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OZET
GUNDOST-EYYUPLER, F. K.K.T.C. toplumundaki kanser hastalarinda DNA
tamir genlerindeki polimorfizmlerin kanserle iliskisinin arastirilmasi. Yakin
Dogu Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Programi, Yiiksek

Lisans Tezi, Lefkosa, 2010.

2009-2010 yillar1 arasinda yiiriitilen bu ¢aligmanin amact Dr. Burhan
Nalbantogu Devlet Hastahanesi’ne bagvurmus K.K.T.C. dogumlu kanser hastalarinda
DNA tamir genlerindeki polimorfizmlerin saptanmasi ve bu polimorfizmlerin
kanserle iligkisinin arastirilmasidir. K.K.T.C. popiilasyonunda K.K.T.C. kdokenli
akciger kanseri, mide kanseri ve pankreas kanseri hastalarinin kemoterapi tedavisi
oncesinde kanlar1 toplanip DNA izolasyonu, PCR ve restriksiyon enzimleri ile kesim
yontemleri kullanilarak, hastalarin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi (NER) ve
baz eksizyon tamir mekanizmasi (BER) genlerindeki polimorfizmler tesbit edilmistir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda bu polimorfizmlerin kansere yatkinlik ile
arasindaki iliski arastirilmistir. Yapilan arastirma sonucunda XRCC1 genindeki
1525487 polimorfizminde 10 hastada en sik goriilen genotipin Arg/Gln oldugu tespit
edilmigtir (%60). Calisilan kontrol grubu sonuglarina goére XRCC1 genindeki
1s25487 polimorfizminde 10 kiside Arg/Gln 4 hastada tesbit edilmistir (%40).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hasta grubunda Arg/Gln genotipi ¢ogunluktadir
ama bu farkin anlamli olup olmadigi bu g¢alismadaki hasta sayisinin artmasiyla
aciklik kazanacaktir. ERCC2 genindeki rs13181 polimorfizminde ise 10 hastada
Gln/GIn ve Lys/Gln genotipi esit sayida bulunmustur. Kontrol grubu ile sonuglar
karsilagtirildiginda ise, ERCC2 genindeki rs13181 polimorfizminde ise 10 kiside
GIn/Gln 4 hastada goriiliirken, kontrol grubunda GIn/Gln genotipine hig
rastlanmamistir. Bu farkin anlamli olup olmadig:1 hasta sayisinin artist ile ortaya
cikacaktir. Bu ¢alisma K.K.T.C. toplumunda bu g¢ercevede yapilan ilk ¢aligmadir.
Bu pilot ¢alismada deney kosullar1 oturtulmus, deney kosullarinin ve sonuglarinin
tekrarlanabilirlikleri gosterilmis ve daha genis kapsamli bir ¢aligma i¢in ilk adim
atilmagtir.

Anahtar kelimeler: DNA tamir mekanizmasi, kanser, polimorfizm.

Destekleyen kurumlar: BAP Projesi (Proje No: YDU/2009-14)
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ABSTRACT

GUNDOST-EYYUPLER, F. Study of the DNA repair gene polymorphisms and
their relationship to cancer disposition in the Turkish Cypriot community. Near
East University Health Science Institute, Biochemistry Program, Master Thesis,
Nicosia, 2010.

The aim of this study was to determine the DNA repair gene polymorphisms
in T.R.N.C.-born cancer patients that have been admitted to Burhan Nalbantoglu
Government Hospital between 2009-2010. The patient polymorphisms were then
compared with age-matched controls to establish whether there is a correlation
between the polymorphisms and cancer disposition. Blood samples were collected
prior to the start of the chemotherapy treatment from each lung, stomach or pancreas
cancer patient of T.R.N.C. origin. Using PCR and restriction fragment length
polymorphism methods, nucleotide excision repair (NER) and base excision repair
(BER) gene polymorphisms were identified in each patient. Any correlation between
specific polymorphisms and cancer was then identified. We have shown that four
out of ten cancer patients carried Arg/Gln (%60) polymorphism in the XRCC1 gene
(rs25487). Compared to the controls, an increased number of patients carry Arg/Gln
polymorphism. As the number of patients participating in this study is increased in
the future, it will become clear whether this is a significant difference. When
ERCC2 gene polymorphism (rs13181) was analyzed in these 10 patients, it was
determined that an equal number of patients carried GIn/Gln and Lys/Gln
polymorphisms. Interestingly, there were four patients carrying Gln/Gln
polymorphisms compared to none in the control group. As the number of patients
participating in this study increases, significance of this result will be determined.
This is first such study done in the Turkish Cypriot community. With this pilot
study, we have established experimental conditions, showed that the experiments and
results received were reproducible and laid the groundwork for a more through
analysis of DNA repair gene polymorphisms in the Turkish Cypriot community, with
a larger group of cancer patients.

