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OZET

Insanda kanser olusumuna bir¢ok faktoriin etkili oldugu ileri siiriilmektedir. Bunlarin basinda
tiimor siippressor genleri, protoonkogenler ve onkogenlerde meydana gelen diizensizlikler ilk
sirada yer almaktadir. Ras onkogen familyasinda yer alan K-ras onkogeninin 12.,13. ve 61.
kodonunda meydana gelen nokta mutasyonlar tiimdr olusumuna yol agmaktadir. Yapilan
aragtirmalarda elektromanyetik alanlarin hiicreleri boliinmeye sevk ederek tiimor gelisimini
hizlandirdig1 ve uzun siireli olduk¢a diisiik frekansl: (Extremely Low-Frequency, ELF)
elektromanyetik alanlara maruz kalan kisilerde kanser olusum sikliginin arttig bildirilmektedir.
Bu konuda molekiiler diizeyde ¢calismalar yeterli olmayip tartigmalar devam etmektedir. Bu
calismada, yiiksek gerilim hatt1 calisanlarinda kanser olusumuna neden olan onkogenlerden,
K-ras genindeki delesyon/mutasyonlar1 belirlemek amaciyla, Gaziantep, Erzin ve Elbistan
bolgesi 380 kV' luk salt sahasinda ¢alisan 31 kisinin ve kontrol amaciyla saglikli 23 kisinin
kanlarindan standart yontemle DNA izole edildi. izole edilen DNA’larda K-ras geninde,
delesyonun/mutasyonun olup olmadig: Polymerase Chain Reaction-Single Strand Conformation
Polymorphism (PCR-SSCP) yontemiyle arastirildi. Sadece 2 bireyin SSCP bandinda farklilik
saptandi.
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SUMMARY

MOLECULAR ANALYSIS OF K-RAS ONCOGENE IN HUMAN EXPOSED TO
ELECTROMAGNETIC FIELDS

It is supposed that many factors are effective in human cancer progression. Among the genes
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affected tumor suppressor genes,protooncogenes and oncogenes play a key role. The point
mutations that occur at the 12th,13th and 61st codons of K-ras oncogene which is a Ras oncogene
family member, cause tumorogenessis. The studies revealed that the electromagnetic fields
(EMF) induce the cells to divide, which accelerate tumor proggression and raises the frequency
of cancer events in humans who are exposed to extremely low-frequency electromagnetic fields
(ELF-EMF) for a long time. The molecular studies are not enough to enlighten the debate about
this issue. In this study, to detect the deletions/mutations of the K-ras gene, an oncogene which
causes cancer, the DNAs were isolated from the blood of the 31 workers of the Gaziantep,Erzin
and Elbistan 380kV electricity substation and 23 healhty donours as a control group, using a
standard method. The deletions/mutations of the K-ras gene were examined using Polymerase

Chain Reaction-Single Strand Conformation Polymorphism (PCR-SSCP). Only 2 of the workers

showed a shifted SSCP band.
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GIRIS

Insanda kanser olusumuna bircok faktoriin
etkili oldugu ileri siirtilmektedir. Bunlarin
baginda timor siipresdor genleri,
protoonkogenler ve onkogenlerde meydana
gelen diizensizlikler ilk sirada yer almaktadir.
Ras onkogen familyasinda yer alan K-ras
onkogeninin 12.,13. ve 61. kodonunda meydana
gelen nokta mutasyonlar tiimor olusumuna yol
agmaktadir. Yapilan arastirmalarda
elektromanyetik alanlarin hiicreleri boliinmeye
sevk ederek tiimor gelisimini hizlandirdig ve
uzun stireli oldukga diisiik frekansh (Extremely
Low-Frequency, ELF) elektromanyetik alanlara
maruz kalan kisilerde kanser olusum sikhiginn
arttiga bildirilmektedir. (1-3). Bu konuda
molekiiler diizeyde calismalar yeterli olmayip
tartismalar devam etmektedir. Enerji iletim
hatlarinin cevresinde yiiksek gerilim ve
akimlardan dolay1 elektrik ve manyetik alanlar
meydana gelmektedir. Insan duyu organlariyla
algilanamayan bu alanlarin insan organizmasini
biiyiik lciide etkiledigi ve olumsuz degisimlere
yol actig1 bilinmektedir. Yapilan aragtirmalarda,
yiiksek gerilim hatlarinin ¢evresinde olusan

