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p53 geni hucre differansiasyonunu etkilemesi ile
tumoér baskilayici gibi etki gdsteren bir gen olup, 17.
kromozomun kisa kolunda (p13) yer almaktadir.

Bu gen, hicre proliferasyonunun kontrolunda rol
oynayan 53 kd'iuk bir nukleerfosfoproteini kodlamakta-
dir. p53 genindeki akklz mutasyonlar, en sik goérulen
tumor spesifik genetik degisikliklerdir ve bircok kanser
tipinde yayinlanmistir (Usteosarkoma, meningoma. ko-
lon, akciger, myelodisplastik sendrom, dver ve hepato-
selluler karsinoma gibi). Bunlarin yani sira, nadir bir ai-
levi kanser sendromu olan L-Fraumeni sendromunda
da p53 genine 6zgu mutasyonlar tanimlanmistir. Top-
lam 11 eksonu olan p53 geninin belirli bdlgelerinde, 6-
zellikle de 5-8. eksonlarinda mutasyonlar en sik olarak
gozlenmektedir (1). Pediatrik yas grubunda nadir ola-
rak gorilen Hepatoselluler karsinoma'da (HCC) 6zellik-
le 7. eksonda kodon 249'da AGG (Arginine) dizisinin
AGT'ye (Serine) degisimi s6z konusudur. Bu degisimin,
ozellikle dietlerinde aflatoksin kontaminasyonu olan bdl-
gelerde (6zellikle Afrika) go6zlenmistir. Ancak HCC
etyolojisinde Hepatitis B virisiunin da (HBV) roli ol-
dugu bilinmektedir. Turk dietinde aflatoksin dlzeyi
dusuk ancak HBYV prevalansi ylksek olarak bilinmekte-
dir. Bugune kadar toplam 12 Turk eriskin olguda yapi-
lan incelemelerde bu mutasyona rastlanmamistir (2-6).

Biz bu arastirmamizda HCC tanisi almis, Ugu ¢o-
cuk toplam bese olguda HBYV birlikteligini ve p53 kodon
249 mutasyonunun olup olmadigini arastirdik.
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DNA, tumoér dokusundan ve parafin bloklardan fe-
nolkloroform ekstraksiyonu ve etanol presipitasyonu ile
elde edilmistir. p53 geninin 7. ekosunu igine alacak
sekilde ikiprimerseti (F3:5';GTTGGCTCTGACTGTAC-
CAC-3'; R3:5'CTGGAGTCTTCCAGTGTGAT-3") kulla-
nilarak; dATP, dCTP.dGTP.dTTP, Tag DNA Polimeraz
(Promega) ve 100mM Tris-HCI, 500mM KCI, 15mM
MgCL., %0.01 Gelatin ile polimeraz zincir reaksiyonu
gerceklestirilmistir. PCR, 94°C'de 90sn.;55°C'de 150
sn;72°C'de 3dk. olacak sekilde 30 siklusta yapiimistir,
ilk siklusta denatlirasyon 94°C'de 7dk ve son siklustan
sonra 72°C'de 5dk olarak tamamlanmistir (COY,
A.B.D). PCR durunlire %6'lik Poliakrilamid gel elektro-
forezi ile kontrol edilmistir. PCR sonrasi 110 bazhk
olan PCR durini Haelll restriksiyon endonlkleaz enzimi
ile muamele edilmistir. Bu boélge kodon 249'da Haell
kesim noktasi tasimaktadir ve PCR urlGni Haelll ile ke-
sildiginde 75 ve 35 bazlik iki parcaya ayrilmaktadir. Mu-
tasyon olmasi halinde ise Haelll kesim noktasi ortadan
kalktigindan 110 bazlhik kesilmemis bir parga gorilecek-
tir (Sekil 1).

HBYV, iki primer seti kullanilarak (HBVi: 5'-CAG
CGG TAT AAA GGG ACT CAC G-3'; HBV2: 5'-TGC
TGG CTC CAG TTC AGG A-3'); 94°C'de 60sn.;
55°C'de 120 sn; 72°C'de 3dk. olacak sekilde 30 si-
klusta yapilmistir, ilk siklukta denatlirasyon 94°C'de
5dk ve son siklustan sonra 72°C'de 5 dk olarak ta-
mamlanmistir. (COY, A.B.D). Elde edilen PCR Uruniln
uzunlugu 699 bazdir. Pozitif viris érneklerinin PCR uri-
nindn uzunlugu 699 bazdir. Pozitif viris &rneklerinin
PCR bdlgesi Haelll ile kesilerek, nonspesifik PCR
Urlinleri yoninden denetlenmistir. HB V-PCR"', iki kez
tekrarlanmigtir (Sekil 2a, 2b). PCR drunleri %1'lik agar
gel elektroforezinde kontrol edilmigtir.

SONUCLAR

Calismada elde edilen sonuglar Tablo 1'de gdste-
rilmigtir.

Primer karaciger kanserlerinin en yaygin formu he-
patoselluler karsinoma olup p53 geninde mutasyonlar
sik olarak bulunmaktadir. Tumére 6zgu p53 mutas-
yonlar, hucredeki buylime duzenleyici fonksiyonlari
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olan p53 proteinin hatali sentezin® yol agarlar. HCC'de
p53 proteinin hatali sentezine yol agarlar. HCC'de p53
geninin /.eksondaki, kodon 249'da ortaya ¢ikan (Arg)-
(Ser) degisiminin siklikla olustugu belirlenmistir (2-6).

