arasinda RASSF4 RS884879 genotip ve allel
dagilimlar incelendiginde saglikli grupta CC genotipi tasima sikligi hasta grubuna goére
2,2 kat artmistir (p=0,048, x2:3,92, OR: 2,2, %95 giiven araligi=0,97-5,05). Hasta
grubunda ise T allel tagima sikliginin anlamli olarak arttigi gozlemlenmistir (p=0,048,

¥?=3,92, OR: 2,5, %95 giiven aral131=0,98-6,74) (Tablo 4).
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Tablo 4-4: Hasta ve saghklh kontrollerde RASSF4 RS884879 genotip ve allel
dagilimlarinin gosterilmesi

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
dagilimlarina gére RASSF4 serum diizeyleri incelendiginde anlamli bir bulgu elde

edilmemistir (p>0,05) (Grafik 1 ve 2).

500+

OAA
B AG
0GG

HASTA KONTROL

Sekil 4-1: Hasta ve kontrol grubunda RASSF4 RS7896801 genotip dagihimlarina gore
RASSF4 serum diizeylerinin gosterilmesi
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Grafik 2: Hasta ve kontrol grubunda RASSF4 RS884879 genotip dagilimlarina goére

RASSF4 serum diizeylerinin gdsterilmesi

Hasta grubunda tiimor evrelemesine gore RASSF4 geni kat degisimleri ve serum
RASSF4 diizeyleri incelendiginde erken ve ileri evre timorler arasinda anlamli bir

farklilik gézlemlenmemistir (p>0,05) (Tablo 5).

Tablo 5: Timér evrelemesine gore RASSF4 geni kat degisimleri ve serum RASSF4

diizeylerinin gosterilmesi

Tiumor Evresi RASSF4 geni kat degisimi | Serum RASSF4 diizeyi
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 dagilimlarina gore
RASSF4 geni kat degisimleri incelendiginde anlamli bir bulgu elde edilmemistir
(p>0,05) (Grafik 3 ve 4).
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Grafik 3: Hasta grubunda RASSF4 RS7896801 genotip dagilimlarina gére RASSF4

geni kat degisimleri
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Grafik 4: Hasta grubunda RASSF4 RS884879 genotip dagilimlarina gére RASSF4

geni kat degisimleri

Timor tipine gore RASSF4 geni kat degisimleri incelendiginde skuamoz tip
tiimorlerde invaziv skuamoz olanlara gore RASSF4 geni istatistiksel anlamlilik

sinirinda artig géstermistir (p=0,05) (Grafik 5).
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Grafik 5: Timor tipine gére RASSF4 geni kat degisimleri
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5. TARTISMA

Kanser belli genlerin ifadelerinin artmasi, azalmasi ya da kaybolmasi sonucu
gelisen bir siirectir. Gen ifadelerindeki degisiklikler kodlandiklar1 proteinlerdeki etkinlik
kaybina veya kazanimima neden olmasindan kaynakli farkli etkiler gostermektedir.
Ifadeleri degisen genlerin tiimér hiicrelerinde saptanmasi kanser gelisimini, ilerlemesini
ve molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasinda 6nemlidir. Klinikte kanser risk, tani ve
prognozunun belirlenmesi, tedaviye yanitin izlemesi agisindan tiimor belirteclerinin

tespiti kanser onleyici ilaglarin gelistirilmesi agisindan oldukga énemlidir. 8

Son yillarda yapilan arastirmalarda, hiicresel genomda meydana gelen
mutasyonlarin kanser olusumunda tek basina sorumlu olmadigi, gen ifadesini
diizenleyen mekanizmalardaki degisikliklerin de bu siirecte etkili oldugu tespit

