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1. ÖZET : 

 

 

İnsan Kanser Hücre Hatlarında Peroksizom Proliferatör İle Etkinleşen Reseptör 

Gamma Genindeki Pro12ala Polimorfizminin Araştırılması 

 

Öğrencinin Adı: Hatice Kurnaz 

Danışmanı: Dr. Öğr. Üyesi Hande Koçak 

Anabilim Dalı: Tıbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

 

Tek Nükleotit polimorfizmleri (SNP), DNA dizisinde tek bir nükleotitte meydana 

gelen değişikliklerdir. SNP’ler gemomda en sık görülen genetik varyasyonlar olup gen 

ifadesini ve fonksiyonunu etkileyebildikleri bilinmektedir. 

Peroksizom Proliferatör ile Etkileşen Reseptör Gamma (PPARγ) geninin 12. 

kodonunun 34. nükleotidinde meydana gelen CG dönüşümü ile oluşan prolin amino 

asitinin alanin amino asitine değişimi sonucunda Pro12Ala polimorfizmi oluşmaktadır. 

Son zamanlarda yapılan birçok çalışma Pro12Ala polimorfizminin obezite, diyabet, 

bazı kanser türleri gibi birçok hastalık ile ilişkili olabileceğini göstermiştir. Hücresel 

düzeyde ise kanser ile Pro12Ala polimorfizmi ilişkisini inceleyen bir çalışmaya 

rastlanmamıştır.  

Bu çalışmada kanser hücre hatları ile normal hücre hatlarında Restriksiyon Parça 

Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yöntemi ile Pro12Ala polimorfizmi incelenmiş ve 

Pro12Ala polimorfizminin PPARγ mRNA ekspresyonu üzerindeki etkisi Gerçek 

Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) yöntemi ile araştırılmıştır.  

Araştırma sonucunda, taranan 13 hücre hattı içerisinde sadece AGS ve Caki-1 hücre 

hatlarında Pro12Ala polimorfizmi tespit edildi. Bu hücre hatlarının PPARγ mRNA 

ifadesinin, Pro12Ala polimorfizmi bulunmayan MCF10A, SK-BR-3, MDA-MB-453, 

MDA-MB-458 hücre hatlarına kıyasla daha düşük olduğu bulundu. 

 

Anahtar Kelimeler: PPARγ, Pro12Ala Polimorfizmi, Kanser, Hücre hattı, 

mRNA ekspresyonu 
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2. SUMMARY : 

 

 

Investigation of Pro12Ala Polymorphism in the Peroxisome Proliferator-

Activated Receptor-Gamma Gene in Cancer Cell Lines 

 

The Name of the Student: Hatice Kurnaz 

Supervisor: Asst. Prof. Hande Koçak, PhD 

Department: Medical Biology and Genetics 

 

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the variations in single nucleotide in the 

DNA sequence. They are the most common genetic variations in genome. It is known 

that SNPs may have effects on gene expression and function. 

The Pro12Ala polymorphism is the change of proline amino acid to alanine amino 

acid by the conversion of cytosin(C) to guanine (G) at 34th nucleotide of the 12th 

codon in the Peroxisome Proliferator Receptor Gamma (PPARγ) gene. Several recent 

studies have shown that Pro12Ala polymorphism may be associated with many 

diseases, such as obesity, diabetes, and some types of cancer. At the cellular level, 

there were no studies investigating the relationship between cancer and Pro12Ala 

polymorphism. 

In this study, Pro12Ala polymorphism in PPARγ gene was investigated in cancer cell 

lines and normal cell lines via using restriction fragment length polymorphism (RFLP) 

method and the effect of Pro12Ala polymorphism on PPARγ mRNA expression was 

investigated via using Real Time Polymerase Chain Reaction method. 

In conclusion; amongst 13 cell lines that are screened, Pro12Ala polymorphism was 

detected in only AGS and Caki-1 cell lines. PPARγ mRNA expression of these cell 

lines was found to be lower than PPARγ mRNA expression of cell lines without 

Pro12Ala polymorphism such as MCF10A, SK-BR-3, MDA-MB-453, MDA-MB-458 

cell lines. 

 

Key Words: PPARγ,  Pro12Ala Polimorphism, Cancer, Cell line, mRNA expression 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ : 

 

Peroksizom proliferatör ile etkinleşen reseptör (PPAR), lipit metabolizması ve 

adipogenezin düzenlenmesinde görev alır (Gimble ve ark., 1998; Corrales ve ark., 

2018a). PPAR, farklı genler tarafından kodlanan ve yüksek oranda birbirlerine 

benzerlik gösteren üç farklı alt birimden oluşur. Bu alt birimler α, β/δ ve γ olarak 

adlandırılmaktadır (Fang ve ark., 2016; Meirhaeghe ve Amouyel, 2004; Yousefnia ve 

ark., 2018). 

PPARγ bir adipojenik düzenleyicidir (Meirhaeghe ve Amouyel, 2004). PPARγ, 

yağ hücrelerinin yanı sıra diğer doku ve hücrelerde de eksprese edilmektedir (Wang ve 

Kilgore, 2002; Giaginis ve ark., 2009; Jain ve ark., 1998; Kliewer ve ark., 1994). 

PPARγ, nükleer reseptör ailesinin diğer üyelerine kıyasla daha fazla adipojenik etkiye 

ve transkripsiyon aktivitesine sahiptir (Tontonoz ve ark., 1994; Tontonoz ve 

Spiegelman, 2008). 

PPARγ’nın iki protein izoformundan biri olan PPARγ2proteini PPARγ1’den 

farklı olarak 30 aminoasitlik eklentiye sahiptir (Tontonoz ve ark., 1994; Tontonoz ve 

Spiegelman 2008; Fajas ve ark., 1997; Berger ve Moller, 2002). PPARγ1 mRNA’sı A1, 

A2 ve 1-6 ekzonlarını içerir ve Promotor P1’i kullanırken; PPARγ2 mRNA’sı ise B ve 

1-6 ekzonlarını içerir ve Promotor P2 kullanır (He, 2009; Gouda ve ark., 2010).  

PPARγ2’deki tek nükleotit değişimi ile meydana gelen alanin aminoasiti ile 

prolin aminoasitine dönüşümü Pro12Ala polimorfizmini oluşturur (Mansoori ve ark., 

2015; Yen ve ark., 1997). Pro12Ala polimorfizmi ve kanser ilişkisini inceleyen birçok 

farklı çalışmada bu polimorfizmin kanser riski üzerindeki olası etkisinin kanıtlayacak 

ya da yalanlayacak ortak bir sonuca ulaşılamamış olup farklı çalışmalarda aynı kanser 

türüne ait farklı sonuçlar elde edildiği görülmüştür. 

Yapılan literatür çalışmalarında PPARγ’nın obezite, diyabet ve bazı kanser 

türleri gibi birçok hastalık ile bağlantılı olabileceği görülmüştür. Adiposit 

farklılaşmasının PPARγ tarafından programlanabilmesi ve PPARγ’nın güçlü 

bağlandığı agonist ligandlarının bulunması, PPARγ’nın kanser ile ilişkili olabileceğini 
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düşündürmüştür (Tontonoz ve Spiegelman, 2008). Yapılan bir çalışmada PPARγ’nın 

akciğer kanseri üzerinde etkili olabileceği gösterilmiştir (Tsubouchi ve ark., 2000). Bir 

çalışmada ise post genomik ve genomik olarak PPARγ incelenmiş ve obezitede 

PPARγ’daki Pro12 allelinin mRNA ifade düzeyinde artışa sebep olduğu görülmüştür 

(Berhouma ve ark., 2013). 

Yapılan literatür çalışması sonucunda Pro12Ala polimorfizmini ve bu 

polimorfizmin PPARγ ekspresyonu üzerine etkisini kanser hücre hatlarında inceleyen 

çalışmaya rastlanmamıştır. Bu sebeple çalışmamızda farklı hücre hatlarında Pro12Ala 

polimorfizminin varlığını araştırmak ve Pro12Ala’nın PPARγ mRNA ekspresyon 

düzeyinde etkisini araştırmak amaçlanmıştır. Çalışmanın ilerleyen sürecinde 

gönüllüler ve kanser hastalarındaki Pro12Ala polimorfizmine bakılarak Pro12Ala 

polimorfizminin çeşitli kanser türleri ile ilişkisinin araştırılmasının yanında Pro12Ala 

polimorfizminin PPARγ mRNA ifadesine etkisinin kanser hücre hatları ile normal 

hücre hatlarında karşılaştırılması planlanmaktadır.  
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4. GENEL BİLGİLER : 

 

 

4.1. PEROKSİZOM PROLİFERATÖR İLE ETKİNLEŞEN 

RESEPTÖR (PPAR) 

 

Peroksizom proliferatör ile etkinleşen reseptör (PPAR), nükleer hormon 

reseptörü süper ailesine ait olan ligand bağımlı bir transkripsiyon faktörüdür. Ligand 

bağlanması ile aktifleşip hedef genlerin trans-aktivasyonunu ve trans-represyonunu 

sağlamakla birlikte kompleks biyolojik etkilere neden olmaktadır (Corrales ve ark., 

2018b; Thomas ve ark., 2011). Bu transkripsiyon faktörünün temel görevi lipit 

metabolizması ve adipogenezden sorumlu olan genlerin promotorlarını kontrol 

etmektir (Gimble ve ark., 1998; Yousefnia ve ark., 2018; Corrales ve ark., 2018a). 

Bununla birlikte PPAR aracılı gen aktivitesi düzenlemesi birçok farklı sistemik ve 

hücresel metabolik yolakta görevli olup birçok farklı dokuda önemli rol oynar. (Şekil 

1) (Dhaini ve Daher, 2019). 

 

 

Şekil 1. PPAR’ın fizyolojik fonksiyonlarının genel gösterimi [(Dhaini ve Daher, 2019)’dan 

adapte edilmiştir)] 
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4.1.1. PPAR’ın Özellikleri ve Çeşitleri        

 

PPAR proteini beş farklı bölgeden oluşmaktadır(Şekil 2). Ligand bağlayıcı bölge 

(LBD), yarışmalı olarak ligandları bağlanmakla görevlidir (Glass ve Ogawa, 2006) ve 

PPAR, büyük ligand bağlama ceplerine sahip olması nedeni ile çeşitli ligandlar 

bağlayabilmektedir (Varga ve ark. 2011). Trans-aktivasyon alanı, transkripsiyonel 

aktivasyonu sağlamakla görevlidir. DNA bağlanma bölgesi (DBD), PPAR’ın DNA 

üzerindeki PPAR yanıt elementlerine (PPRE) bağlanmasını sağlayan bölgedir (Brown 

ve Plutzky, 2007; Mangelsdorf ve ark., 1995). Aktivasyon fonksiyonu-1 (AF-1) 

bölgesi, ligand bağımsız olarak amino terminal trans-aktivasyon bölgesi iken; 

aktivasyon fonksiyonu-2  (AF-2) bölgesi, LBD içinde yer alan, koaktivatör ve 

korepresörlerin bağlandığı bölgedir (Glass ve Ogawa, 2006; Beekum ve ark., 2009).  

 

Şekil 2. PPAR’nın da dahil olduğu nükleer reseptörlerin yapısı ve üzerinde yer alan bölgeler 

[(Glass ve Ogawa, 2006)’dan adapte edilmiştir)] 

 

PPAR’ın üç farklı gen tarafından kodlanan ve % 60-80 oranında birbirleri ile 

benzerlik gösteren α, β/δ ve γ olarak adlandırılan 3 farklıizoformu bulunmaktadır 

(Fang ve ark., 2016; Meirhaeghe ve Amouyel, 2004; Yousefnia ve ark., 2018). Bu 

izoformların biyolojilerinin aynı olduğu bilinmektedir. Ligandlar kendi izoformlarına 

LBD bölgesinden bağlanır (Brown ve Plutzky, 2007). Bu bağlanma hedef genlerin 

mRNA ifadelerinin seviyelerinde farklılıklara neden olmaktadır (Willson ve ark., 

2000). Ligand bağlanması ile AF-2 bölgesinde konformasyonel değişiklik meydana 

gelir. Retinoik X Reseptörü (RXR), kendi ligandı ile aktive olarak PPAR ile 

heterodimer oluşturur. Bu heterodimer yapısı, PPRE’ye, DBD’i aracılığı ile bağlanır 

(Brown ve Plutzky, 2007). Steroid reseptörü koaktivatörleri (SRC) ve CREB (cAMP 
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duyarlı elemanları bağlayıcı protein) bağlayıcı proteininin (CBP)-p300 de bağlandığı 

bir promotor elementi olan PPRE, aralarında birkaç nükleotit bulunan AGGTCA 

tekrarlarından oluşur (Meirhaeghe ve Amouyel, 2004, Brown ve Plutzky, 2007). PPAR 

izoformlarının transkripsiyon düzenlemesinde görev yapabilmesini sağlayan çeşitli 

koaktivatörler ve korepresörler ile beraber çalıştığı bilinmektedir. (Şekil 3) (Brown ve 

Plutzky, 2007; Kravchenkoa ve Yarmysh, 2011). 

Şekil 3. PPAR transkripsiyon düzenlemesini gerçekleştirmek için PPAR ve RXR 

heterodimerine bağlanan koaktivatör, korepresör, ligandlar ve PPRE bölgesinin şematik çizimi 

[(Kravchenkoa ve Yarmysh, 2011)’ den adapte edilmiştir] 

PPAR hedef genleri üzerinde yapılan bir çalışma PPARα’nın 83 hedef geni, 

PPARβ/δ’nın 83 hedef geni ve PPARγ’nın 104 hedef geni olduğunu göstermiştir (Fang 

ve ark., 2016; Yousefnia ve ark., 2018). Bu izoform, ifade ve ligand bağlanma 

spesifitesi açısından dokuya göre farklılık gösterir (Wang ve Kilgore, 2002). PPAR 

izoformlarının bulundukları dokular ve fonksiyonları Tablo 1’de ayrıntılı olarak 

verilmiştir (Dhaini ve Daher, 2019).   
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Tablo 1: Tablolardan uyarlanan PPAR izoformlarının dokularda ifadeleri, ligandları ve 

fonksiyonları [(Dhaini ve Daher, 2019)’dan adapte edilmiştir.] 