Keywords: DNA repair mechanisms, cancer, polymorphism
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1. GIRIS

DNA tamir mekanizmalar1 6karyot hiicrelerde genomun biitiinliigiinii koruyan,
normal metabolik aktiviteler sonucunda veya cevresel etkenler araciligryla DNA’ya
gelen hasarlar1 tamir eden mekanizmalardir. DNA tamir mekanizmalart DNA’daki
hatalar1 tanir ve diizeltir. Hiicrelerde giinde 1 milyona yakin hata gergeklesir (Osley
ve digerleri, 2007). Hiicre tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap
verir. Agir DNA hasarlarinda hiicre apoptoz yolunu aktive ederek kendi kendini
Oliime gotiiriir. Hiicre, DNA hasarlarinit DNA tamir mekanizmalari ile tamir edebilir
(Bohr, 1995). DNA tamir mekanizmalari, kemoterapi tedavisi goren kanser
vakalarinda, tiimor hiicrelerinde DNA’ya hasar vererek etki gdsteren kemoterapotik
ajanlara kars1 bir dirence yol agabilirler. Son yillarda yapilan ¢aligmalar DNA tamir
genlerindeki polimorfizmlerin (DNA sekansinda bir niikleotidlik varyasyon) kanser
olusumunu tetikleyici etkiye sahip olabilecegini veya kemoterapotik tedavilerde
farkl1 yanitlara yol agabilecegini gostermektedir. Yapilan bircok hasta, kontrol
calisgmasinda NER mekanizmasindaki XRCC1 399GIn riskli bir alel oldugunu
gostermis olmasina ragmen, bazi arastirmalarda bdyle bir iliskinin olmadig ileri
siriilmektedir (Duell ve digerleri, 2000), (Misra ve digerleri, 2003). DNA onarim
kapasitesinin degismesine neden olan XRCC1 genindeki bu fonksiyonel
polimorfizmlerin bilinmesi kanser etiyolojisi, riski ve tedavisine verilen yanitta
onemli olmaktadir (Erdal ve digerleri, 2004). Chen ve arkadaslarinin Cin
poplilasyonunda yapmis olduklar1 c¢alismada ERCC2 (XPD) 751 Lys allelinin
akciger kanserini artirabilecegini ortaya koymuslardir (Chen ve digerleri, 2002).
Yapilan aragtirmalarin sonuglar1 kesin degildir. Bu dogrultuda yeni bir arastirma

yapmak bu alana katki koyacaktir.

1.1. Amacg

Bu calismada K.K.T.C. popiilasyonunda K.K.T.C. kdkenli akciger kanseri,
mide kanseri ve pankreas kanseri hastalarinda bulunan niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasi (NER) ve baz eksizyon tamir mekanizmasi (BER) genlerindeki
polimorfizmler kemoterapi tedavisi Oncesinde tespit edilecektir. Yapilan bu

calismada elde edilen polimorfizmler ve kanser arasindaki iligki saptanacaktir.



Yapilan bu calismanin devami ve tamamlanmasinda ise kemoterapi tedavisi
sonrasinda hastalarda tasidiklar1 polimorfizmler ile tedaviye yanit, klinik fayda,
toksisite, progresyona kadar gegen siire ve toplam sagkalim arasindaki iliski
arastirilacaktir.