edilmistir. 1%

Bas boyun kanserinin ¢esitli yonleri genis ¢apta arastirilmistir ancak az sayida
calismada mutasyonlarin rolii, mRNA ekspresyon seviyeleri calismalara dahil
edilmistir. Zhang ve arkadaslarinin yapmis oldugu nazofarengial karsinom caligmasinda
PIK3CA, KIT, RAS gibi onkogenlerin mutasyonlara karsi en duyarli; BRAF, PDGFRA,
ABL1 ve EGFR mutasyonlarinin ise daha az siklikla meydana geldigi tespit edilmistir.
Niiks veya metastaz1 olan veya olmayan hastalarin alt gruplarindaki mutasyon sikliklar
karsilagtirildiginda nazofarengial kanser hastalarimin tekrarlayan ve gelisen mutasyon

sikliginin arttig1 tespit edilmistir. 18

RAS/RAF/ERK yolunun tiimor gelisiminde O6nemli bir rol oynadigi iyi
bilinmektedir. KRAS, HRAS ve NRAS mutasyonlar: tiim insan kanserilerinin en az
licte birinde meydana gelmektedir. KRAS mutasyonlar1 en yaygin olamdir. 8819
Ancak, Zhang ve arkadaslar1 nazofarengial kanserde NRAS ve HRAS mutasyonlarina

oranla KRAS mutasyonlarina beklenenden daha az rastlamustir. 187

RASSF4 ile yapilmis ¢alismalar genellikle metilasyon veya delesyonlarin neden
oldugu epigenetik inaktivasyon c¢aligsmalaridir. Azalan RASSF4 mRNA ekspresyonu ve
RASSF4’iin hipermetillenmis promotor bolgesi, bas boyun skuaméz hiicreli karsinom
ve nazofarengeal karsinomda bulunmustur.?®?’ Biz calismamizda bas boyun skuamoz

hiicreli karsinomlarda ve nazofarengeal karsinomda mRNA ekspresyon seviyelerinde
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istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edememis bulunmaktayiz. P degeri 0,09

(Tablo 4-2)

Yong Han ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada RASSF4 protein
ekspresyonunun %38,6 (NSCLC) Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri dokusunda
anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir. Bu durumun lenf nodu metastazi ve TNM
evresi ile anlamli derecede iligkili oldugu RASSF4’iin NSCLC’de varsayilan bir tiimor
baskilayict oldugu gdosterilmistir. RASSF4 kaybinin hasta prognozunun koétiilesmesi ile
korele oldugu belirlenmistir.®® Yapmis oldugumuz calismada RASSF4 proteini
ekspresyonunun hasta ve saglikli dokuda gen anlatimlar1 agisindan anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. (p>0,05) TNM evresi ile RASSF4 seviyeleri arasindaki iligki 1-2
timor evresi i¢in 4,09+2,29, 3-4 tiimor evresi icin 8,97+4,16 bu sonuglar istatistiksel

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

Protein ekspresyon paterni ve RASSF4’lin insan kanserinde klinik Onemini

arttiran ¢aligmalar arastirmacilarin giderek artan bir sekilde ilgisini gekmektedir.

Yong Han ve arkadaslari, RASSF4 plazmidini kullanarak diisiik endojen
ekspresyonu olan NSCLC hiicre hatlarindaki restorasyonunun proliferasyonu ve hiicre

dongiisii ilerlemesini énemli dlciide inhibe ettigini gdstermistir.?®

Eckfeld ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada, RASSF4’{in asir
ekspresyonunun hiicre 6liimiinii indiikledigi ve MCF-7 hiicre hattinda sagkalimi inhibe
ettigi bildirilmistir.'®* RASSF4'iin hiicre siklusu ve hiicre invazyonu iizerindeki etkisi bir
timor baskilayicit olarak mekanizmasi {izerine yapilan c¢aligmalarda, hiicre dongiisii
ilerlemesini ve ilgili proteinleri incelendiginde RASSF4'iin asir1 ekspresyonunun S faz
yiizdesini ve siklin D1 ekspresyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Siklin D1, G1-S
kontrol noktasinda hiicre dongiisii ilerlemesi sirasinda kritik bir rol oynar. Birgok
calisma, siklin D1'in, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde asir1 eksprese edildigini ve
malign progresyon ve kotii prognoz ile korele oldugunu gostermistir.1%1% Bu sonuglar,
RASSF4'in, siklin D1 durumunun modiilasyonu yoluyla hiicre proliferasyonunu

diizenleyebilecegini gostermistir.