Gen 
Eksprese Olduğu 

Dokular 
Fonksiyonu 

PPARα 

Karaciğer, kalp, 

böbrekler, bağırsak, 

kahverengi adipoz 

doku  

Yağ asidi ve kolesterol katabolizmasını 

aktive eder ve glukoneogenezi ve keton 

vücut sentezini uyarır.  

Heme sentezini uyarır.  

Aminoasit metabolizmasını ve üre sentezini 

kontrol eder.  

İnsülin direncini azaltır. 

PPARβ/δ 

Deri, Gastrointestinal, 

adipoz doku, iskelet 

kası, beyin, plasenta  

Enerji homeostazı, yağ asidi katabolizması 

ve adaptif termojenezi kontrol eder. 

Hücre proliferasyonunu ve terminal 

farklılaşmasını kontrol eder. 

İltihabı engeller. 

Plasenta ve Gastrointestinalin gelişiminde 

rol oynar. 

PPARγ 

PPARγ1; 

Gastrointestinal, 

beyin, Kas hücreleri, 

İmmün hücreleri 

 

PPARγ2;  

Yağ dokuları 

Adipogenezi ve lipid biyosentezini düzenler. 

Beyaz yağ dokusunda lipit depolanmasını ve 

kahverengi yağ dokusunda enerji dağılımını 

sağlar. 

İnsülin direncini azaltır. 

Adipositlerin farklılaşmasını destekler 

Plasenta ve embriyonik kalp gelişiminde rol 

oynar 
 

 

4.1.2. PPARγ’nın Özellikleri ve Çeşitleri 

 

PPARγ adipojenik düzenleyici olması nedeni ile özellikle farklılaşmayı 

sağlamak için yağ hücrelerinde eksprese edilir (Meirhaeghe ve Amouyel, 2004; Wang 

ve Kilgore, 2002; Chawla ve ark., 1994). Bunun yanında PPARγ, adiposit 

farklılaşması, lipit depolanması, inflamatuvar süreç yönetimi, glukoz ve insülin 

homeostasisi gibi görevleri yerine getirdiği için az da olsa diğer hücre ve dokularda da 

eksprese edilmektedir (Giaginis ve ark., 2009; Jain ve ark., 1998; Kliewer ve ark., 

1994). PPARγ’nın adipositler dışında da karaciğer, kas, meme bezi gibi birçok dokuda 

farklı işlevlerin gerçekleşmesinde görevlidir. (He, 2009) (Şekil 4). 

 



 

9 

 

 
Şekil 4. PPARγ’nın farklı dokular üzerinde rol oynadığı pleiotropik işlevleri [(He, 2009)’dan 

adapte edilmiştir) 

 

PPARγ, diğer nükleer reseptör ailelerinden daha fazla transkripsiyon aktivitesine 

ve adipojenik aktiviteye sahiptir (Tontonoz ve ark., 1994; Tontonoz ve Spiegelman, 

2008). PPARγ işlevlerini yerine getirebilmek için Tablo 2’de de gösterildiği üzere 

birçok yolak ile etkileşim halindedir. (Brown ve Plutzky, 2007). 

Tablo 2. PPARγ çeşitli yolakların kontrolünü farklı gen gruplarının kontrolü ile sağlar 

[(Brown ve Plutzky, 2007)’ den adapte edilmiştir] 

Adipogenesis Lipid 

Metabolizması 

Glukoz Kontrolü İltihap/Vasküler  

AP2 Düşük yoğunluklu 

lipoprotein 

GLUT4 İnterferon-γ, 

Adiponektin ABCA1 Thioredoksin 

bağlanma proteini-

2 

Kemokinler (Mig, 

iTAC, IP10), 

Adipsin ABCG1 Resistin Kemokin 

reseptörleri (CCR2) 

CCATT/çoğaltan 

bağlayıcı protein α 

Yağ asidi bağlanma 

proteini-4 

 Yümör nekrosis 

faktör-α 

   MMP-9 

 

İnsanda PPARγ geni (OMIM: 601487) kromozom 3p25’de yer alır ve Şekil 5’de 

gösterildiği gibi PPARγ’nın PPARγ1, PPARγ2, PPARγ3, PPARγ4 olmak üzere dört 

farklı transkripti bulunmaktadır (Aprile ve ark., 2014). PPARγ2 beyaz ve kahverengi 

yağ dokularında önemli miktarda eksprese edilirken, PPARγ3 beyaz adiposit ve 

hepatosellüler hücreler, insan bağırsak hücreleri gibi çeşitli hücrelerde eksprese edilir. 

PPARγ1 ise makrofaj hücrelerinde, kolon, kemik, karaciğer gibi birçok organın 
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hücrelerinde eksprese edilir. PPARγ4 adipoz dokuda eksprese edilir fakat hakkında 

fazla bilgi yoktur. PPARγ1, PPARγ3, PPARγ4 aynı protein ürününü kodlamaktadır 

(Meirhaeghe ve Amouyel, 2004; Corrales ve ark., 2018b). PPARγ’nın PPARγ1 ve 

PPARγ2 olmak üzere iki protein izoformu vardır (Şekil 5) (Gimble ve ark., 1998; 

Aprile ve ark., 2014). PPARγ2 mRNA’sı, PPARγ1’den farklı olarak farklı promotor 

kullanımı ve alternatif splayzing nedeni ile 30 aminoasitlik eklentiye sahiptir 

(Tontonoz ve ark., 1994; Tontonoz ve Spiegelman 2008; Fajas ve ark., 1997; Berger ve 

Moller, 2002). PPARγ1, Promotor P1’i,  PPARγ2, Promotor P2’yi, PPARγ3 Promotor 

P3’ü, PPARγ4 ise Promotor P4’ü  kullanır (He, 2009; Dragojevič ve ark., 2008). 

PPARγ1 mRNA’sı A1, A2 ve 1-6 ekzonlarını içerirken; PPARγ2 mRNA’sı B ve 1-6 

ekzonlarını içerir, PPARγ3 mRNA’sı A2 ve 1-6 ekzonlarını içerir, PPARγ4 ise 1-6 

ekzonlarını içerir (Şekil 5)  (He, 2009; Gouda ve ark., 2010; Dragojevič ve ark., 2008). 

Ek olarak PPARγ2, PPARγ1 ile kıyaslandığında adipojenik ve transkripsiyonel 

aktivitesi de daha yüksektir (Mueller ve ark., 2002).  

PPARγ’nın (pre-)adipositlerdeki ekspresyonunun düzenlenmesinde üç faktör 

etkilidir. Bu üç faktör epigenetik değişiklikler ve ilave kromatin yapılanmaları, 

PPARγ’nın ekspresyonunu düzenleyen transkripsiyon faktörleri ve mikroRNA 

(miRNA)’lardir. (Broekema ve ark., 2019). 

PPARγ’nın endojen ligandlarından bazıları doymamış yağ asitleri, 15-Deoxy-

Delta-12,14-Prostaglandin J2 (15d-PGJ2), 15-HETE, 9-HODE, 13-HODE ve Okside 

Düşük Yoğunluklu Lipoprotein (oxLDL)'lerin bileşenleri iken, sentetik ligandlarından 

bazıları ise Tiyazolidindionlar (TZD’ler) (rosiglitazon, pioglitazon, troglitazon ve 

ciglitazon), farglitazar, tirozin türevleri, Nonsteroidal Anti-İnflammatoruar İlaç 

(NSAID)'lardır (Varga ve ark., 2011; Wang ve ark., 2006). PPARγ ligandlarının tümör 

gelişimini baskılayabilmektedir (Tachibana ve ark., 2008; Grygiel-Górniak, 2014). 
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Şekil 5. PPARγ geni (ilk sıra), mRNA’ları ve protein izoformlarının şekilsel gösterimi 

[(Dragojevič ve ark., 2008)’den adapte edilmiştir. ] 

 

PPARγ aktivasyonu ve baskılanmasında koaktivatörler ve korepresörler görev 

yapmaktadır (Şekil 3). CBP-p300, SRC ailesi, RNA polimeraz II transkripsiyon aracısı 

(MED)-1, tiroid hormonu reseptörleri ile ilişkili protein (TRAP) 220, PPAR 

koaktivatörü (PGC)-1 koaktivatörleri PPARγ’nın aktivitesini düzenleyen 

koaktivatörlerden bazılarıdır. Retinoik Asit ve Tiroid Hormonu Reseptörünün Susturucu 

Mediatörü Alfa (SMRTα), Nükleer Reseptör Korepresör (NCoR), Reseptör Etkileşimli 

Protein 140 α (RIP140α) ise PPARγ’nın aktivitesini baskılayan korepresörlerden 

bazılarıdır (Leader ve ark, 2006; Kotta-Loizou ve ark., 2012; Dhaini ve Daher, 2019). 

Giaginis ve arkadaşları ve  Belvisi ve arkadaşları tarafından derlenen makalelere 

göre PPARγ’nın hedef gen trans-represyonunu sağlamak için üç potansiyel 

mekanizması vardır (Giaginis ve ark., 2009; Belvisi ve ark., 2006). İlk mekanizma 

olarak ligand aktivasyonundan sonra PPARγ/RXR heterodimerlerinin diğer 

transkripsiyon faktörleri ile pro-inflamatuvar gen uyarımı açısından önemli olan 

koaktivatörlere bağlanabilmesini göstermişlerdir. Böylece aktive edilmiş protein-1 

(AP-1), sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatörü (STAT-1), Nükleer Faktör-кB (NF-

кB) ve aktive edilmiş T hücrelerinin nükleer faktörü (NFAT) gibi pek çok 

transkripsiyon faktörünün transkripsiyonel trans-aktivasyonu, oldukça düşürülebilir. 

İkinci potansiyel trans-represyon mekanizması; NFAT, NF-kB ailesi p50, p65 alt 
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üniteleri gibi transkripsiyon faktörleri PPARγ ve RXR heterodimerine bağlanmasıdır. 

Üçüncüsü mekanızmanın ise ligand ile aktive olan PPARγ ve RXR heterodimeri 

mitojen tarafından aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolağını negatif yönde 

düzenlemesi olduğu önerilmiştir.  PPARγ ve RXR heterodimeri MAPK ailesinin 

üyelerinden bazılarının aktivasyonunu ve fosforilasyonunu inhibe edebilir. (Giaginis 

ve ark., 2009; Belvisi ve ark., 2006). 

 

4.1.3. PPARγ’ın Varyantları ve Etkileri  

 

4.1.3.1. Tek Nokta Polimorfizmleri  

 

DNA dizilerindeki meydana gelen nükleotit değişikliklerini adlandırmak için 

farklı terimler kullanılmaktadır. Bu değişiklikler popülasyonda görülme 

sıklığının %1’den fazla olması durumunda polimorfizm olarak adlandırılırken, 

görülme sıklığı %1’den düşük ise mutasyon olarak adlandırılmaktadır (Aksoy ve 

Soydemir, 2017; Utine ve Utine; 2012). Bu değişikliklerin görülme sıklıklar 

popülasyondan popülasyona değişmesi bu değişikliklerin fonksiyonel sonuçlarını daha 

önemli hale getirmiştir. Bu terimler sadece popülasyonda görülme sıklığı üzerinden 

değerlendirme yapıldığında söz konusu DNA değişikliklerinin protein üzerinde 

yarattığı fonksiyonel sonuçları kapsamak konusunda yetersiz kalmaktadır.  Bu durum 

polimorfizm ve mutasyon kavramlarının kullanımında ortak bir görüş oluşturmayı 

zorlaştırmaktadır. Bu nedenlerden dolayı polimorfizm ve mutasyon kavramları yerine 

varyant kavramının kullanılması yaygınlaşmaya başlamıştır. (Karki ve ark., 2015; 

Condit ve ark., 2002).   

Genetik polimorfizmler, gen ürününde aminoasit değişimine, kodlama 

bölgesindeki çerçeve kayması ile delesyon ve insersiyon oluşmasına neden olabilir. 

Bunun yanında gen transkripsiyonunu, RNA splayzını, mRNA stabilitesini veya 

mRNA translasyonunu direk etkileyebilir veya bir genin tamamen silinmesine neden 

olabilir (Daly ve Day, 2001). Bununla birlikte bazı polimorfizmler tümör büyümesi ve 

metastazı gibi tümör özelliklerini etkileyebilir ve kansere yatkınlığa neden olabilir 

(Zhang ve ark., 2013).   
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Tek Nükleotit Polimorfizmi (SNP), DNA üzerindeki kodlanan ve kodlanmayan 

bölgelerde meydana gelen tek bir bazın başka bir baz ile yer değiştirmesi sonucu 

oluşan genelde popülasyonda görülme sıklığı %1’inden fazla olan değişikliklerdir. 

(Aksoy ve Soydemir, 2017; Seçer ve ark., 2011). En sık görülen genetik varyant olan 

SNP’lerin büyük bir çoğunluğunun insan hastalıkları üzerinde etkilerinin olduğu 

bilinmektedir. Ek olarak SNP’ler az bulunan allelerin tanımlanmasında da büyük önem 

taşır. Ramírez-Bello ve Jiménez-Morales‘nın hazırladığı tablodan uyarlanan SNP 

özellikleri Tablo 3’te gösterilmiştir (Ramírez-Bello ve Jiménez-Morales, 2017). 

 
Tablo 3. Tek nükleotit polimorfizmlerinin insan genomunda dağılımı, lokalizasyonu, allel 

sayısı, biyolojik etkisi, SNP değerlendirmesi [(Ramírez-Bello ve Jiménez-Morales, 

2017)’den adapte edilmiştir] 

Özellikler Açıklama 

Dağılım Ortalama olarak, her 250 bç’de bir SNP bulunur; yaklaşık 11 

milyon SNP rapor edilmiştir. 