Yapmis oldugumuz bu calisma bir pilot ¢aligmas: olup genisletilmesi ve
tamamlanmas1  sonucunda, KKTC toplumundaki polimorfizmler ve bu
polimorfizmlerin kanserle iligkisini belirleyerek bu dala bir katkida bulunabilecegiz.
XRCCI1 genindeki ve ERCC2 genindeki bu fonksiyonel polimorfizmlerin
arasgtirtlmasi, kanser etiyolojisi ve riski ile iligkilendirilmesi tedavi i¢in de yeni

yaklagimlarin gelistirilmesine imkan saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Genomik DNA’nin biitiinliigii, farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole,
X-1s1nlari, kimyasal bilesikler gibi cevresel ajanlar ve serbest radikaller gibi endojen
ajanlar tarafindan siirekli tehdit altindadir. Sisplatin ve alkilleyici ajanlar gibi
kemoterapotik ilaclar DNA’da ¢ift zincir kiriklarina ve zincir i¢i ¢apraz baglarin
olusumuna neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu 100’den
fazla oksidatif DNA hasar1 tanimlanmigtir. ROS, genoma zarar veren en dominant
gruptur ve igten gelen hasarlara dahil edilir ¢iink{i mitokondride solunum sirasinda
ortaya ¢ikar (Dawson ve digerleri, 1993). Baz hasar1 ayrica, ¢ogunlukla cesitli insan
kanserlerini tedavi etmekte kullanilan ionize radyasyon ve metillenme ajanlarini
iceren eksojen ajanlar tarafindan da olugsmaktadir (Donigan ve Sweasy, 2009). Hiicre
tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA hasarlari
hiicrenin apoptoz yolunu aktive ederek kendi kendini 6liime gotiiriir. Hiicre, DNA
hasarlarint DNA tamir mekanizmalari ile tamir edebilir (Bohr, 1995). DNA tamir
mekanizmalart DNA’daki hatalar1 tanir ve diizeltir. Hiicrelerde giinde 1 milyona
yakin hata gergeklesir (Lindahl, 1993), (Nakamura ve digerleri, 1998). DNA hasari
replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug¢ olarak genomik
kararsizliga neden olur. DNA’da bircok 0Ozgiin degisimi icine alan genomik

kararsizlik, hem kanserin hem de yaslanmanin 6nemli bir belirtisidir (Bohr, 1995).
2.1. DNA hasari

Dort ¢esit DNA hasar simifi vardir. Bunlar; baz hasarlari, heliks yapisini
bozucu hacimli eklentiler, zincir kiriklar1 ve mismatch (yanlis baz eslesmeleri) olarak
simiflandirilir. Bu hasarlarin ¢ogu mutajeniktir ve replikasyon ile transkripsiyonu
engelleyebilirler (Osley ve digerleri, 2007).

Hiicrede meydana gelen DNA hasarina kars1 dort 6nemli yanit olusur:

1. Hasarli DNA’nin ¢ikarilarak DNA c¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden
yapilandirilmas: (DNA onarimi),

2. DNA hasar1 kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin
engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin tamirine imkan saglanmas1 ve

hasarli kromozomlarin genetik gecisinin dnlenmesi,



3. Hiicredeki gen transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak sekilde
degismesi (transkripsiyonel cevap) ve

4. Ciddi olarak hasar gormiis hiicrelerin elenmesi (programli hiicre 6liimii, apoptoz)
(Sancar ve digerleri, 2004).

Bu yanitlardan herhangi birinin islev gérmemesi hiicre diizeyinde genomik
kararsizlikla, organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile

sonuclanir (Sancar ve digerleri, 2004), (de Bacr J ve Hoeijmakers, 2000).