RASSF4'in hiicre invazyonu iizerindeki rolii incelendiginde, RASSF4'iin
akciger kanseri hiicre dizilerinin invazyon yetenegini inhibe ettigi tespit edilmistir.
RASSF4 restorasyonu, bir¢ok kanser tiiriinde invazyonun dnemli aracilart olan MMP2

ve MMP9 seviyelerini diisiirmiistiir. ! Bu nedenle, RASSF4'iin invazyon inhibisyonu
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tizerindeki rolii, MMP2 ve MMP9 asag1 regiilasyonu tizerindeki roliinden kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Yong Han ve arkadaslarimin yapmis oldugu c¢alismada Kiiglik Hiicreli Disi
Akciger Kanserinde RASSF4 protein ekspresyonunun asagi regiilasyonunu ve TNM
evresi, nodal durum ve zayif prognoz ile korelasyonunu gostermistir.?® Bu sonuglar goz
oniine alindiginda RASSF4, kiigiik hiicreli dist akciger kanserinde onemli bir timor

supresor olarak gorev yaptigr sdylenebilmektedir.

RASSF4'lin K-Ras't efektor alam1 aracilifiyla GTP'ye bagh bir sekilde
bagladigini ve 293-T hiicrelerinde apoptotik hiicre 6limiinii indiiklemek i¢in K-Ras ile
sinerjize ettigini gostermektedir. RASSF4'lin ifadesi, insan tiimor hiicrelerinin
biiyiimesini inhibe eder ve bu etki, RASSF4'tiin COOH terminusuna bir Ras CAAX
membran lokalizasyon sinyalinin eklenmesiyle arttirilir. RASSF4 genel olarak insan
dokularinda eksprese edilir, ancak siklikla insan tiimor hiicre ¢izgileri ve primer
timorlerde asagi regiile edilir. RASSF4 ifadesinin asagi regiilasyonu, promotdriin

metilasyonu ile iligkilidir.

RASSF5, meme (% 40), bobrek (% 33,3), kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (%
17,6) kolorektal (% 16,7) ve kiigiik hiicreli akciger kanseri (% 10) dahil olmak iizere
cesitli kanser hiicre ¢izgilerinde promoter hipermetilasyonu ile siklikla susturulur,?6:19
RASSF5’in metilasyonu kiigtik hiicreli dig1 akciger kanseri (% 24), Wilms timori (%
15) ve Renal hiicre karsinomu numunelerinde (% 19) tespit edilmistir.!** Buna karsilik
Tommasi ve arkadaglari, akciger kanseri hiicre dizilerinde ve melanomda RASSF5’in

higbir metilasyonu olmadigin1  bildirmislerdir.1%

Yapmis oldugumuz calismada
RASSF4°1in gen ekspresyon seviyelerinin hasta ve saglikli dokuda anlatimlari agisindan
anlaml bir fark gozlemlenmemistir (p>0,05) Calismamizda iki SNP bolgesi RS884879
ve RS7896801’in hasta grubunun kontrol grubuna gore mutasyon degisiminin

istatistiksel olarak anlamli oldugunu tespit ettik.

Vos ve arkadaslar, bir akciger kanseri hiicre hattinda RASSF5’in asir
ekspresyonunun RAS bagimli ve apoptotik biiylime inhibisyonu ile sonuglandigini
gdstermistir.'?® Bu bulgular RASSF5’in RAS sinyal mekanizmasinda ve apoptozda rol
oynayan bir timdr baskilayici olabilecegini  disiindiirmektedir. Calismamizda

RASSF4’1in bas boyun kanseri hiicrelerinde gen ekspresyonunun nispeten artmasi 7,70



62

(-7,19-9,38) RAS bagimli ve apoptotik biiyiime inhibisyonu ile alakasini
sorgulatmaktadir.