elektromanyetik alanlarin kanser olusumunu

arttirdig1 immun sistemi baskiladig1, melatonin
seviyesini azalttigi, kimyasal reaksiyonlarin
hizlarini ve serbest radikal ciftlerinin olusum
hizlarinm arttirdig ileri stirtilmektedir (1-5).
Kanser hticre bolinmesi ve farklilagsmasi ile
ilgili genlerde meydana gelen mutasyonlar
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Hiicre
proliferasyonunda, farklilasmasinda ve diger
hiicresel fonksiyonlarda diizenleyici role sahip
olan timor siipressor genlerinde ve
protoonkogen-onkogenlerde meydana gelen
mutasyon/delesyonlar da kansere neden
olmaktadir (6-9). Elektromanyetik alanlarin da
hiicreleri boliinmeye sevk ederek timor
gelisimini hizlandirdigy ileri siiriilmektedir (1-
5, 10-12). Ancak, elektromanyetik alanlarin
hiicre boliinmesini kontrol eden genlerde ve
hiicre proliferasyonunda rol oynayan
onkogenlerde mutasyon/delesyona neden olup
olmadigiyla ilgili aragtirmalara
rastlanamamugtir. Bu nedenle, elektromanyetik
alana maruz kalan yiiksek gerilim hatt:
calisanlarinda cevresel faktorlerin sorumlu
tutuldugu kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile
onkogenlerinden biri olan K-ras genindeki

mutasyon/delesyonlar: belirlemek amaciyla
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bu ¢alisma planlanmustir.

GEREC VE YONTEM

Ornekler ve DNA ekstraksiyonu:

Bu arastirmada, Tiirkiye Elektrik Kurumunun
Gaziantep, Erzin ve Elbistan Termik Santralinde
380 kV’luk salt sahasindaki elektromanyetik
alanda, 3-15 yildan beri giinde yaklagik 8 saat
calisan 31 bireyden ve kontrol amactyla saglikli
23 kisiden alinan 10 ml'lik EDTA’l1 kanlar
kullanildi. Genomik DNA’lar standart Fenol-
Kloroform ekstraksyon yontemine gore elde
edildi (13). Elde edilen DNA’lar analiz
edilinceye kadar + 4°C’de saklandi.
PCR-SSCP

Bir c¢ift primer (K-ras F 5'-
GACTGAATATAAACTTGTGG-3 ve K-ras R
5-CGAATAT-GATCCAACAATAG-3")
kullanularak 112bp'lik K-ras onkogeni amplifiye
edildi (6).

PCR Ortamu:

Distile St 32ul
10X PCR Buffer (MBI Fermentas).. 5 pul
ANTPs 2mMM)...veeeeeieee e 5ul
Primer K-ras F (10 pmol)............... Inl
Primer K-ras R (10 pmol)............... 1pul
Taq polymerase (MBI Fermentas)... 2.5U
MgCI2 25 mM)...coovivvriiiinen opl
Genomik DNA ... 1l

PCR Sartlar::
. H4oC

2 dak. 1 Dénga
94°C 30 sn.
53°C  30sn. I 35 Déngii
72°C 1dak.
72°C  5dak. 1 Déngii

PCR iglemi otomatik bir Termal Cycler (Techne
Genius) kullanilarak gerceklestirildi. PCR
tirtinleri ve DNA Molecular Weight-Marker
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100bp (MBI Fermentas) , 0.5 pg/ml Ethidium
Bromide igeren % 1.7 agarose-TBE jellde ilk 5
dakikada 70 V, daha sonra 90V’da yaklasik 45
dakikada elektroforez yapilarak ytriitiildi.
112bp’lik K-ras geninin analizi bir jel
elektroforez goriintiileme sistemiyle (Gel
Electrophoresis Visualing System Vilber
Lourmat) yapildi. K-ras genindeki mutasyonlan
gozlemede, daha 6nceden kullanilan yontemde
bazi modifikasyonlar yapilarak SSCP yontemi
kullanildi (14). PCR iiriiniiniin 3 pl’ si Loading
Buffer'in (% 95 deionized Formamide, 20
mmol/L EDTA, % 0.05 Bromophenol Blue,
% 0.05 Xylene Cyanol FF) 3 pl” siyle karistirald.
Karisim 5 dak. 95° C'de denatiire edildi ve
DNA zincirlerinin yeniden baglanmalarini
onlemek icin hemen buz igersine konuldu. Daha
sonra kansim; % 10 gliserol iceren ve icermeyen
% 10 nondenetiire poliakrilamid jelde (49:1
oraninda acrylamide:bis-acrylamide) oda
sicakliginda, 0.6xTBE buffer kullanilarak 220
Voltta 16 saat elektroforez islemi gerceklestirildi.
Jeller silver staining yontemine gore gelistirildi
(15).

BULGULAR

Tiirkiye Elektrik Kurumunun Gaziantep, Erzin
ve Elbistan Termik Santralinde 380 kV’luk salt
sahasinda 3-15 yildan beri giinde yaklasik 8
saat calisan 31 bireyden ve kontrol amaciyla
saglikli 23 kisiden DNA’lar elde edildi. Izole
edilen DNA' larin
delesyonun/mutasyonun olup olmadigir PCR-

K-ras onkogeninde

SSCP yontemiyle arastirildi. K-ras onkogeninin
112 bp’lik goriintiileri Sekil 1'de goriilmektedir.
Calisma grubumuzu olugturan bireylerde K-
ras onkogeninde delesyon/mutasyon
bulunamadi. Bununla birlikte, iki bireyin SSCP
alanizinde DNA bantlarinin dagiliminda
farklilik gozlendi (Sekil 2). Bu farklilifin ne
tiirli bir diizensizlik oldugunun belirlenmesi
ileri arastirmalar:i gerektirmektedir.



Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Dergisi
2000:2:107-112

Sekil 1. Yiiksek gerilim hattt caliganlarina ait K-ras onkogeninin

PCR iiriiniiniin jeldeki gorimiimii (M, Marker 100bp, digerleri

bireylere ait drnekler).

Sekil 2. A) Kontrol biveylere ait ait K-ras onkogeninin SSCP

ornekleri,

Sekil 2.B) Yiiksek gerilim hatti ¢aliganlarina ait K-ras
onkogeninin SSCP analiz 6rnekleri (Farklilik gosteren Grnekler

ok isaretiyle gdsterilmigtir).
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TARTISMA

Elektromanyetik alana maruz kalan bireylerde
K-ras onkogeninde delesyon/mutasyon
saptanamadi. Fakat, iki bireyde, SSCP
analizinde farkl fraksiyon dagilimi saptanmus
olmakla beraber, bu durumun ne tir bir
diizensizlik oldugu konusunda daha ayrintili
(DNA Sequencing v.s) calismalara gereksinim
duyulmaktadir. Bu diizensizligin elektro-
manyetik alana maruz kalmayla mi? yoksa
sigara, alkol, ilag kullanim1 vs. gibi diger
faktorlere mi? bagh oldugunun ayirt edilmesi
gerekir. Insan ve hayvanlarla yapilan in vitro
ve in vivo deneylerde elektrik ve elektro-
manyetik alanlarinin karbohidrat, niikleik asit
ve protein metabolizmalarini degistirdigi,
hormonal ve immun cevaplar etkiledigi,
dokularda yapisal degisiklikler yarattig, hiicre
boliinmesini ve gelisimini etkiledigi, hiicresel
solunumu azalttig1 ve hematolojik parametreleri
etkidigi gozlenmistir (3,12,16,17). Bircok
arastirmaci elektromanyetik alanin hiicre ve
tiumor gelisimi tizerine etkilerini arastirmigtir
(1,2,10,11,17). Ayrica, elektromanyetik alanin
DNA’da kirilmalar sonucu yapi ve fonksiyon
degisikligine bagh diizensizlikler meydana
getirdigi ileri sirilmektedir (18,19).
Elektromanyetik alan hiicreleri boliinmeye sevk
ederek timor gelisimini hizlandirmaktadir. 60
Hz frekansdaki ELF alanlara, ¢ocukluk
donemindeki uzun siireli maruz kalma
sonucunda, 16semi ve beyin tiimorleri olusum
siklig1 artmaktadir (3,4). 80 T ve tizerindeki
degerlerde memeli hiicrelerinde gelisim hizinin
artigi, boliinmenin aktif halde devam ettigi
gozlenmistir. Statik manyetik ve elektrik alanin
organizmada anti-kanserojen olarak gorev
yapan melatonin iiretimini etkileyerek,
melatonin seviyesinin diismesine neden olarak,
kanser riskini arttirdigy bildirilmektedir (4). K-
ras onkogeni bir¢ok kanser tipinde arastirilmistir
(6-9). Ras onkogen ailesi (N-ras, H-ras ve K-
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ras) 21-kd proteini kodlar (p21). Ras p21 plazma
membraninin i¢ ylizeyinde sinyal iletme sistemi
olarak lokalize olmustur. K-ras onkogeninde,
kodon 12,13 ve 61'de meydana gelen nokta
mutasyonlar, Ras p21’in inaktivasyonunu
onleyerek, asirt calisma sonucu bitylimeyi ve
hiicre transformasyonunu arttirdig: ileri
stirtilmektedir. Bu mutasyonun siklikla, K-ras"in
12. kodunundaki G den T ye degisim seklinde
olustugu bildirilmektedir (20-22). Yiiksek
gerilim hatt1 calisanlarindan iki bireyde, SSCP
analizinde farkl fraksiyon dagilimi olmas, belki
de bu bireylerde kodon 12,13 veya 61’de bir
mutasyona karsilik gelmektedir. Arastirmanin
K-ras onkogeni disindaki diger onkogenlerde
ve tiimor siipressor genlerinin de aragtirilmas:
ve Ornek sayisinin artirilmasi daha ilging
sonuglar ortaya ¢ikaracag ileri stirtilebilir. Bu
arastirmalar sonucunda elektrik ve
elektromanyetik alanin kanser olugumuna
etkileri konusundaki tartismalara molekiiler
diizeyde yanit bulunabilecegi kanisindayiz.

Bu calisma, Gaziantep Universitesi Aragtirma Fonu

tarafindan desteklenmistir (TF. 97.09 kodlu proje).
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