Yerleşim Inter-genik (veya ekstra-genik) ve intra-genik bölgeler; Pro-

tein kodlama ve kodlamayan genler son bölgelerde bulunur. 

Allele sayısı Genellikle bialleliktir, ancak triallelik ve quadriallelik olabilir. 

Biyolojik etkisi Nötr ve fonksiyonel 

SNP değerlendir-

mesi 

Otomatik teknolojiler aracılığı ile kolayca genotipleme 

 

SNP genotipleme için birçok farklı yöntem kullanılmaktadır. Bu yöntemlerden 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)-Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi 

(RFLP) yöntemi, DNA dizi analizi, mikroarray analizi, allele spesifik hibridizasyon, 

PZR tabanlı metodlar, oligonükleotit ligasyonu bunlardan birkaç tanesidir (Chuang ve 

ark., 2008; Wang ve ark., 2018; Myakishev ve ark., 2001). 

Genlerin kontrol bölgelerinde ve genlere bağlanan düzenleyici proteinlerin 

kodlayıcı ve kontrol bölgelerinde bulunan DNA dizilerinde meydana gelen 

değişiklikler, genin ifade düzeyi olarak bilinen gen ürünlerinde ve bu ürünlerin 

miktarında değişime neden olur (Ekmekçi, 2008).  Şekil 6’da görüldüğü gibi 

SNP’lerde mRNA seviyesini değiştirebilir. Promotorda meydana gelen bir SNP, 

transkripsiyon faktörünün promotora yerleşimini engelleyebilir ve transkripsiyonun 
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azalarak mRNA seviyesinde düşüşe neden olabilir. Bu durum proteinin oluşumunu 

çeşitli şekillerde bozabilir (Şekil 6) (Fareed ve Afzal, 2013).  

Tek nükleotit polimorfizmleri genlerin ifadesini ve fonksiyonunu etkileyebilir ve 

tedavi sırasında kullanılan ilacın etkisini değiştirebilir, yan etki oluşturabilir (Li ve 

ark., 2018, Zhang ve ark., 2013).  

 

 
Şekil 6. Düzenleyici bir bölgedeki SNP’nin mRNA üzerindeki etkisi ve bu etki sonucunda 

meydana gelen değişikliklerin örnek bir gösterimi [(Fareed ve Afzal, 2013)’ten adapte 

edilmiştir.] 

 

 

4.1.3.2. PPARγ Varyantları 

 

PPARγ üzerinde Şekil 7’deki gösterildiği gibi bir çok varyant yer almaktadır 

(Jeninga ve ark., 2009). Bu varyantlardan Pro12Ala ve His477His dışındaki 

polimorfizmlerinden birçoğu nadir görülen polimorfizmler olduğundan dolayı 

haklarında çok fazla bilgiye ulaşılamamaktadır. PPARγ2’de yer alan varyantlardan 

bazıları alt başlıklar halinde verilmiştir. Çalışmamızda yer alan Pro12Ala polimorfizmi 

ayrı bir başlık altında değerlendirilmiştir.  
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Şekil 7. İnsanda PPARγ üzerinde bulunan varyantlar. Yanlış anlamlı varyasyonlar şeklin üst 

kısmında, stop kodonu oluşturan mutasyonlar şeklin alt kısmında verilmiştir.[(Jeninga ve 

ark., 2009)’dan adapte edilmiştir.] 
 

4.1.3.2.1. P113Q Varyantı (rs1800571) 

 

Literatürde Pro113Gln ve Pro115Gln gibi farklı numaralandırmalar ile 

bildirilmiş olan bu yanlış okuma varyantı PPARγ proteininin 113. (diğer bir 

numaralandırmaya göre 115.) pozisyonundaki prolin amino asidinin glutamin amino 

asidine dönüşmesine neden olur. Bu amino asit değişikliği bu amino asidin 

yakınındaki Ser112’nin(diğer bir numaralandırmaya göre Ser114’ün) fosforilasyonunu 

engellemektedir. Normalde Ser112/Ser114’ün fosforilasyonu, PPARγ2‘nin hücrelerin 

adiposite farklılaşma yeteneğini kısıtladığı için lipid birikimini sınırlandırırken; 

Ser114/Ser112 fosforile olamadığı zaman hücrelerin adipogenez potansiyeli ve buna 

bağlı olarak da adiposit farklılaşması artar. Bu sebeple Pro113Gln/Pro115Gln’nin 

obezite, tip 2 diyabet ve insülün direnci gibi hastalıklar ile ilişkili olabileceği 

düşünülmektedir. (Ristow ve ark., 1998; Koumanis ve ark., 2002; Broekema ve ark., 

2019; Brunmeir ve ark., 2018).  

 

4.1.3.2.2. Val290Met Varyantı (rs72551362) 

 

PPARγ geninin Kodon 290’da meydana gelen GTG’den ATG’ye değişimi valin 

amino asidinin metiyonin amino asidine dönüşmesine neden olarak Val290Met 

(V290M) varyasyonu meydana getirmektedir.  
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Barrosso ve arkadaşları, erken yaşta tip II diyabet ve hipertansiyon hastalıkları 

görülen bir bireyde bu varyantın potansiyel işlev kaybettirici etkisinin PPARγ’nın 

ligand bağlama ya da kofaktör bağlama kapasitesindeki azalmadan 

kaynaklanabileceğini göstermişlerdir (Barroso ve ark., 1999). 

 

4.1.3.2.3 Pro467Leu Varyantı (rs121909244) 

 

PPARγ geni kodon 467’de meydana gelen CCG’den CTG’ye değişim prolin 

amino asidinin lösin amino asidine değişimine neden olarak Pro467Leu(P467L) 

varyasyonu meydana getirmektedir. Yapılan bir çalışmada Pro467Leu varyasyonu 

yönünden heterozigot olan annenin 30 yaşındaki oğlunda erken başlangıçlı diyabet ve 

hipertansiyon gözlenmişken, homozigot wild type olan diğer aile bireylerinde diyabet 

ve hipertansiyon gözlenmemiştir. Bu durum, domanint-negatif etki gösterdiği 

düşünülen Pro467Leu varyantının diyabet ve hipertansiyon ile ilişkili olabileceğini 

düşündürmektedir (Barroso ve ark., 1999). 

 

4.1.3.2.4. His477His Varyantı (rs3856806) 

 

Bu varyant C1431T, C161T, CAC477CAT isimleri ile de bilinmektedir 

(Dragojevič ve ark., 2008). En yaygın görülen PPARγ varyantlarından olması 

açısından polimorfizm olarak değerlendirilir. PPARγ geni ekzon 6’da meydana gelen 

CAC’den CAT’ye dönüşümü içeren bir sessiz polimorfizmdir (Doney ve ark., 2002; 

Yen ve ark., 1997). Koroner kalp hastalığı riskini azaltabileceği ve kolorektal kanser 

riski üzerinde de koruyucu bir etkiye sahip olduğu ile ilgili meta-analizler mevcuttur 

(Ding ve ark., 2012; Liang ve ark., 2018). Etkilerinin çevresel etmenler ve diğer 

genetik faktörler tarafınan madulasyona uğradığı görülmüştür (Heikkinen ve ark., 

2007). 

 

4.1.3.2.5. Arg425Cys Varyantı (rs72551364) 

 

Bu varyant R425C R397C olarak da bilinmektedir. PPARγ geninde 6. Ekzonda 

bulunan CGC kodonunun TGC kodonuna dönüşümü (1273. nükleotitde meydana 
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gelen C’den T’ye dönüşüm) ile arginin aminoasitinin sistein aminoasitine dönüşümü 

sonucunda meydana gelen bir fonksiyon kaybı varyantıdır. Yapılan bir çalışmada 

Ailevi kısmi lipodistrofi (FPL) ile ilişkili olabileceğini gösterilmiştir (Agarwal ve 

Garg, 2002). 

 

4.1.3.2.6. Phe360Leu Varyantı (rs72551363) 

 

 F360L varyantı Phe388Leu olarak da bilinmektedir.  PPARγ geni ekzon 5’de 

1164. nükleotitte meydana gelen T’den A’ya dönüşüm sonucu fenilalanin 

aminoasitinin lösin aminoasitine değişimi ile oluşan bir varyanttır. FPL ile ilişkili 

olabileceği gösterilmiştir (Hegele ve ark., 2002). 

 

4.1.3.2.7. 185Stop Varyantı 

 

Bu varyant (A553∆AAAiT)fs.185(stop 186) ve FSX olarak da bilinmektedir. 

Bu çerçeve kayması mutasyonu gende erken stop kodonu oluşumuna sebep 

olmaktadır. Bu varyant tek başına insülin direncine etki göstermeyebilir. Ancak 

PPP1R3A genindeki (C1984∆AG)fs.662(stop 668) mutasyonu ile birlikte bakıldığında 

iki gende de meydana gelen heterozigotluk durumunda yüksek insülin direncine neden 

olabilmektedir (Agostini ve ark., 2006; Savage ve ark., 2002).  

 

4.2. Pro12Ala POLİMORFİZMİ 

 

PPARγ2’nın NH2-Terminalinin B ekzonunun 12. kodonunda 34. nükleotitte 

meydana gelen C’den G’ye dönüşüm sonucu prolin aminoasitinin alanin aminoasitine 

değişimi Pro12Ala polimorfizmi (rs1801282) meydana gelmesine neden olur 

(Mansoori ve ark., 2015; Yen ve ark., 1997). Pro12Ala varyantı PPARγ’da en sık 

görülen iki varyasyondan biri olduğundan polimorfizm olarak adlandırılmaktadır.  

Pro12Ala polimorfizmindeki prolin aminoasitinin alanin aminoasitine dönüşümünün 

proteinde konformasyonel değişime neden olduğu düşünülmektedir. Pro12Ala 

polimorfizminin PPARγ2’nın DNA’ya bağlanma afinitesini azaltarak transkripsiyonel 



 

18 

 

aktivitesini düşürdüğü gösterilmiştir (Aguayo-Armendáriz ve ark., 2018; Masugi ve 

ark., 2000; Deeb ve ark., 1998).  

 

4.2.1. PPARγ ve Pro12Ala Polimorfizminin Hastalıklardaki Rolü 

 

PPARγ’nın kanser, diyabet gibi birçok hastalıkta rol oynadığı bilinmektedir. 

Şekil 8’de gösterildiği gibi Pro12Ala polimorfizminin vücut kitlesine doğrudan veya 

proteinler aracılığı ile etki edebilirken, tip II diyabet, polikistik over sendromu, kanser 

gibi birçok hastalığa ise serbest yağ asitleri (FFA), leptin gibi molekülleri aracılığı ile 

etki edebileceği gösterilmiştir (He, 2009).  

 
Şekil 8. Pro12Ala polimorfizminin insan sağlığı üzerine doğrudan ve dolaylı etkisi. [ (He, 

2009)’den adapte edilmiştir.] 

 

4.2.1.1. PPARγ ve Pro12Ala Polimorfizminin Kanser Dışındaki Hastalıklar ile 

İlişkisi 

   

PPARγ’nın obezite, diyabet ve birçok hastalık ile bağlantılı olabileceği yapılan 

çalışmalarda görülmüştür.Yapılan bir çalışmada PPARγ’daki Pro12Ala 

polimorfizminin obezite ile ilişkisi gen düzeyinde ve PPARγ’nın mRNA ekspresyonu 

bakılarak araştırılmış ve bu çalışma sonucunda obezitede derialtı adiposit dokusunda 

Pro alleli ile PPARγ mRNA ekspresyonundakiyüksek artış arasında ilişki olabileceği 

görülmüştür (Berhouma ve ark., 2013). Obezite ile Pro12Ala ilişkisini inceleyen başka 

bir çalışmada 33 obezite hastası ve 36 normal olmak üzere toplam 69 birey incelenmiş 



 

19 

 

Pro12Ala polimorfizminin obezite ile ilişkisinin olmadığı ama vücut yağ yüzdesinin 

Ala aleli taşıyanlarda daha yüksek olduğu görülmüştür (Aguayo-Armendáriz ve ark., 

2018). Ek olarak 160 obezite hastası ile obez olmayan 140 birey ile yapılan bir 

çalışmada da Pro12Ala’nın obezite üzerinde direk etkisinin olmadığı bulunmuştur 

(Becer ve Çırakoğlu, 2017). Yapılan 56 çalışmayı inceleyenbir meta-analize göre ise 

Pro12Ala polimorfizminin Ala allelinin vücut kitle indeksini arttırabileceği 

bulunmuştur (Mansoori ve ark., 2015). Sonuçlarda tam bir mutabakat olmamakla 

birlikte büyük kısmı Ala allelinin obeziteyi arttırabileceğini düşüdürmektedir.  

Polikistik Over Sendromu ile Pro12Ala arasındaki ilişkiyi konu alan bir meta-

analiz kapsamında 11’i Avrupa, 2’si Asya popülasyonu olmak üzere 13 farklı 

çalışmada toplam 1598 hasta, 1881 kontrol kullanılmıştır. Çalışma sonucunda 

Polikistik Over Sendromu ile Pro12Ala arasında ilişki bulunamamıştır (Tang ve ark., 

2012). Buradaki bazı çalışmaları da içeren farklı bir meta-analiz çalışmasında ise 2149 

hasta ve 2124 kontrollün kullanıldığı 17 çalışma incelenmiştir. Bu meta-analiz 

sonucunda Ala allelinin Polikistik Over Sendromu için koruyucu etkisinin olduğu, Pro 

allelinin ise Polikistik Over Sendromu riskini arttırabileceği görülmüştür (He ve ark., 

2012). Bu sonuçlar Polikistik over sendromu ile Pro12Ala ilişkisi hakkında kesin bir 

kanıya varılamadığını göstermektedir. 