Ortiz-Vega ve arkadaslari, ne RASSF1A'nin ne de RASSF1C'nin Ras ve diger
Ras benzeri GTPazlara dogrudan baglanamadigimi gostermistir.’®® Hem RASSF1A hem
de RASSF5’in proapoptotik kinaz MST1 ile etkilesime girdigi ve sonugta apoptoza yol
actig1 da bildirilmistir.*® Bu bulgular bazi RASSF aile iiyelerinin ailenin diger iiyeleri
ile etkilesime girerek RAS sinyallesme yolaginda dolayli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. RASSF gen ailesinin etkisizlestirilmesi tiimorijenezle sonuglanan temel

sinyal yollarinin diizensizligine yol agabilmektedir.?®

Nazofarengial kanserde yapilan bir ¢alismada Porter ve arkadaslart RAS proteini
saptanmasina ragmen, RAS geninde yapisal bir degisiklik saptamamistir.’®” Yapilan
bircok calisgmada RASSF1A, RASSF1C, RASSF4 ve RASSFS5 in nazofarengial bag
boyun kanserinde sik sik susturuldugu gosterilmistir.>> % RASSF1A’nim nazofarengial
kanserde hedef tiimor baskilayici olamas1 muhtemeldir.?® Calismamizda larengial timér
grubu dokularinda RASSF4 {in gen ekspresyonunun nispeten arttigi tespit edildi ancak
istatistiksel olarak bir anlam ifade etmediginden dolayr larengial tiimoérlerde

RASSF4’iin de hedef tiimor baskilayici olabilecegi sdylenememektedir.

Herman ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada promotor metilasyonunun
bazi timor baskilayict genlerin fonksiyon kaybinda oOnemli bir rol oynadigim
bildirmislerdir.!*® Insan kanserinde RASSF1 ekspresyon kaybi en az 37 tiimér tipinde
anormal promotor metilasyonu ile iliskilendirilmistir. RASSF1A’nin ¢esitli timor
tiplerinde metilasyonu normal dokulara oranla belirgin bir sekilde gerceklestiginden
ideal bir kanser biyobelirtec olma potansiyeli yiiksektir.}%®20! Erken tiimér tespiti,
prognostik belirte¢ olarak kullanilmasi, iyi huylu biiylimelerden kaynaklanan kanser
gelisim riskini tahmin etmek ve teshis edilmis bir tiimoriin prognozunu tahmin etmek
icin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.”® Biz ¢alismamizda RASSF4’iin bas boyun

kanser dokular1 gen ekspresyon seviyelerinde daginik diizeyler tespit ettik.

Vos ve arkadaglarinin yapmis oldugu caligmada RASSF2 proteininin akciger
kanseri hiicre dizilerinde sikca asagi regile edildigini bildirmistir.?%? Akino ve
arkadaslart RASSF2’nin etkisizlestirilmesinin mutasyondan kaynakli olmadigini ortaya
koymustur.'% Calismamizda bas boyun kanserinde saglikli dokuya gére RASSF4 gen

anlatimlarinda analmli bir farklilik gozlemlenmemistir. Hasta ve saglikli kontroller
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arasinda RASSF4 RS7896801 genotip ve allel dagilimlari incelendiginde hasta grupta G
allel tasima siklig1 2,4 kat artmistir (p=0,015). AA genotipi tasima sikligi ise kontrol
grubunda istatistiksel olarak artmistir (p=0,015). RS884879 i¢in ise genotip ve allel
dagilimlar incelendiginde saglikli grupta CC genotipi tasima sikligi hasta grubuna goére
2,2 kat artmistir (p=0,048). Hasta grubunda ise T allel tagima sikliginin anlamli olarak
arttig1 gozlemlenmistir (p=0,048).

RASSF2 promoter metilasyonu akciger tiimor hiicre dizilerinde, mide kanseri ve
nazofarengial karsinomda lenf nodu metastazi ile korele sekilde goriilmektedir,07202-204

Calismamizda RASSF4 ekspresyonundaki diizensiz artisin lenf nodu metastazi ile

arasinda anlamli bir iligki gézlemlenmemistir.