Hiicre, farkli hasarlar i¢in fakli tamir mekanizmalari gelistirmistir. DNA tamir
mekanizmalart DNA’nin kimyasal yapisint diizeltir. DNA tamir yolaklar1 hatal
eslesme onarimi, rekombinasyon tamiri, baz ekzisyon tamiri (BER) ve niikleotid

eksizyon tamiri (NER) olarak 4 sinifta toplanabilir (Osley ve digerleri, 2007).
2.2. DNA Tamir Mekanizmalari
2.2.1. Hatah Eslesme Onarimi (Mismatch Repair)

Bu onarim mekanizmasi, DNA replikasyonu esnasinda meydana gelen ve ¢ift
sarmalda anormal boyutlara neden olan, normal bazlarin hatali eslesmesi seklindeki
hatalar1 diizeltir (Friedberg ve digerleri, 1995), (Modrich, 1995).

2.2.2. Rekombinasyon Tamiri (Double Strand Break Repair-DSBR)

DNA ¢ift zincir kiriklari, genetik bilgi korunarak, homolog DNA ile

rekombinasyon araciligiyla tamir edilir (Chu, 1997).
2.2.3. Baz Ekzisyon Tamiri (Base Excision Repair-BER)

BER, lezyon spesifitesi olan, DNA glikozilaz ile baz hasarlarini taniyan ve
reaktif oksijen tiirleri, irradyasyon, genotoksik kimyasallar, spontan deaminasyon
veya dogal olarak olusan abazik (AP) bolgelerdeki baz hasarlarindan kaynaklanan
tek niikleotid lezyon tiirevlerinin hiicreler vasitasi ile tamir eden bir mekanizmadir
(Almeida ve digerleri, 2007), (Osley ve digerleri, 2007). Baz ekzisyon tamiri
genomik stabilitenin saglanmasi i¢in gereklidir. Ciinkii her giin endojen olarak

olusturulan en az 20,000 DNA lezyonunu tamir eder. BER, genelde reaktif oksijen



radikallerinin okside ettigi veya alkilledigi hasarli bazlar1 diizeltir (Lindahl, 1993),
(Sung ve Demple, 2006).

BER oksidayon ve alkilasyon hasarlarindan kaynaklanan kiiciik baz
lezyonlarinin tamirinde predominant DNA hasar tamir mekanizmasidir. BER,
lezyon-spesifik DNA glikolazlar (mono veya bi-fonksiyonel) tarafindan DNA
tamirini baglatir ve 2 alt yolakla tamiri sonlandirir. Bu yolaklar, Short-patch BER

mekanizmasi ve ‘Long-patch’ BER mekanizmasidir.

2.2.3.1. ‘Short-patch’ BER mekanizmasi

‘Short patch’ BER mekanizmas: tarafindan bir niikleotidlik degisim olur.
Tamirin mono-fonksiyonel ve bi-fonksiyonel glikozlar tarafindan ‘short-patch’
yolagiyla  baglatildildigr  distiniilmektedir.  ‘Short  patch® BER  yolagi
monofonksiyonel glikolazlar tarafindan baslatilir ve baz lezyon ¢ikarmasini igerir,
daha sonra AP endoniikleaz tarafindan AP bolge hidrolizi gerceklesir, hasarli
bolgenin ¢ikarilmasi katalize edilir ve uclarda 3’OH ve 5’ deoksiriboz fosfat yarigi
olusur. DNA polimeraz B (pol 8) 5’ dRP yarigini hidrolize eder ve tek niikleotidlik
boslugu doldurur. DNA Ligaz I (Ligl) veya kompleks DNA Ligaz Illa (Ligllla) ve
XRCCI1 tarafindan zinciri ligasyona hazirlar (Wood ve digerleri, 2001) (Sekil 2.1.).

2.2.3.2. ‘Long-patch’ BER mekanizmasi

‘Long-patch” BER mekanizmasiyla 2-13 niikleotidlik degisim gerceklesir.
‘Long-patch’ BER, short-patch BER’e  benzer olarak nicked DNA aracisini
iretilmesi i¢in baslatilir. Tamir tamamlanmasi uygun niikleotid transferi ve zincir
uzamast i¢in 3’OH ucu gerektirir. 5’ucunun pol B lyase aktivitesine karst ¢iktigi
durumlarda, polimeraz 6, € or B, prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) ile eslesir
ve cesitli diger proteinleri iceren 6zel yapidaki flap endoniikleaz (Fenl), poli (ADP-
riboz) polimeraz 1 (PARP1) and Ligl DNA’y1 boslugu doldurmak i¢in sentezler.
Bunun sonucunda, DNA flapinin 2-13 baz uzunlugunda degisimi gergeklesir. pol B
tarafindan DNA sentezi ve zincirin yer degistirmesi Fenl ve PARPI’in varliginda
uyarilir (Leiber, 1997), (Klungland ve Lindahl, 1997), (Kim ve digerleri, 1998). ‘The