Hipertansiyon ile Pro12Ala arasındaki ilişkiyi konu alan bir meta-analizde ise 3 

410 olgu ve 3580 kontrol içeren 13 çalışma incelenmiştir. Bu meta-analiz sonucunda 

PA ve AA genotiplerinin hipertansiyona karşı koruyucu etki gösterdiği görülmüştür. 

Fakat bu ilişkinin güvenilirliği arttırmak için daha fazla çalışmaya yapılması gerektiği 

belirtilmiştir (Yang ve ark., 2017). 

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) ile Pro12Ala polimorfizmi ilişkisini 

inceleyen bir meta-analizde 2980 GDM hastası ve 7054 kontroldan oluşan 12 çalışma 

incelenmiştir. Bu meta-analizde Gestasyonel Diabetes Mellitus ile Pro12Ala 

polimorfizmi arasında bir ilişki bulunamamıştır (Wang ve ark., 2016). Tip 2 Diabetes 

Mellitus ile Pro12Ala ilişkisini inceleyen bir başka meta analizde ise 9357 kişiden 

oluşan 20 çalışma incelenmiştir. Bu çalışma kapsamında Pro12Ala polimorfizminin 

Tip 2 diyabetes mellitus riskini azaltabileceği görülmüştür (Ding ve ark., 2015).  
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Kardiovasküler hastalıklarla Pro12Ala polimorfizminin ilişkisini inceleyen Asya 

popülasyonunda yapılmış 3 çalışma, Kafkas populasyonunda yapılmış 8 çalışma, 

Afrika popülasyonunda yapılmış 1 çalışmayı içeren bir meta-analiz sonucunda 

Pro12Ala’nın kalp krizi riskini arttırabileceği bulunmuştur (Li ve ark., 2015). Koroner 

kalp hastalığı ile Pro12Ala polimorfizmi ilişkisini inceleyen bir meta-analizde 9069 

kontrol ve 5795 vakadan oluşan 12 çalışma incelenmiş ve Pro12Ala’nın koroner kalp 

hastalığı riski ile ilişkisi bulunamamıştır (Ding ve ark., 2012).  

 

4.2.1.2. PPARγ ve Pro12Ala Polimorfizminin Kanser ile İlişkisi 

 

 Tümör gelişimine neden olan birçok faktör vardır. Bu faktörlerden en önemlisi 

hücre döngüsündeki bozulmalardır (Massagué, 2004). DNA tamir mekanizmasında 

meydana gelen polimorfizmler  (Goode ve ark., 2002) ve apoptozisin engellenmesi de 

bu faktörler içerisinde yer almaktadır (Ekmekçi, 2008).   

Hücre büyümesinin durdurulmasında görev alan adiposit farklılaşması, PPARγ 

tarafından programlanabilir (Tontonoz ve Spiegelman, 2008). PPARγ tümör 

inhibisyonunu durdurmada rol alabilmektedir (Hou ve ark., 2014, Hou ve ark., 2012).  

Yapılan bir çalışmada PPARγ’nın p65’e bağlandığı ve NFkB’nin aşırı aktivasyonunu 

engelleyebileceği bulunmuştur. Bu durumla bağlantılı olarak PPARγ’nın kanseri 

önleyebilecek fonksiyonunun olabileceği düşünülmektedir (Hou ve ark., 2012). 

Çin popülasyonunda yumurtalık kanseri ile inflamatuvar yanıt genlerindeki 

polimorfizmler arasındaki inceleyen bir araştırmada, PPARγ Pro12Ala 

polimorfizminin Pro/Ala genotipinin yumurtalık kanseri riskini arttırabileceği, Ala/Ala 

genotipinin ise bu kanser ile ilişkisinin olmadığı bulunmuştur. Bu farklı gözlemin 

nedeninin PPARγ’nın kanserle ilişkili sitokinlerin  üretilmesinin düzenlemesinde çok 

yönlü bir rolü  olabileceğidüşünülmektedir (Lu ve ark., 2016). 

PPARγ ligandlarının akciğer kanseri hücrelerinde büyümeyi inhibe ettiği 

görülmüştür (Tsubouchi ve ark., 2000). Yapılan bir çalışmada prostat kanserinde ise 

PPARγ ligandlarının tümör baskılayıcı özelliğinin olabileceği gösterilmiştir (Segawa 

ve ark., 2002). Bazı polimorfizmlerin prostat kanseri ilişkisini inceleyen bir çalışmada 



 

21 

 

ise prostat kanseri ile Pro12Ala polimorfizmi arasında ilişki bulunamamıştır (Cui ve 

ark., 2015; Paltoo ve ark., 2003). 

Pankreas kanserinde yapılan bir çalışmada pankreatik karsinoma hücrelerinde 

PPARγ’nın çekirdekte eksprese edildiği ve PPARγ ligandı olan troglizon ile yapılan 

PPARγ aktivasyonunun hücre büyümesinin inhibisyonuna neden olduğu görülmüştür 

(Motomura ve ark., 2000). 

Özafagus kanserinde yapılan bir çalışmada özafagus epitel hücreleri ile özafagus 

yassı kanser hücreleri karşılaştırılmış ve kanser hücrelerinde normal epitele göre 

PPARγ ekspresyon seviyesinin düşük olduğu görülmüştür (Terashita ve ark., 2002). 

PPARγ’nın kolorektal kanserdeki tam rolü bilinmemesine rağmen kolorektal 

karsinogenezde rol oynadığı düşünülmektedir (Fredericks ve ark., 2018). PPARγ’nın 

kolorektal kanserde mRNA ekspresyon seviyesinin normale göre değişmediği 

görülmüştür (Fredericks ve ark., 2018, Zafari ve ark., 2017).  Yapılan bir çalışmada ise 

PPARγ ligandı olan pioglitazon, rosiglitazon, troglitazon fareler üzerinde kolon 

kanserdeki etkisi incelenmiş ve sonucunda PPARγ ligandlarının kolon kanserini 

baskılayıcı etkisinin olabileceği görülmüştür (Osawa ve ark., 2003). Kolorektal kanser 

ile Pro12Ala polimorfizmi ilişkisini inceleyen 2003-2012 yılları arasında yapılmış bir 

çalışmada 17 makaleyi içeren meta-analiz sonucunda Pro12Ala’nın kolorektal 

kanserini azaltabileceği görülmüştür. Populasyon bazında incelendiğinde Pro12Ala 

polimorfizminin varlığında ise Kafkas ırkında kolorektal kanser riskinde azalma 

görülürken Asya popülasyonunda önemli bir fark görülmemiştir. Kolorektal kanserin 

alt grupları olan rektal kanser ve kolon kanserinde azalma görülmüştür. Populasyon 

bazında incelendiğinde ise kolorektal kanser ile benzer şekilde Kafkas ırkında riskte 

düşüş varken, Asya halkında etki görülememiştir (Liang ve ark., 2018). Aynı 

çalışmada Asya popülasyonunda net fark görülememesinin Asya popülasyonunda 

yapılan çalışma sayısının azlığından da kaynaklanabileceği vurgulanmıştır. 

Mide kanseri ile Pro12Ala ilişkisini inceleyen bir meta-analiz çalışmasında ise 

Asyalılar üzerinde 2, Kafkasyalılar üzerinde 3 olmak üzere 5 vaka analizi kapsamında 

546 olgu ve 827 kontrol çalışılmıştır. Bu çalışma sonucunda G alleli taşıyanlarda mide 

kanseri görülme olasılığının taşımayanlara göre 2,31 kat daha yüksek olduğu 
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görülmüştür. Çalışmadaki farklı populasyonlar ele alındığında ise G allelini taşıyanlar 

G alleli taşımayanlara göre Asyalılarda 2,56 kat, Kafkasyalılarda 2,20 kat mide kanseri 

riski görülmüştür. Mide kanserinin ana sebeplerinden biri olan Helicobacter pylori (H. 

Pylori) ile Pro12Ala ilişkisi incelendiğinde ise her iki populasyonda G alleli taşıyan ve 

H. Pylori enfeksiyonu görülen hastalarda mide kanseri riskinin daha yüksek olduğu 

görülmüştür. (Zhao ve ark., 2015). Mide kanseri ile Pro12Ala ilişkisini inceleyen bir 

çalışma da Türkiye'de yapılmıştır. Bu çalışma 86 hasta ve 129 kontrolden oluşmakta 

olup Pro12Ala polimofizmi taşıyan bireylerin mide kanseri açısında daha fazla risk 

altında olduğu görülmüştür. Aynı zamanda G allelinin az diferansiyasyon gösteren ve 

metastatik süreçte olan mide kanseri hastalarında fazla olduğu görülmüştür (Canbay ve 

ark., 2012). H.pylori ile Pro12Ala polimorfizmi ilişkisine bakılan bir çalışmada ise 98 

hasta ile çalışılmış ve polimorfizm yönünden heterozigot olan bireylerde H.pylori ve 

mide kanserinin yaygın olduğu fakat mide kanser hastalarında bu CC genotipine sahip 

mide kanseri hastası bulunamamıştır (Goudarzi ve ark., 2015).  

Pro12Ala polimorfizminin meme kanseri ve benign meme hastalıkları ile 

ilişkisini inceleyen bir çalışma yapılmıştır. Çalışma 38 meme kanseri hastası, 75 

benign meme hastası ve 116 kontrolden oluşmuştur ve çalışma sonucunda bu 

hastalıklar ile Pro12Ala polimorfizmi arasında ilişki bulunamamıştır (Conceição ve 

ark., 2016). Meme kanseri ile Pro12Ala polimorfizmi ilişkisini inceleyen bir meta-

analizde ise 4 çalışmadaki 2279 vaka ve 2360 kontrolden oluşan analizde G allelinin 

koruyucu etkisi olabileceğini fakat yeterli çalışma olmadığı ve daha sonraki çalışmalar 

ile desteklenmesi gerektiği belirtilmiştir (Mao ve ark., 2013). Yapılan bir çalışmada 

meme kanseri hücre hatlarında PPARγ transkriptinin normal dokulara göre düşük 

olduğu görülmüştür (Jiang ve ark., 2003).  Başka bir çalışmada ise Tayvan nüfusunda 

kadınlar ile yapılan çalışmada Pro12Ala polimorfizminin meme kanseri riskini 

arttırabileceği gösterilmiştir (Wu ve ark., 2011). 
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4.3. HÜCRE HATLARI VE ÖZELLİKLERİ  

 

Hücre hatları, yapay olarak oluşturulan koşullar altında biyolojik dokunun 

fonksiyonun incelenmesine olanak sağlar. Hücre hatları kullanımı ile tüm 

organizmanın incelenmesinde ortaya çıkan etik sorunların da önüne geçilmektedir 

(Saifullah ve Tsukahara, 2018). 

Kanser çalışmalarında tümör dokusu, hayvan modelleri ve hücre kültürü olmak 

üzere üç farklı şekilde yapılabilmektedir. Tümör dokusu ile kanser hücre hattı 

karşılaştırıldığında, tümör dokusunun miktarı sınırlıdır ve çeşitli miktarda malign 

olmayan hücre içerir. Ek olarak tümör dokusunun elde edilmesi, dağıtımı ve kullanımı 

konusunda zorlukları bulunmaktadır. Bu nedenlerle kanser hücre hatlarının kullanımı 

daha kolaydır. Fakat kanser hücre hatları stromal ve inflamatuvar hücreler 

içermemektedir. Stromal hücrelerin bulunmaması tümör hücre karakterizasyonunda 

önemlidir (Gazdar ve ark., 2010). Kanser hücre hatları, kanserlerle ilişkili olan 

morfolojik ve büyüme özelliklerini göstermektedir. Tümör hücresi özelliklerinden olan 

yayılım, şekil, hücre yüzeyi değişiklikleri, yapışkanlık özelliği gibi özelliklerin 

sitoiskeleti ile doğrudan veya dolaylı olarak ilişkili olabilmektedir (Brinkley ve ark., 

1980). Fakat stromal ve inflamatuvar hücrelerin tümörün yeri, oluşumu, büyümesi ve 

dağılımı açısından önemli olması hücre hattı kullanımının dezavantajıdır (Gazdar ve 

ark., 2010).  

Çalışmamız sırasında Pro12Ala polimorfizminin PPARγ mRNA ekspresyonu ve 

kanser ile ilişkisini hücresel düzeyde inceleyebilmek için hücre hatları kullanılmıştır.  