Eckfeld ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada RASSF4’iin kalp, beyin,
plasenta, akciger, karaciger, iskelet kasi ve pankreas dokularinda eksprese edildigi
bulunmustur.’® Bazi tiimér hiicre hatlar1 ve primer tiimorlerde promotdriin metilasyonu
ile iliskili asag1 regiile edildigi tespit edilmistir.® Chow ve arkadaslarmin yapmus
oldugu c¢alismada RASSF4’lin sadece nazofarengial karsinom ve glioma hiicre
hatlarinda goriildiigiinii, primer tiimérlerde goriilmedigini bulmustur.?® Calismamizda

RASSF4’iin bas boyun kanseri dokularinda da eksprese edildigini gézlemledik.

Eckfeld ve arkadaslart RASSF4’iin kodlama dizisinin inaktive edici mutasyonlar
acisindan incelediginde higbiri ile baglanti saglayamamistir.’® Biz calismamizda
RS884879 ve RS7896801 SNP bolgelerinde hastalarin saglikli bireylere oranla her iki

bolgede de anlamli derecede mutasyon tespit edilmistir.

Giiniimiize kadar cDNA array ve analizleri gibi yontemlerle kanser ile iligkili bir
cok gen tanimlanmistir. Bu ¢alismamizda RASSF4 gen anlatimi ile bas boyun kanseri
arasinda bir iligki gézlemlememekle beraber, RASSF4 RS884879 ve RS7896801 gen
varyantlar1 ile hastalik arasinda pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir. Calismamiz
Tiirkiye’de bas boyun kanserli hastalarda RASSF4 gen etkinliginin arastirildig ve ilk

verilerin elde edildigi bir arastirma olma 6zelligini tasimaktadir.
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FORMLAR
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

(Hasta Bireyler i¢in)

CALISMANIN ADI: “BAS BOYUN KANSERLI HASTALARDA RASSF4
GENININ INCELENMESI”

0 Calismamiza Bas boyun kanseri tanis1 konulmus 100 hasta birey katilacaktir.
0 Sizden ameliyat esnasinda c¢ikarilacak olan tiimorlii dokudan numune
almacaktir.

0 Ayrica kemoterapi tedavisi baslamadan 6nce 5 cc kuru tiipte kan Ornegi
almacaktir.

0 Alman doku orneklerinden DNA izolasyonu ve RNA izolasyonu iglemi
yapilacaktir.

0 Alinan Kan 6rneginden serum ayrima islemi yapilacaktir.

0 Elde edilen DNA ve RNA o6rneklerinde hastaligimizin olusmasinda rol

oynayabilecegi diisiinilen RASSF4 geninin Real time PCR yontemi ile gen
ekspresyonu ve tek gen mutasyonlari incelenecektir. Bu g¢aligma direkt hastalik
sonucu belirtmemekle birlikte kisiye s6z konusu hastalikla iliskisi genetik yatkinliga
sahip olup olmadigin1 gostermektedir.

0 Elde edilen serum ornekleri ile RASSF4 serum diizeyleri tayin edilecektir.

0 Elde edilen DNA,RNA ve serum Ornekleri bu ¢alisma disinda bagka bir islem
icin kullanilmayacaktir.

0 Eger baska bir ¢alismada 6rneklerinizin kullanilmas: gerektiginde sizden izin
aliacaktir.

0 Uygulama esnasinda hernagi bir rahatsizlik ve rsikle karsilasmaniz s6z konus
degildir.

0 Bu calismada sizin hig¢bir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip tiim
sorumluluk arastiric1 ve destekleyiciye aittir. Arzu ederseniz lizerine mali ve hukuki
yiikiimliiliik olmaksizin ¢alismadan ayrilabilir.