Degiisik Ulkelerden toplanan ¢rneklerde, bu mutas-
yonun varhligi arastiriimistir. HCG etyofojisinde HBV ve
aflatoksinin roli oldugu uzerinde durulmaktadir (3,6).
Bu mutasyonel 6zginlik, 6zgul (spesifik) karsinojen-
lerie kars1 karsiya kalmayi yansitabilir (2-3).

ztirk ve arkadaslari, 167 olgudan 12 tanesinde
bu mutasyonu belirlemislerdir. Bu olgularin tima Afrika
ve Glneydogu Asya (Cin) llke kokenlidir. Kuzey Ame-
rika, Avrupa, Ortadogu ve Japonya orneklerinde bu
mutasyonu belirleyememislerdir (4). Hayvvard ve arka-
daslari ise 16 Avustralyali olgudan higbirinde bu mu-
tasyona rastlamamiglardir (5). Patel ve arkadaslari ise,
inceledikleri ingiltere kdkenli 17 olgudan birinde; disik
aflatoksinli bélgelerden gelen 30 olgudan birinde; Afrika
kdkenli 8 olguldan ikisinde bu mutasyonu saptamislar-
dir (6).

Bu U¢ c¢alismanin sonuglari birbirlerine karsit so-
nuglar tagimaktadir. Cinki Oztirk ve arkadaslari, afla
toksinin yogun oldugu bdlgelerde bu mutasyonu buldu-
klarini ileri siirerken Hayvvard ve arkadaslari ise afla-
toksinin yilksek oranda bulundugu bdélgelerde bu mu-
tasyona rastlamamiglardir. Patel ve ark. ise her iki
grupta da bu mutasyonu belirlemislerdir (3-6).
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Sekil 1. p53 geni exon 7'rtin PCR Uriinintin Hae ili restriksiyon
endonikleaz ile kesimi ile elde edilen sonuglar (%4'lik Agar gel
elektroforezi(%1 NuSieve Agar)

Sira1ve7 : OX174/Hae IH ile kesilmis (Marker)

Sira 2 Normal bir kiside PCR iriiniiniin Hae ili enzimi
ile kesilmesi sonucu olusan 75 ve 35 bazlik
pargalar (B ve C)

Sira 3-5 Hepatoselliiler karsinoma timoér dokularinda PCR
Urlindndn Hae lll enzimi ile kesilmesi sonucu
olusan 75 ve 35 bazlik pargalar (B ve C)

Sira6 Hae Il enzimi ile kesilmemis 110 bazlik PCR

Uriind (A)
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Sekil 2A, Hepatitis B virlis PCR Urtind sonuglari (%1'lik Agar Gel
Etektroforezi)

SiraOX OXxi74/Hae lll ile kesilmis (Marker)

Sira 1 Hepatif B virlis negatif 6rnek

Sira4-6 i Hepatit B virls negatif doku érnekleri

Sira 2-3 Hepatif B virlis pozitif hepatoselliiler karsinoma
ornekleri

Sira 7-10 Hepatit B virls pozitif hepatit drnek

Sira 11 Negatif kontrol (PCR kontroli igin)

Sekil 2B. Hepatitis B virlis pozitif PCR 6rneklerinin Hae lll enzi-
mi ile kesilerek elde edilen nonspesifik PCR Uriinleri yéninden
denetlenmesi (%1'lik Agar Gel Etektrolorezi)

Sirat : OX 174/Hae Il ite kesilmis (Marker)

Sira2 Hepatit B viris Hae lll ite kesilmemis PCR
arand (A)

Sira3-7 i Hepatiti 8 virusu Hae Il ile kesilmis PCR

driinti (B,C,D, E)

Aflatoksin B1. besinlerde kontaminant olarak bulu-
nur. Hedef nikleotitlerde siklikla G-T degisimine yol
acar ve hayvanlarda potent bir hepatokarsinojendir (3).
CD 249'da gbézlenen mutasyon da bir G-T degisimidir.
Daha 6nce yapilan galismalar ile bu bilgiler birlikte
disunildiginde; bu mutasyonun HBYV ile olusturulma-
digini ileri st limkoéndar.

Aflatoksin alimi yani sira. HCC indiklerimesi igin
enfeksiyon da gerekli olabilir (7). Bunlarin disinda bir
baska oksidatif DNA hasari ile G-T degisikligine yol aga-
bilecek alternatif mutajon varligi da ileri strilmustur (6).

iki ayri galismada incelenen HCC'li 12 Tirk ol-
guda p53°°" rnutasyonuna rastlanmamistir (4,6). Turk
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Tablo1. Hepatoselluler karsinomada p53 Kodon
249Ser mutasyonu ve HBV ile assosiasyonu

Olgu Ornek HBV ~ CD 249
1- Tiimor dokusu )
2 Parafin blok 0) ()
3- Timor dokusu -) ()
4- Parafin blok M —)
5- Parafin biok w (&

dietind® aflatolcsin ~ miktari  dusiuk dizeyde olup;
HBV prevalansi ise; %1-5 arasinda degisim gosterir
(4).

Biz bu ¢aligmamizda inceledigimiz 5 olguda p53*"
mutasyonunu belirleyemedik. Bu olgulardan HBV yo6-
ninden incelenen bes olgudan doérdinde pozitif olarak
belirlenmistir, Turk toplumunda incelenen olgu sayisi
béylece 17*ye ¢ikmis olmaktadir,

Aflatoksin'in p53 geninde spesifik mutasyonlann
olusmasindaki roli ve HBV infeksiyonunun bu baz
degisikligine tek basina katkisinin olup olmadigi hipotezi-
sin! belirleyebilmek icin daha fazia sayida timor or-
neginde galismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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