Araştırma sırasında kullanılan hücre hatlarının özellikleri Amerikan Tipi Kültür 

Koleksiyonu Merkezi (ATCC) ve sigmaaldrich’den yararlanılarak Tablo 4’te 

verilmiştir.  
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Tablo 4. Hücre hatları ve özellikleri 

Hücre Hattı Kaynak Doku Morfoloji Kaynak Hastalık  

Caco-2 Kolon Epitel benzeri Kolorektal 

adenokarsinom 

Ishikawa Uterus Epitel benzeri Endometrial 

adenokarsinom 

MCF-7 Plevral efüzyon kaynaklı 

meme bezi  

Epitel Adenokarsinom 

Huvec Göbek damarı Endotel Normal 

THP-1 Periferal kan Monosit Akut monositik 

lösemi 

MDA-MB-453 Perikardial efüzyon  

metastatik alanından 

türemiş meme  

Epitel Metastatik 

karsinoma 

MDA-MB-468 Plevral efüzyon  

metastatik alanından 

türemiş meme  

Epitel Adenokarsinoma 

MCF-10A Meme Epitel Fibrokistik 

hastalığı 

AGS Mide  Epitel Mide 

adenokarsinom 

Caki-1 Deri metastatik alanından 

türemiş böbrek  

Epitel Berrak hücreli 

adenokarsinom 

HeLa Rahim ağzı  Epitel Adenokarsinom 

SK-BR-3 Plevral efüzyon 

metastatik alandan 

türemiş meme  

Epitel Adenokarsinoma 

Jurkat Periferal kan Lenfoblast Akut T hücreli 

lösemi 
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5.  GEREÇ VE YÖNTEM : 

 

 

5.1. GEREÇLER 

 

5.1.1. Çalışmada Kullanılan Laboratuvar Gereçleri 

 

+4° C Buzdolabı (Arçelik) 

15 ml Tüp (Nest, Falcon) 

-20°C Buzdolabı (Vestel, Arçelik) 

50 ml Tüp (CAPP Denmark) 

-80°C Buzdolabı (Haier-Biomedikal) 

Agaroz Jel Güç Kaynağı (Consort) 

Beher (Borucam) 

CFX Connect Real-Time System (Biorad) 

CO2 İnkübatörü  (Sanyo) 

Distile Su Cihazı (Smart 2 Pure Thermo 

Scientific) 

Dry Block (Thermolyne) 

Elektroforez Jel Sistemi (Midicell Primo EC330) 

Elektronik Pipet (Thermo Scientific) 

Erlen (Isolab) 

Filtre (Millipore Corporation 

SCILOGEX) 

Filtreli uç (10µl, l20µl,200µl 1000µl) (Isolab) 

Flask (25 cm2) (Sigma-Aldrich) 

Flask (25cm2) (Corning)  Sigma 

Görüntüleme Cihazı (Vılber Lourmat) 

Hassas Terazi  (Shimadzu) 

Inverted Mikroskop (Olympus) 

  

Kriyotüp (2ml)  (GreinerBio-one) 
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Laminar Flow Kabin 

Buz Cihazı 

(Faster Safe Fast Classic) 

(AF 80 Scotsman) 

Manyetik Karıştırıcı (MR3001 K Heidolph) 

Mezür (100 ml, 250ml, 1000 ml) (Isolab) 

Mikrodalga Fırın (Arçelik) 

Mikropipet (Axygen, Eppendorf 

Research Plus, Kaının) 

MultiSkan GO µDrop (Thermo Scientific) 

Otoklav (Nuve) 

Parafılm (BEMIS) 

Parafilm (Isolab) 

PCR tüpü (0.2 ml) (Axygen) 

pH Metre (ISOLAB) 

Pipet uçları (10µl, 200µl 1000µl) (Isolab) 

Rack (Isolab) 

Santrifüj (Nüve NF400, Heraeus 

Biofuge Pico, Sorvall 

Super T21) 

Serolojik Pipet (10ml) (Capp Harmony) 

Sıvı Nitrojen Tankı (Thermo Scientific) 

Su banyosu (Cleaver) 

Su Banyosu (Memmert WNB 14) 

Thermalcycler T100 PCR (Biorad T100) 

Tüp (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) (Eppendorf, Axygen) 

Vorteks (Janke & Kunkel VF2, 

Labnet) 

 

5.1.2. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

2-merkaptoetanol   (Merck) 

2X Taq Master Mix (Hibrigen) 

Agaroz (Sigma-Aldrich) 
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Borik Asit (Sigma-Aldrich) 

Bst-UI (Biolabs) 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich) 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture 

F-12 (DMEM/F-12) 

(Thermo Fisher 

Scientific) 

1x Phosphate Buffered Salin (PBS) (PAN Biotech) 

EDTA (Sigma-Aldrich) 

Fetal Bovin Serum (FBS) (Thermo Fisher 

Scientific) 

Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS (Biolabs) 

GeneRulerTM 100 bç DNA ladder    (Thermo-Fisher 

Scientific) 

Geri primer  (Sentromer) 

Hidroklorik Asit (HCl) (Riedel-de-Haen) 

HI Horse Serum (Thermo Fisher 

Scientific) 

İleri primer  (Sentromer) 

İnsülin (Lantus SoloStar 

100U/ml) 

Nuclease-Free Water (Thermo-Fisher 

Scientific) 

Penisilin/Streptomisin (Thermo Fisher 

Scientific) 

Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI 

1640 Medyum) 

(PAN Biotech) 

SensiFAST SYBR® No-ROX Kit  (Bioline) 

Tris-baz (Sigma-Aldrich) 

Trypsin       (Thermo-Fisher 

Scientific) 

Trypsin / EDTA (PAN Biotech) 

UltraPureTM Etidyum Bromid (10 mg/ml) (Thermo-Fisher 

Scientific) 
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5.1.3. Çalışmada Kullanılan Kitler 

 

Quick-DNA Miniprep Plus Kit  (Zymo Research) 

SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit (Bioline) 

NucleoSpin® RNA (Machery-Nagel) 

 

5.2 YÖNTEM 

 

Bu çalışma Demiroğlu Bilim Üniversitesi Multidisipliner Araştırma 

Laboratuvarı’nda yapıldı. Çalışmada ATCC’den temin edilen 13 adet hücre hattı 

kullanıldı.  

 

5.2.1. Hücre Kültürü 

 

5.2.1.1. Hücre Kültüründe Kullanılacak Hücrelerin Besiyerleri   

  

Çalışmamızda HUVEC (ATCC® CRL-1730™), MCF10A (ATCC® CRL-

10317™), Caki-I (ATCC® HTB-46™), Jurkat (ATCC® TIB152™), SK-BR-3 

(ATCC® HTB-30™), HeLa (ATCC® CRM-CCL-2™), MCF7 (ATCC® HTB-22™), 

Ishikawa (Aydın Üniversitesi, İstanbul, Türkiye), THP-1 (ATCC® TIB-202™), 

Caco-2 (ATCC® HTB-37™), AGS (ATCC® CRL1739™), MDA-MB-468 (ATCC® 

HTB-132™) ve MDA-MB-453 (ATCC® HTB-131™) hücre hatları kullanıldı. 

Hücreler için kullanılan besiyerleri ve besiyerine eklenen ek malzemeleri Tablo 5’da 

verilmiştir.  

Hücreler 37oC’de, %5 CO2 ve 1 atm basınç koşullarını sağlayan etüvde 

inkübe edildi.  

Çalışmada kullanılan DMEM F-12-Ham (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham), RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 

1640), EGF (Epidermal Growth Factor), Hydrokortizon, İnsulin, PBS (1x Phosphate 

Buffered Salin), FBS (Fetal Bovine Serum), Horse Serum, Penicilin-Streptomycin ve 
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Tripsin-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid), DMSO (Dimethyl Sulfoxide) ticari 

olarak kullanıma hazır biçimde temin edildi. 

Kültür devamlılığını sağlamak amacı ile yeterli sayıya ulaşan hücrelerin 

pasajları yapıldı. Bu işlem sırasında medyumları uzaklaştırılan hücreler PBS ile 

yıkandı. Flask yüzeyinden yapışan hücreleri kaldırmak için 25 cm2’lik flask için 1 

ml Tripsin-EDTA kullanıldı. Hücreler tutundukları yerden kalktıktan sonra Tripsin-

EDTA’nın etkisi FBS ile ortadan kaldırıldı. Yüzeyden kalkan hücreler santrifüj 

tüpüne alındı, 1000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Tripsin-EDTA-FBS içeren 

süpernatant hücrelerden uzaklaştırıldı. Pellet 3 kere daha PBS ile 1000 rpm’de 5 dk 

santrifüj edilerek yıkandı. Süpernatant uzaklaştırıldı. Pellet deney aşamasında 

kullanılmak üzere -20 °C’ye kaldırıldı.  

 

Tablo 5. Hücrelerin büyümesi için kullanılan besiyerleri ve eklenen diğer malzemeler 
Hücre Besiyeri Besiyerine eklenen ek malzemeler 

HUVEC DMEM F12-Ham 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

MCF10A 

100ml besiyeri için; 

%95 DMEM F12-Ham, 

EGF 20µl, 

Hydrokortizon 0,5µl, 

İnsulin 274µl 

%5 Horse Serum 

%1 Antibiyotik 

 

Caki-1 DMEM F12 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

Jurkat RPMI-1640 Medium 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

SK-BR-3 DMEM F12 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

HeLa DMEM F12 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik  

MCF7 DMEM F12 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

Ishikawa RPMI-1640 Medium 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

THP-1 RPMI-1640 Medium 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

Caco-2 DMEM F12 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

AGS DMEM F12 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

MDA-MB-468 DMEM F12 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 

MDA-MB-453 DMEM F12 
%10 FBS 

%1 Antibiyotik 
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5.2.2. Hücre Kültürü Teknikleri 

 

5.2.2.1 Hücre Hattının Açılması 

 

 Sıvı azot tankındaki kriyo-tüplerden hücreler alındı ve 37°C’lik su 

banyosunda 1-2 dakika bekletildi.  Gerekli görüldiğinde,  çözünen hücre 

süspansiyonun içinde bulunduğu  %10 DMSO’lu dondurma medyumunu 

uzaklaştırmak için hücre süspansiyonu santrifüj edildi. Çözünen hücre süspansiyonu 

serumlu medyum içeren flaska eklendi. Hücre eklenen flask, 37oC’de, %5 CO2 ve 1 

atm basınç altında etüvde inkübasyona bırakıldı. 

 

5.2.2.2. Hücrelerin Çoğaltılması 

 

Hücreler 25cm2’lik flasklarda kendi özel medyumları içerisinde çoğaltıldı 

(Tablo 5). %80-90 yoğunluğa geldiklerinde pasajlandı.  

 

5.2.2.3. Hücrelerin Pasajlanması 

 

  Flaskta bulunan hücreler yeterli yoğunluğa ulaştığında ortamdaki medyum 

uzaklaştırdı ve kalan eser miktarda medyumun da uzaklaştırılması için hücreler PBS 

ile yıkandı. Flaskta bulunan hücrelerin üzerine Tripsin-EDTA eklendi ve 2 dakika 

bekletildi. Tripsinin hücreler üzerindeki etkisini kaldırmak için tripsin ile aynı 

miktarda FBS eklendi. Hücreler süspanse halde santrifüj tüpüne toplandıktan sonra 

1000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. Pellet üzerine 1 ml 

medyum eklendi ve süspanse edildi. Hücreler 37°C’de %5’lik CO2 etüve kaldırıldı. 

 

5.2.2.4. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması 

 

Hücreleri yüzeyden kaldırmak için Tripsin-EDTA uygulaması kullanıldı. 

Kalkan hücreler üzerine Tripsin-EDTA ile aynı miktarda FBS eklenerek Tripsin-

EDTA etkisi ortadan kaldırıldı. Oluşan süspansiyon santrifüj tüpüne alındı ve 1000 

rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı. Pellet üzerine %90 FBS 
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ve %10 DMSO içeren medyum eklendi ve pellet homojen hale getirildi. Hücre 

içeriği kriyo tüpe alınarak 1 gece -20°C’de bekletildikten sonra -80°C dondurucuya 

kaldırıldı. 1 hafta sonunda -196 °C azot tankına kaldırıldı. 

 

5.2.3. DNA İzolasyonu 

 

Hücre hatlarından DNA izolasyonu için Quick-DNA Miniprep Plus Kitin 

protokolüne uygun olarak aşağıdaki protokol izlendi. 

 20mg Proteinaz K tüpüne 1040 µl Proteinase K Storage Buffer eklendi.  

1. Hücre sayısı 1 x 106’den fazla olduğu için hücre pelletlerinin üzerine 200 µl 

PBS eklendi. 

2. 200µl örnek üzerine 200 µl BioFluid & Cell Buffer ve 20 µl Proteinase K 

eklendi. 

3. Örnek 10-15 saniye vorteks yapıldı ve 10 dk 55°C’de inkübe edildi. 

4. Örnek üzerine 420µl (1 hacim) Genomic Binding Buffer eklendi. Tekrar 

10-15 saniye vorteks yapıldı. 

5. Toplama tüpü içine yerleştirilen Zymo-Spin™ IIC-XL kolonuna karışım 

aktarıldı. 

6. 13000 rcf’de 1dk’lık santrifüj yapıldı ve işlem sonunda içinde sıvı bulunan 

toplama tüpü atıldı. 

7. Kolon, yeni bir toplama tüpüne yerleştirildi. Kolonun içine 400µl DNA 

Pre-Wash Buffer eklendi. Tüp 13 000 rcf’de 1dk santrifüj edildi ve toplama 

tüpü boşaltıldı. 

8. Kolona tekrardan 700µl g-DNA Wash Buffer eklendi. Tüp 13 000 rcf’de 

1dk santrifüj edildi ve toplama tüpü boşaltıldı. 

9. Ardından kolona 200µl g-DNA Wash Buffer eklendi. Tüp 13 000 rcf’de 

1dk santrifüj edildi ve toplama tüpü içindeki sıvı ile birlikte atıldı. 

10. Kolon yeni bir 1,5 ml tüpe yerleştirildi. Kolona 35µl DNA Elution Buffer 

eklendi ve 5 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. İşlemin ardından 1 dk  13 

000 rcf’de santrifüj edildi. Kolon atıldı. 

11. Tüpte kalan örnekler -20°C buzdolabına kaldırıldı. 
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5.2.4. Total RNA İzolasyonu 

 

Hücre hatlarından RNA izolasyonu için NucleoSpin RNA Kiti kullanılarak 

aşağıdaki protokol izlendi. 

1. Hücre hattından elde edilen pelletin üzerine 350 μL Buffer RA1 ve 3.5 μl ß-

mercaptoethanol eklendi ve vortekslendi. 

2. Mor renkli kolon, toplama tüpüne yerleştirildi. Birinci adımda elde edilen 

örnek kolonda bulunan filtrenin üzerine eklendi ve 11 000 rcf’de 1 dk santifüj 

edildi.  

3. Kolon atıldı. Toplama tüpündeki örneğin üzerine 350 μl %70’lik ethanol 

eklendi ve vortekslendi. 

4. Yeni bir toplama tüpüne açık mavi renkteki kolon yerleştirildi. Pipetaj ile 

karıştırılan lizat mavi kolona eklendi ve 11 000 rcf’de 30 sn santifüj edildi. 