0 Kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir.

0 Bu islemler i¢in sizden higbir ticret talep edilmeyecektir.
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0 Bu calisma i¢in size herhangi bir {icret 6denmeyecektir.
0 Calismaya katilmak zorunlulugunuz bulunmamaktadir.
0 Calismaya katilmay1 reddetmenizin gelecekteki takip ve tedaviniz {izerinde

olumsuz etkisi bulunmayacaktir.

0 Caligma kabul kriterlerin’e ve 6zelliklerine uyum saglamadiginiz takdirde
calismadan c¢ikarilabileceginiz durumlar olusabilir. Bu nedenle ¢alismadan
arastiricinin istegi ile ¢ikarilabilirsiniz.

0 Calisma sonunda elde edilecek verilerle uluslararasi ¢apta yayinlanabilecek,
hastaligimiza aciklik getirecek bilgiler elde edilebilmesi miimkiindiir. Bu sekilde
calisma sonucunda ulasilan 6nemli bir bilgi varsa tarafiniza bildirilecektir.

0 Sayin Dog. Dr. Murat Ulusan tarafindan [.U. DETAE Molekiiler Tip
Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya
“katilimer” (denek) olarak davet edildim.

0 Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi1 gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylikk 6zen ve saygi ile
yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin thtimamla korunacagi konusunda bana yeterli
giiven verildi.

0 Projenin yliriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi dnceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma
dis1 da tutulabilirim.

0 Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

0 Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya c¢ikmasi
halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi.
(Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

0 Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Do¢ Dr Murat Ulusan ‘1 arayabilecegimi biliyorum.

0 Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
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katilmam konusunda zorlayict bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

0 Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diislinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katilime1” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik
bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

0 Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniillilye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

Goéniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzast,

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

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin
Adi-soyadi, Imzasi

Dog¢ Dr Murat Ulusan

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus goérevlisinin

Adi-soyad1, Imzas1, Gorevi
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ETiK KURUL KARARI
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e ISTANBUL TIP FAKULTES]

> A TOUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU FORMU _

ARASTIRMANIN ACIK ADI |

"Bag Boyun kanserli hastalarda RASSF4 geninin incelenmesi"

, Belge Adi Tarihi Versiyon Numarasi Dili
{E ARASTIRMA PROTOKOLU N Tirkee @ Ingilizce ] Digerl]
g % BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU | m Tirkge W Ingilizee [ Diger[]
] § OLGU RAPOR FORMU i) Tirkge 0 Ingilizce 0 Diger(]
_%_g ARASTIRMA BROSURU 0 Tirke [ Ingilizce 0 Diger[J
Belge Adi 8] Agiklama
TURKCE ETIKET ORNEG] O
SIGORTA O
o |ARASTIRMA BUTGESI -
= |BIVOLOJK MATERYEL TRANSFER FORMU | [J
% HASTA KARTUGUNLUKLERI g
] [ 0
2 | YILLIK BILDIRIM 0
g SONUG RAPORU 8]
s GUVENLILIK BILDIRIMLERI O
5 [DIGER: - Anabilim Dall Baskanligindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karari, Literatar
§ : ‘lgéngq!. Somm!ulqk-P’aylaglm Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili Elemanlarin
Bilgilendiriigine Dair Belge, CV, CD
Karar No:16 Tarih: 13/10/2017 “ ] e
E | lsanbul Universitesi Aziz Sancar Dencysel Tip Arastirma Enstitts Mole iler Tip Anabilim Dalinda gorevli Prof. Dr. H. Arzu ERGEN' in
= | sorumlulugunda ve Msc. Emine Hande KARAGEDIK” in yurotecegi verilen arastirma basvuru dosyast ile ilgili belgeler arastirmanin
éé_ gerekoe, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate almarek incelenmis, ger etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katlan Etik Kurul |
¢ tam sayisinin salt ile Karar verilmistir. g oy
CALISMA ESASI |
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: 1
UnvanyAdvSoyads Uzmanlik Alant
— o
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INTIHAL RAPORU ILK SAYFASI

BAS BOYUN KANSERL|I HASTALARDA “RASSF'4 GENININ
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