Kolon yeni bir toplama tüpüne yerleştirildi.  

5. Kolonun üzerine 350 μl MDB (Membrane Desalting Buffer) eklendi ve 11 

000 rcf’de 1 dk santifüj edildi. 

 DNase reaksiyon karışımı hazırlamak için 90 μl Reaction Buffer for rDNase 

ve 10 μl reconstituted rDNase 1,5 ml’lik steril tüpte konuldu. Tüpe hafifçe 

vurularak karıştırıldı.   

6. Kolonun silika membranına 95 μl DNase reaksiyon karışımı konuldu. Oda 

sıcaklığında 15 dk inkübe edildi.  

7. Kolona 200 μl Buffer RAW2 eklendi ve 11 000 rcf’de 30 sn santifüj edildi. 

Kolon yeni bir toplama tüpüne yerleştirildi.  

8. Kolona 600 μl Buffer RA3 eklendi ve 11 000 rcf’de 30 sn santifüj edildi. 

Toplama tüpü boşaltılıp aynı kolon tekrardan toplama tüpüne yerleştirildi. 

9. Kolona 250 μl Buffer RA3 eklendi ve membranın tamamen kuruması için 11 

000 rcf’de 2 dk santifüj edildi. Kolon nuclease-free toplama tüpüne (1,5 ml) 

yerleştirildi.  

10. Kolona 60 μl RNase-free H2O eklendi ve 11 000 rcf’de 1 dk santifüj edildi. 

Kolon atıldı ve toplama tüpü direk buza alındı ve -80 °C’ye kaldırıldı. 
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5.2.5. Spektrofotometre ile Saflık Ölçümü 

 

Nanodrop cihazında DNA ve RNA örneklerinden 2 µl alınarak ölçüm yapıldı. 

Bu işlem ile DNA ve RNA konsantrasyonu, A260/A280 ve A260/A230 

hesaplamaları ile saflık oranları tespit edildi. 

 

5.2.6. PZR-RFLP Yöntemi 

 

Çoğaltılmış DNA’ların kesilmesine dayalı analiz yöntemi RFLP yöntemi olarak 

isimlendirilmektedir. Bu yöntem sayesinde farklı SNP’ler belirlebilir. Bir SNP 

bölgesinde farklı nükleotit içeren örnekler varsa farklılık bölgelerine spesifik 

restriksiyon endonükleaz ile kesildiğinde farklı uzunluklardaki DNA parçaları 

oluşabilir. Bu parçalar jel elektroforezi ile ayrılabilir (Chuang ve ark., 2008). 

Bu yöntem aşağıdaki basamaklardan oluşmaktadır. 

 

5.2.6.1. PZR Yöntemi 

 

PZR işleminde daha önceden literatürde kullanılmış olan PPARγ spesifik 

primer dizileri kullanıldı (Tablo 6) (Xita ve ark., 2009; Yang ve ark., 2013).  

 
Tablo 6. PZR işlemi için kullanılan primer dizileri 

Primer Dizisi (5`3`) 

İleri Primer  GCC AAT TCA AGC CCA GTC  

Geri Primer GAT ATG TTT GCA GAC AGT GTA TCA GTG AAG GAA TCG 

CTT TCC G  

 

Hücre hatlarından izole edilen DNA, PZR yöntemi ile çoğaltıldı. PZR yöntemi 

için Tablo 7’de belirtilen malzemeler,  her örnek başına düşen miktarlarında 

kullanıldı. Negatif kontrol olarak DNA miktarı kadar ddH2O eklendi ve Tablo 8’deki 

PZR döngü sıcaklıkları ve süreleri kullanıldı.   
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Tablo 7. PZR işlemi sırasında kullanılan malzemeler ve miktarları 

Malzeme Miktar (µl) 

2X Master Mix 7,5 

İleri Primer (10µM) 1 

Geri Primer (10µM) 1 

DNA 1 

ddH2O 4,5 

Toplam 15 

 

Tablo 8. PZR döngü sıcaklıkları ve süreleri 

Aşama Sıcaklık Zaman Döngü Sayısı 

Başlangıç Denatürasyonu 94°C 8 dk 1 

Denatürasyon  94°C 50 sn 35  

Bağlanma 59°C 50 sn 35 

Uzama 72°C 1 dk 35 

Son Uzama 72°C 5 dk 1 

 

5.2.6.2. Restriksiyon Enzimi ile Kesim 

 

PZR işleminin ardından Tablo 9’daki malzemeler yanında belirtilen 

miktarlarda kullanılarak PZR ürünlerinin BstUI restriksiyon enzimi ile kesimi 

yapıldı. Malzemeler eklendikten sonra 15 dk, 60°C’de dryblock’ta inkübe edildi. 

 

Tablo 9: PZR ürününün enzim ile kesimi sırasında kullanılan malzemeler ve miktarları 

Malzeme Miktar (µl) 

BstUI  1 

BstUI buffer (10X) 5 

PZR ürünü (1µg) 5 

dH2O 39 

Toplam 50 
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5.2.6.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Görüntüleme 

 

Agaroz jelde kullanılmak üzere 5X TBE hazırlamak için Tablo 10’daki 

malzemeler ve yanında belirtilen miktarlar kullanıldı. Agaroz jelde kullanılmak üzere 

1L 0,5X TBE hazırlamak için 5X TBE’den 100ml alındı ve üzerine 900ml distile su 

eklendi. pH’ı 8,3’e düşürmek için HCl eklendi ve 1L’ye tamamlanacak şekilde distile 

su eklendi. 

 
Tablo 10: 5X TBE hazırlamak için kullanılan malzemeler ve miktarları 

Kimyasal Kullanılan Miktar 

Tris 54 g 

Borik Asit 27,5 g 

EDTA 20 ml 

Distile su 1 L’ye tamamlanıncaya kadar 

 

% 2,5’luk agaroz jel hazırlamak için 2,5g agaroz tartıldı ve erlene alındı. 

Erlene alınan agarozun üzerine 100ml 0,5X TBE eklendi. Hafifçe karıştırıldıktan 

sonra erlen mikrodalga fırına konularak erlendeki agaroz eriyene kadar kaynatıldı. 

Erlenin içindeki karışıma %3’lük Etidyum bromür eklenerek hafifçe karıştırıldı. 

Hazırlanan karışım tarak ve kenarlıkları takılmış olan jel tabağına döküldü. Agaroz 

jel elektroforezi tankına 0,5X TBE eklendi. Jel tabağında bulunan jel donduktan 

sonra jel tabağı elektroforez tankına yerleştirildi.  

PZR ürününün tespiti için jelde ilk kuyucuğa 5µl 100bç marker DNA, diğer 

kuyucuklara 5µl PZR ürünü ve 1µl Gel Loading Dye ile karıştırılıp yüklendi. Kesim 

ürünün tespiti için jelde ilk kuyucuğa 10µl 100bç marker DNA, diğer kuyucuklara 

25µl PZR ürünü ve 5µl Gel Loading Dye ile karıştırılıp yüklendi. DNA olan bölge 

negatif (-) elektrota bağlı olacak şekilde pozitif (+) ve negatif (–) uçlu elektrotlar güç 

kaynağına bağlandı. Jel, 100V, 300mA ve 1 saat yürütüldü. Yürüyen jel tanktan 

çıkarıldıktan sonra Ultra-viyole (UV) ışık altında görüntülendi.  
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5.2.7. Sanger Sekanslama 

 

Sanger sekanslamanın alt yapısını oluşturan dizi sonlandırma tekniğinde 

ddNTP’ler 3` hidroksil grubu taşımamaları nedeni ile gelecek dNTP’lerin 5` fosfat 

grupları ile fosfodiester bağı oluşturamayacağından DNA zinciri uzamaz. DNA 

uzama reaksiyonuna sınırlı konsantrasyonda etiketlenmiş ddNTP’ler ve standart 

dNTP’ler karıştırılır. Reaksiyona rastgele ddNTP katılması reaksiyonu durdurur ve 

mümkün olan bütün kombinasyonlarda ürün elde edilir. Klasik Sanger 

reaksiyonunda, her bir ddNTP bazı içeren dört paralel reaksiyon poliakrilamid jelde 

çalışılır ve nükleotid sekansını anlayabilmek için radyoaktif ddNTP işaretlemesi 

yapılmış reaksiyonlarda otoradyografi kullanılır (Heather ve Chain, 2016; Darcan ve 

Türkyılmaz, 2018).  

RFLP sonuçları, ABI 3100 dizileyicisi kullanılarak Sanger sekanslama ile 

doğrulandı. Primer dizisi olarak 5`-GCC AAT TCA AGC CCA GTC-3` kullanıldı ve 

veriler SnapGene yazılımı ile analiz edildi.  

 

5.2.8. cDNA Sentezi 

 

Bu işlem için Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yöntemi 

(RT-PZR) kullanılır. RT-PZR işleminde RNA’yı şablon olarak kullanan ters 

transkriptaz enzimi ile tek zincirli komplementer DNA (cDNA) sentezlenir (Bluth ve 

Bluth, 2018; Myers ve Gelfand, 1991). 

 SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit’i ile cDNA sentezi gerçekleştirmek için 

aşağıdaki protokol uygulandı. Her bir tüp için 1 µg RNA, 4µl 5X TransAmp Buffer, 

1 µl Reverse Transcriptase eklendi ve ddH2O ile toplam hacim 20’ye tamamlandı. 

Ürünler PZR cihazına konuldu ve Tablo 11’deki döngü ve sıcaklıklar kullanıldı. 

 

Tablo 11. cDNA sentezinde kullanılan döngü ve sıcaklıklar 

Sıcaklık Zaman 

25°C 10 dk 

42°C 15 dk 

85°C 5 dk 
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5.2.9. Gerçek zamanlı PZR (GZ-PZR) Yöntemi 

 

Çalışmamızda gen ekspresyonunun kantitatif tayini için gerçek zamanlı PZR (GZ-

PZR) yöntemi kullanıldı. GZ-PZR, floresan boya ya da probların kullanımı yardımı 

ile PZR işlemini gerçek zamanlı şekile görünür hale getirebilen ve DNA miktarının 

artışını gösteren bir yöntemdir. Çalışmamızda SYBR Green I ile gerçek zamanlı PZR 

(GZ-PZR) yöntemi kullanıldı. SYBR Green I boyasının kullanıldığı bu yöntemde, 

uzama aşamasında SYBR Green boyası çift zincirli DNA molekülünün arasına 

girerek floresan yayılımı gerçekleşir. Bu durum çift zincirli DNA molekülünün 

artmasıyla birlikte floresan ışımanın artmasına neden olur (Günel, 2007).  

Bu işlemi için kullanılan ileri ve geri primer dizileri Tablo 12’de, işlemde 

kullanılan malzemeler ve miktarları Tablo 13’te, PZR döngü sıcakları ve süreleri 

Tablo 14’te verilmiştir.  

 

Tablo 12. GZ-PZR işleminde kullanılan primerler ve dizileri 

Primer  Dizisi (5`3`) 

PPARγ İleri Primer  TGAAGTGTGACGTGGACATC 

PPARγ Geri Primer  GGAGGAGCAATGATCTTGAT 

β -actin İleri Primer  AATCAAAGTGGAGCCTGCAT 

β -actin Geri Primer  ACCCTTGCATCCTTCACAAG 

 

Tablo 13. GZ-PZR için kullanılan malzemeler ve miktarları 

Malzeme Miktar (µl) 

2X SensiFASTTM SYBR® No-ROX Kit 10 

İleri Primer (5µM) 1 

Geri Primer (5µM) 1 

cDNA (4 ng/µl) 2 

ddH2O 6 

Toplam 20 
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Tablo 14. GZ-PZR döngü sıcaklıkları ve süreleri 

Aşama Sıcaklık Zaman Döngü Sayısı 

Başlangıç Denatürasyonu 95°C 5 dk 1 

Denatürasyon 95°C 10 sn 45  

Bağlanma 55°C 10 sn 45 

Uzama 72°C 30 sn 45 

Son Uzama 95°C 10 dk 1 

 

5.2.10. Veri Analizi 

 

GZ-PZR işlemi için iki teknik tekrar yapıldı. Gerçekleştirilen reaksiyon β-

aktin geni kullanılarak normalize edildi. Delta siklus eşiği (∆Ct) değerleri 

kullanılarak ∆∆ Ct değerleri hesaplandı ve 2-∆∆Ct formülü kullanılarak ekspresyon 

değişimi hesaplandı. Error barlar iki tekrarın ortalamasına göre hesaplandı. 
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6. BULGULAR 

 

 

6.1 HÜCRE HATLARINDA PPARγ Pro12Ala POLİMORFİZMİN 

ARAŞTIRILMASI 

 

Hücre hatlarından elde edilen tüm DNA örneklerinin saflık oranları 

(A260/A280)  yaklaşık 1,8 olarak tespit edildi. HUVEC, MCF10A, Caki-1, Jurkat, 

SKBR3, HeLa, MCF7, Ishikawa, THP-1, Caco-2, AGS, MDA-MB-468 ve MDA-

MB-453 hücre hatlarından izole edilen DNA örnekleri PPARγ genine spesifik 

primerler kullanılarak PZR işlemine tabi tutularak hedef bölge çoğaltıldı. Bu işlem 

sonucunda doğru bölgenin çoğaltılmasının kontrolünü sağlamak için agaroz jel 

elektroforezi tekniği kullanıldı. Agaroz jelde PPARγ geninin 270bç’lik ürün olarak 

görülmesi beklenmektedir (Chao ve ark., 2015). Çalışmamızda elde edilen agaroz jel 

sonucu Resim 1’de gösterilmiştir.  Kuyucukların üstünde kuyucuklarda örneği 

bulunan hücre hatlarının isimleri yazılmış olup ilk kuyucuğa marker olarak 

GeneRulerTM 100 bç DNA ladder yüklenmiştir.    

 

  
Resim 1. Hücre hatlarının PZR işlemi sonucunu görüntülemek için yapılan agaroz jel 

elektroforezi sonucunun görüntüsü 

 

Hücre hatlarından elde edilen PZR ürünlerinden Pro12Ala polimorfizmini 

belirlemek amacı ile yapılan kesim işleminin sonucunda oluşan jel görüntüsü Resim 

2 ve Resim 3’te verilmiştir. Kesim ürünü sonucunda Pro12Ala bakımından 

homozigot olan örneklerde 227bç ve 43 bç’de bant, Pro12Ala bakımından 

270 bç 
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heterozigot olan örneklerde 270 bç, 227 bç ve 43 bç’de bant, Pro12Ala alleli 

olmayan örneklerde ise 270bç’de bant oluşması beklenmektedir (Chao ve ark., 

2016). Fakat 43 bç’lik bantlar çok küçük olduğundan dolayı primer dimer ile 

karışmaması için 227 bç’lik bantlar dikkate alınmıştır.  Kesim işlemi sonucunda 

Caki-1 ve AGS hücre hatlarında PZR ürünlerinin kesime uğradığı görülürken, 

HUVEC, MCF10A, Jurkat, SK-BR-3, HeLa, MCF7, Ishikawa, THP-1, Caco-2, 

MDA-MB-468 ve MDA-MB-453 hücre hatlarında kesim görülmemiştir. Bunun 

sonucunda Caki-1 ve AGS hücre hatlarında heterozigot Pro12Ala polimorfizminin 

olduğu söylenebilirken diğer hücre hatlarında Pro12Ala polimorfizminin olmadığı 

sonucuna ulaşılabilir.  

 

 
Resim 2. HUVEC, MCF10A, AGS, Caki-1, MDA-MB-453 ve MDA-MB-468 ve SK-BR-3 

hücre hatlarından elde edilen PZR ürünlerinin BstUI kesim enzimi sonucunun 

görüntülenebilmesi için yapılan agoroz jel elektroforezi sonucunun görüntüsü 

 

 

Resim 3. MCF7, Jurkat, THP-1, Caco-2, Ishikawa ve HeLa hücre hatlarında elde edilen PZR 

ürünlerinin BstUI kesim enzimi sonucunun görüntülenebilmesi için yapılan agoroz jel 

elektroforezi sonucunun görüntüsü 

270 bç 

270 bç 

227 bç 
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Yapılan RFLP işleminin sonuçları sanger sekanslama ile doğrulandı. Sanger 

sekanslama sonucunda, RFLP analizi sonuçları ile uyumlu olarak, AGS ve Caki-1 

hücre hatlarında heterozigot Pro12Ala polimorfizmi bulunurken, diğer hücre 

hatlarında polimorfizme rastlanmadı. AGS, Caki-1 ve MCF10A hücre hatlarından 

elde edilen kromotogram sonuçları Şekil 9’da gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 9. AGS, Caki-1 ve MCF10A hücre hatlarının sanger sekanslama sonuçlarının 

kromotogram sonuçları.  

 

6.2. HÜCRE HATLARINDA PPARγ EKSPRESYONUNUN ARAŞTIRILMASI 

 

Hücre hatlarından elde edilen tüm RNA örneklerinin saflık oranları 

(A260/A280)  yaklaşık 2 olarak tespit edildi. Hücre hatlarından elde edilen RNA’lar 

GZ-PZR’de kullanılmak üzere cDNA’ya çevrildikten sonra GZ-PZR işlemi 

gerçekleştirildi. Bu işlem sonucunda MCF10A (tümörijenik olmayan meme hücre 

hattı) ve SK-BR-3 (meme kanseri hücre hattı) ile diğer hücre hatlarının 

karşılaştırmasından elde edilen normalizasyon grafiği, sırasıyla Şekil 10 ve Şekil 

11’de gösterilmiştir. İlk grafiğe göre (Şekil 10) hücre hatlarının mRNA ekpresyonları 

karşılaştırıldığında en fazla PPARγ mRNA ekspresyonu gösterenden en az PPARγ 

mRNA ekspresyonu gösterene göre sıralama MCF10A, SK-BR-3, MDA-MB-468, 

MDA-MB-453, Caki-1, AGS şeklindedir. Pro12Ala polimorfizmi bulunduran hücre 

hatları Caki-1 ve AGS’de, MCF-10A ile karşılaştırıldığında PPARγ mRNA 

ekspresyonunda belirgin bir düşüş gözlenmiştir.   İkinci grafikte (Şekil 11) de patern 

değişmemiş, mRNA ekpresyonları karşılaştırıldığında en fazla PPARγ mRNA 
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ekspresyonu gösterenden en az PPARγ mRNA ekspresyonu gösterene göre sıralanış 

sırasıyla SK-BR-3, MDA-MB-468, MDA-MB-453, Caki-1, AGS şeklinde olmuştur. 

Yine Pro12Ala polimorfizmi bulunduran hücre hatları Caki-1 ve AGS’de, SK-BR-3 

ile karşılaştırıldığında PPARγ mRNA ekspresyonunda belirgin bir düşüş 

gözlenmiştir. 

   

 

Şekil 10. Hücre hatlarında PPARγ mRNA ifadesinin MCF10A’ya göre normalizasyon grafiği 

 

 

 
 

Şekil 11. Hücre hatlarında PPARγ mRNA ifadesinin SK-BR-3’e göre normalizasyon grafiği 
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7. TARTIŞMA 

 

PPAR’lar adipogenez ve lipit metabolizmasında görev alan bir nükleer reseptör 

ailesidir (Gimble ve ark., 1998; Yousefnia ve ark., 2018; Corrales ve ark., 2018a). 

PPAR’ın üç izoformundan biri olan PPARγ’nın adipojenik düzenleyici olmakla 

birlikte, bir çok farklı görevi vardır. Buna bağlı olarak yağ hücrelerinin yanında diğer 

hücre ve dokularda da az da olsa eksprese edilmektedir (Giaginis ve ark., 2009; Jain 

ve ark., 1998; Kliewer ve ark., 1994). PPARγ’nın proliferasyonu sınırlayan ve 

apoptozu ile farklılaşmayı destekleyen özellikleri sebebiyle birçok hücre çeşidinde 

kanserojen önleyici rolleri oynadığı düşünülmektedir. (Michalik ve ark., 2004) 

Özellikle  hücre bölünmesinin durmasına sebep olan adiposit farklılaşmasının 

programlanmasında görev alması PPARγ’yı tümör büyümesinin kontrolü açısından 

önemli bir hedef haline getirmiştir. (Tontonoz ve Spiegelman, 2008).  

PPARγ geninin 12. kodonunun 34. nükleotidinde meydana gelen CG 

dönüşümü ile oluşan prolin amino asitinin alanin amino asitine değişimi sonucunda 

Pro12Ala polimorfizmi oluşmaktadır. Pro12Ala polimorfizminin obezite, diyabet, 

bazı kanser türleri gibi birçok hastalık ile ilişkili olabileceği gösterilmiştir. Hücresel 

düzeyde ise kanser ile Pro12Ala polimorfizmi ilişkisini inceleyen bir çalışmaya 

rastlanmamıştır.  

Çalışmamızda PPARγ genindeki Pro12Ala polimorfizminin hücre hatlarındaki 

varlığının tespit edilmesi ve bu polimorfizmin hücre hatlarındaki PPARγ mRNA 

ekspresyon seviyesine etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır. Çalışmamız sonucunda 

Caki-1 ve AGS hücre hatlarında Pro12Ala polimorfizmi tespit edilmiş ve bu hücre 

hatlarındaki PPARγ mRNA ekspresyon düzeyi; Pro12Ala polimorfizmi bulunmayan 

MCF10A, SK-BR-3, MDA-MB-453, MDA-MB-458 hücre hatlarındaki PPARγ 

mRNA ekspresyon düzeyinden düşük bulunmuştur.  

Genetik varyantların hastalıklarla ilişkisinin araştırılmasında yaygın olarak 

popülasyondaki hasta ve normal bireylere ait kan örnekleri kullanılmaktadır.  Fakat 

bu varyantların hücresel düzeydeki etkilerini görmek için hücre hatlarında çalışmak 

daha yararlı bir yol olacaktır. Etik açıdan kullanım kolaylığı sağlamasının yanında, 
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hücre hatlarının sürdürülmesinin kolaylığı ve hücre dışındaki değişkenler sabit 

tutularak hücreye özgü bir sonuç verilme olanağı hücre hatlarını uygun bir çalışma 

modeli haline getirmektedir. Literatüre bakıldığında hücre hatlarında yapılmış 

polimorfizm çalışmalarına çok sık rastlanmasa da belirli hücre hatlarının genomunda 

bulunan SNP’lere bakıldığı görülmektedir (Saifullah ve Tsukahara, 2018). Oysa ki bu 

çalışmalar, genlerin farklı varyantlarının genin mRNA/protein ekspresyonu, protein 

lokalizasyonu, gen ürününün fonksiyonu gibi hücresel fenotipe etkilerini anlamak 

açısıdan çok önemlidir. Ayrıca hücre hatlarında yeni varyantlar tespiti 

COSMIC(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer)  gibi veri tabanlarına ve bu 

gibi kaynakları birleştiren GEMICCL (Gene Expression and Mutations in Cancer 

Cell Lines) gibi ortak veri tabanlarına katkı sağlayacaktır. Buna bağlı olarak hücre 

hatlarının varyantları ve bu varyantların hastalıkla ilişkisi hakkında fikir 

edinilmesinin önü açılacaktır.  

GEMiCCL veritabanı, insan hücre hatlarındaki mutasyon, gen ekspresyonu ve 

kopya sayısı değişikliklerini (copy number variation; CNV) üç farklı veri tabanı olan 

CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia), COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations 

in Cancer) ve NCI60’dan veri toplayarak, deneysel olarak doğru hücre hattı 

seçiminde araştırmacılara kaynak sağlamayı amaçlamaktadır. Araştırmamız 

kapsamında, GEMiCCL veri tabanında bulunan ve araştırmada kullandığımız hücre 

hatlarında PPARγ’daki mutasyonları inceledi. Bu inceleme sonucunda Jurkat hücre 

hattında Chr3:12393133-12393133 pozisyonunda sessiz bir mutasyon(c.42C>T) 

olduğu görüldü. Bu mutasyon dışında ve diğer hücre hatlarında ise PPARγ’da 

mutasyona rastlanmadı. Çalışmamız sonucunda Caki-1 ve AGS hücre hatlarında 

Pro12Ala polimorfizmi tespit ettik. Daha önce bu hücre hatlarında Pro12Ala 

polimorfizmi çalışılmadığından ve bahsedilen hücre hatlarında tespit ettiğimiz 

Pro12Ala polimorfizminin veri tabanlarına yeni bir veri ekleme imkanı sunacağını 

düşünmekteyiz.  

Polimorfizmlerin genlerin mRNA ekspresyonunu etkileyebileceği 

bilinmektedir. Berhouma ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada obezite 

hastalarından alınan doku örneklerinde Pro12 alelinin PPARγ mRNA’sının aşırı 

ekspresyonu ile ilişkili olabileceği gösterilmiştir (Berhouma ve ark., 2013). Fakat 
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Pro12Ala polimorfizminin kanser hücre hatlarında PPARγ mRNA ekspresyonuna 

etkisi üzerine bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bizim çalışmamız da genlerdeki 

polimorfizmlerin mRNA ekpresyonunu etkileyebileceğini destekleyici sonuçlar 

sunmaktadır. Özellikle yapılan çalışmalarda farklı kanser hücre hatlarında farklı 

oranda PPARγ mRNA ekspresyonu görülmektedir. Elnemr ve arkadaşlarının 

yaptıkları çalışmada pankreas kanseri hücre hatları olan AsPC-1, MIA PaCa-2, 

PANC-1 ve BxPC-3’ün PPARγ protein ekspresyonu, pozitif kontrol olarak kullanılan 

kolon kanseri hücre hattı HT-29’a kıyasla daha yüksek çıkmıştır (Elnemr ve ark., 

2000). Takahashi ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada mide kanseri hücre hattı olan 

MKN45’de PPARγ ekspresyonu kolon kanseri hücre hattı HT-29 ile 

karşılaştırılmıştır. Yapılan bu çalışmada HT-29’un PPARγ mRNA ekspresyonunun, 

MKN45’deki PPARγ mRNA ekspresyonu ile eşit düzeylerde olduğu saptanmıştır. 

Bunun yanında PPARγ protein ekspresyonuna bakıldığında, MKN45’deki   PPARγ 

protein ekspresyonunun HT-29’daki ekspreyona eşit hatta ondan yüksek olduğu 

bulunmuştur (Takahashi ve ark., 1999). Farklı kanser hücre hatlarındaki farklı 

düzeyde PPARγ mRNA/protein ekspresyonu, kanser hücre hatlarının farklı 

karsinogenez mekanizmalarına bağlı olabileceği gibi PPARγ’daki polimorfizmlerine 

de olabilir.   

Çalışmamızda PPARγ Pro12Ala polimorfizminin mRNA ekspresyonunun 

üzerindeki etkisini analiz etmek için iki farklı yol kullanılmıştır. Bu yollardan 

birincisinde gen ekspresyon analizi normal meme hücre hattı olan MCF10A kontrol 

olarak kabul edilerek yapılmıştır. Kontrol MCF10A ile karşılaştırılan diğer hücre 

hatları kanser hücre hatları olduğundan karşılaştırma hem Pro12Ala polimorfizminin 

hem de kanser-normal hücre arasındaki PPARγ mRNA ekspresyonu hakkında bilgi 

almak için kullanılmıştır. Bu analizde MDA-MB-453, MDA-MB-468, SK-BR-3 

olmak üzere 3 meme kanseri hücre hattı, normal meme hattı MCF10A ile 

karşılaştırılmış ve Pro12Ala polimorfizmi tespit edilmeyen bu hücrelerin PPARγ 

mRNA ekspresyonunda normale göre düşüş görülmüştür. Pro12Ala polimorfizmi 

tespit edilen Caki-1 ve AGS hücre hatlarında ise PPARγ mRNA ekspresyonunda 

Pro12Ala polimorfizmi bulunmayan hücre hatlarına göre daha büyük bir düşüş tespit 

edilmiştir. Bu düşüş hem kanser hücresi ile normal hücre arasındaki ekspresyon 

farkına, hem de polimorfizmin etkisine bağlanabilir. Kanser ve normal hücre hatları 
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arasındaki farklılıkları dışlamak ve kanserdeki polimorfizmden etkisini daha iyi 

görmek için ikinci analiz diğer bir kanser hücre hattı olan SK-BR-3’ü kontrol alarak 

yapılmıştır. Bu analizde Pro12Ala polimorfizmi tespit edilmemiş hücre hatlarında 

mRNA ekspresyonu çok fazla değişmezken, Pro12Ala polimorfizmi tespit edimiş 

olan Caki-1 ve AGS hücre hatlarında PPARγ mRNA ekspresyonunda belirgin bir 

düşüş görülmüştür.  Bu nedenle bu analizde mRNA ekpresyonundaki düşüşün 

Pro12Ala polimorfizmi kaynaklı olabileceği sonucuna varılmıştır. Bundan sonraki 

adım bu ekpresyon farkının kanser türleri arasındaki farktan kaynaklanma ihtimalini 

dışlamak için karşılaştırmayı Pro12Ala polimorfizmi tespit edimiş olan Caki-1 ve 

AGS hücre hatları ile aynı tümör türünü kaynak alan ve Pro12Ala polimorfizmi 

tespit edilmeyen kanser hücre hatları ile tekrarlamak olacaktır. Ayrıca aynı etkinin 

protein düzeyinde gerçekleşip gerçekleşmediğini görmek için Caki-1 ve AGS hücre 

hatlarında Pro12Ala polimorfizminin protein ekspresyonu üzerindeki etkisi de 

incelenecektir.  

PPARγ’nın; kolon, prostat, akciğer, deri, meme kanseri, mesane kanseri gibi 

çeşitli tümör dokularında ekspresyonu vardır (Yun ve ark., 2018; Mansure ve ark., 

2009; Ban ve ark., 2010; Eastham ve ark., 2008; Freudlsperger ve ark., 2008). 

PPARγ’nın ligandı tarafından aktive edilmesinin hücre çoğalmasını durdurulmasına 

ya da apoptosisi uyarılmasına sebep olduğu gözlenmiştir. Bu mekanistiği, Fosfataz 

ve Tensin Homolog (PTEN), B Hücreli Lenfoma (BCL)-2, BCL2 İlişkili X (Bax) ve 

fosfatazların yüksek ekspresyonlarını ve survivin, Apoptoz Proteininin X Bağlantılı 

İnhibitörü (XIAP), Siklin Bağımlı Kinaz (CDK), Siklin D1, Siklooksijenaz-2 (COX-

2) gibi çeşitli genlerin düşük ekspresyonlarını sağlaması ile gerçekleştirdiği 

düşünülmektedir (Yun ve ark., 2018; Ban ve ark., 2010; Ma ve ark., 2019). Ayrıca 

kanser hücresinin büyümesinin kontrolünde önemli rolü vardır (Lee ve ark., 2013; 

Seifabadi ve ark., 2019). PPARγ’nın ligandı bazı kanser türlerinde tümör oluşumunu 

baskıladığı bu sebeple antinoplastik ilaçlar olarak kullanım potansiyelleri olduğu 

düşünülmektedir. (Tachibana ve ark., 2008) 

Meme kanseri ve Pro12Ala polimorfizmi ilişkisini inceleyen birçok farklı 

çalışma yapılmıştır. Mao ve arkadaşlarının meme kanserinde Pro12Ala ilişkisini 

inceleyen meta-analiz sonucunda G allelinin meme kanseri üzerinde koruyucu etkisi 



 

47 

 

olabileceği gösterilmiştir (Mao ve ark., 2013). Vogel ve arkadaşlarının 

Danimarkalılar üzerinde yapılan meme kanseri ile Pro12Ala polimorfizmi arasındaki 

ilişkisini inceleyen çalışmaları sonucunda Ala allelinin meme kanseri riskini 

düşürebileceği görülmüştür (Vogel ve ark., 2007). Wu ve arkadaşlarının tarafından 

Tayvan nüfusunda kadınlar ile yapılan çalışmada  meme kanseri ile Pro12Ala 

polimorfizmi ilişkisinin incelenmesi sonucunda Pro12Ala polimorfizminin kanser 

riskini arttırabileceği gösterilmiştir (Wu ve ark., 2011). Yapılan PPARγ ekspresyon 

analizlerinde ise; Elstner ve arkadaşlarının yaptığı çalışma meme kanseri üzerinde 

PPARγ ekspresyonuna bakılmış olup bu çalışmada hastaların meme adenokarsinom 

hücrelerinde yüksek PPARγ protein ekspresyon görülürken bireylerin epitel 

hücrelerinde ise düşük PPARγ protein ekspresyonu görülmüştür (Elstner ve ark., 

1998).  

Bizim çalışmamızda ise MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-468, MCF-10A, 

SK-BR-3 olmak üzere 5 ayrı meme kanseri hücre hattı ile çalışılmıştır. Bu çalışmanın 

sonucunda bu 5 ayrı hücre hattında da Pro12Ala polimorfizmi tespit edilememiştir. 

Bu sebeple meme kanserinde Pro12Ala polimorfizminin etkisi ile ilgili bir sonuca 

ulaşılamamıştır.  Bu çalışmada kullanılan meme kanseri hücre hatları PPARγ mRNA 

ekspresyonu açısından değerlendirildiklerinde kanser hücre hatlarında PPARγ mRNA 

ekspresyonunun normal meme hücre hattına göre düşüş gösterdiği görülmüştür. Bu 

sonuçlar Elstner ve arkadaşlarının PPARγ protein datasıyla ters görünse de bizim 

çalışmamızda protein düzeyinde ekspresyona bakılmadığı için tam bir karşılaştırma 

yapılamamaktadır (Elstner ve ark., 1998).   

Goudarzi ve arkadaşlarının İran popülasyonunda mide kanseri ve mide 

kanserinin sebeplerinden biri olan H.pylori ile Pro12Ala inceleyen çalışmanın 

sonucunda heterozigot Pro12Ala’nın H.pylori ve mide kanseri hastalarında yaygın 

olduğu ve CC genotipine sahip mide kanseri hastasına rastlanılmadığı gösterilmiştir 

(Goudarzi ve ark., 2015). Zhao ve arkadaşlarının mide kanserinde Pro12Ala ilişkisini 

inceleyen meta-analizde G allelini taşıyan bireylerde mide kanserinde görülme 

sıklığının 2,31 kat yüksek olduğu ve H.pylori taşıma durumunda riskin daha yüksek 

olabileceği gösterilmiştir. Popülasyon tabanlı bakıldığında Asya populasyonunda 

2,56 kat, Kafkasya popülasyonunda ise 2,20 kat yüksek olduğu sonucuna varılmıştır 
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(Zhao ve ark., 2015). Canbay ve arkadaşları Türk popülasyonunda mide kanseri ile 

Pro12Ala polimorfizmini incelemesi sonucunda Pro12Ala polimorfizminin mide 

kanseri riskini arttırdığı ve G allelinin az diferensiyasyon ve metastatik süreç ile 

ilişkili olabileceği sonucuna varılmıştır (Canbay ve ark., 2012). 

Xu ve arkadaşlarının metazanalizinde mide kanseri ile Pro12Ala ilişkisine 

bakıldığında G alleli taşıyıcılarında 2,31 kat daha fazla mide kanseri riski olabileceği 

gösterilmiştir (Xu ve ark., 2010). İnsan mide kanseri hücreleri (MKN‑45) üzerinde 

yapılan bir çalışmada ise PPARγ/α’nın agonisti olan TZD18 kullanılmıştır. TZD18, 

PPARγ ve PPARα aktivasyonları üzerinden anti-proliferasyonu gerçekleştirmektedir. 

Deney sonuçlarında, kanserli hücrenin çoğalması azalmış ve apoptoz gerçekleşmiştir 

(Ma ve ark., 2019). Yapılan bu çalışmalar Pro12Ala polimorfizminin mide kanser 

riskini arttırabileceğini göstermektedir.  

Sato ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada ise aynı kansere ait hücre 

hatlarını karşılaştırmıştır. Mide kanseri hücre hatları olan dört dokuda, MKN-7, 

MKN-28, MKN-45 ve AGS’de,  PPARγ mRNA ekspresyonu ve protein seviyelerine 

bakılmıştır. Bu çalışmada MKN-7 ve MKN-45 hücre hatlarında mRNA ekspresyon 

seviyeleri MKN-28 ve AGS hücre hatlarına oranla daha yüksek bulunmuştur. Yine 

protein seviyeleri karşılaştırılmış ve görece en düşük protein seviyesine sahip olan 

hücre hattı ise AGS olarak belirlenmiştir (Sato ve ark., 2000). Yapılan bu çalışmaya 

ek olarak bizim çalışmamızda da AGS mRNA ekspresyonunu diğer farklı kanser 

hücre hatları ile kıyaslandığında da çok düşük bir mRNA ekspresyonuna sahip 

olduğu görülmüştür. Bu durum düşük PPARγ protein ekspresyonuna da neden 

olabilir. Sonucun Pro12Ala polimorfizminden kaynaklanıp kaynaklanmadığını 

incelemek için bahsedilen hücre hatlarının Pro12Ala polimorfizm taşıyıp 

taşımadıklarını tespit etmek gerekmektedir. 

Sonuç olarak bizim çalışmamızda mide kanseri hücre hattı olan AGS hücre 

hattında ve deri metastatik alanından türemiş böbrek hücre hattı olan Caki-1 hücre 

hattında heterozigot Pro12Ala polimorfizmi bulunmuştur. Çalışmamızda kullanılan 

HUVEC, MCF10A, Jurkat, SK-BR-3, HeLa, MCF7, Ishikawa, THP-I, Caco-2, 

MDA-MB-468 ve MDA-MB-453 hücre hatlarında Pro12Ala polimorfizmine 
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rastlanmamıştır. Pro12Ala polimorfizmlerine sahip olan Caki-1 ve AGS hücre 

hatlarının mRNA ifadesi, Pro12Ala polimorfizmi bulunmayan MCF10A, SKBR3, 

MDA-MB-453, MDA-MB-458 hücre hatlarının mRNA ifadesinden düşük 

bulunmuştur. Bu farklılığın polimorfizmden kaynaklanıp kaynaklanmadığı tespit 

etmek ve olası etkinin karsinogenez mekanizmasındaki yerini araştırmak için daha 

kapsamlı analizler gerekmektedir. 
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8. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Çalışmamız sonucunda incelenen 13 farklı hücre hattı içerisinde yalnızca AGS 

ve Caki-1 hücre hatlarında PPARγ geni Pro12Ala polimorfizmi tespit edilmiştir. 

Pro12Ala polimorfizmi tespit edilen bu hücre hatlarında, Pro12Ala polimorfizmi 

bulunmayan SK-BR-3, MDA-MB-453, MDA-MB-458 kanser hücre hatlarına göre 

PPARγ mRNA ekspresyonunun düşük olduğu bulunmuştur. Bu durum kanserde 

hücresel düzeyde Pro12Ala polimorfizminin varlığının PPARγ mRNA 

ekspresyonunu azaltabileceğini göstermektedir. Bu polimorfizmin karsinogenez 

mekanizmasındaki etkisini anlamak için, daha kapsamlı araştırmalar yapılması 

gerekmektedir. 

 Çalışmamız hücre kültürü ve popülasyon çalışmalarında polimorfizmlerin 

etkisinin anlaşılması açısından önemli bir temel oluşturmaktadır. Sonuçlar 

değerlendirilirken Pro12Ala polimorfizmi taşıyan örnek sayısının düşük olması göz 

önünde bulundurulmalıdır.  

Yapılacak çalışmalarda hücre hatlarındaki polimorfizm dışındaki özellikler 

eşitlenerek daha net bir şekilde yorumlanabilir. Örnek olarak polimorfizm içermeyen 

hücre hattı olan MCF10A’da Pro12Ala polimorfizmi oluşturmak normal hücre 

hattında Pro12Ala polimorfizminin etkisini incelemeye olanak sağlar. Aynı zamanda, 

Pro12Ala polimorfizmi içermeyen ve kanser hücre hattı olan SK-BR-3 hücre 

hattında Pro12Ala polimorfizmi oluşturularak kanser hücre hattında Pro12Ala 

polimorfizminin etkisi gözlemlenebilir. Bu sonuçlar karşılaştırılarak ise normal ve 

kanser hücre hatlarındaki farklılık gözlenebilir. Bu hücrelerde mRNA 

ekspresyonunun yanı sıra protein ekspresyonuna da bakılarak polimorfizmin protein 

düzeyindeki etkisi incelenebilir. Daha sonraki çalışmalarda ise polimorfizm kaynaklı 

farklılık durumu gözlenmesi durumunda bu farklılığın pro-apoptotik etkiden mi ya 

da hücre çoğalmasına olan etkiden mi kaynaklanıp kaynaklanmadığı araştırılabilir.  

Çalışmamız genetik varyasyonların hücresel fenotiplere etkisini göstermesi 

açısından önem taşımaktadır. Bu çalışma hücre hatları kullanılarak yapılan 

deneylerde, çeşitli koşullar altında genlerin ekspresyon farkları ya da hücresel 
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fonksiyonları araştırılırken araştırılan genin farklı hücre hatlarında bulunan farklı 

varyantlarının etkisinin göz önünde bulundurulması gerektiğinin altını çizmiştir. 
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