Werner Syndrome Protein helicase’ (WRN)’in, polB’nin zincir degistirme



aktivitelerini uyardig1 gozlemlenmistir. Fenl DNA flapin ¢ikarilmasiyla sonuglanan
durumu katalize eder ve gentik, orijinal hasar bdlgesinin 2-13 niikleotid asagisina
transfer edilir. Sonug olarak, biitlin DNA zinciri Ligl tarafindan onarilir (Almeida ve

digerleri, 2007) (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Klasik BER yolagi. ‘Short-patch’ yolagi (sol), glikozilaz aktivitesi
tarafindan alt yolak baslamasini ve bunu takiben APEI tarafindan zincir kesimini
anlatir. Boslugu doldurma (5’dRP lyase) ve niikleotid birlesimi pol B tarafindan
gergeklestirilir. Sonucta olusan ¢entik, yolagi tamamlamak i¢in XRCC1 kompleksi
ve Ligllla tarafindan tamamlanir. ‘Long-patch’ yolagi (sag) pol B kesimine
dayanikli 5° lezyon olma sarttyla BER’in  sorumluluguna giren alt-yolagi
tamimlamaktadir.  Bu durumda, BER kompleks olusumu kayar; niikleotit
birlestirmesi ya pol B tarafindan yapilir ya da pol-d veya pol-¢’ya transfer edilir.
Dayanikli 5> u¢ DNA’nin parcast gibi Fenl tarafindan ¢ikarilir ve yeniden yapisma
Lig I tarafindan tamamlanir (Almeida ve digerleri, 2007).



DNA’da hangi hasarin bagli olduguna baglh olarak sekans spesifik farkli
glikozilazlar kullanilir. DNA pol B’nin aktivitesi o bolgedeki DNA sekansina baglidir
(Donigan ve Sweasy, 2009). Memeli hiicrelerinde bulunan DNA polimeraz ’nin
kendi i¢inde dRPaz (deoksiriboz fosfataz) aktivitesi vardir. dRP kalintiy1 keserek 5’
fosfat olusturur ve DNA ligaz son adimda bu bdlgeyi yapistirir. Insanda birden fazla
glikozilaz bulunur ve hepsi farkli bir substrata 6zgilidiir. DNA glikozilaz zarar
gormils veya uygun olmayan bazlar1 g¢ikararak AP bolgesi veya zincir kiriklari
yaratirlar. Biitlin baz spesifik glikozilazlar zincir kirig1 olan yerde 3’ fosfat alfa, beta
doymus aldehit veya 3’ fosfat ve 5’ fosfat olustururlar. AP bolgeleri ve DNA zincir
kiriklart hasar géren bazlara oranla daha toksiktir. Bunlari tamir etmek i¢in bir¢ok
enzimatik proses mevcuttur fakat APE en ¢ok bilinen ve en yaygin olandir. APE
E.coli’de kesfedilmistir ve bir 3’ ekzoniikleaz/DNA 3’ fosfattir. AP bolgesine
spesifik bu endoniikleaz AP bolgesinde DNA zincirini 5° bolgesinden keserek 3’ OH
ucu yaratir. Ayriyeten 3’ ekzoniikleaz/fosfataz olarak gorev yapar ve zincir
kiriklarinda 3’ kapali olan yerlerde 3’ OH ucu yaratir. Memeli hiicrelerinde sadece
tek bir APE vardir o da APEldir. Daha az gelismis organizmalarda farkli APE

versiyonlart mevcuttur (Mitra ve digerleri, 2001).
2.2.3.2.1. BER mekanizmasinda rol alan genler:

DNA onarim genleri; genom biitiinliiglinlin devamliligi, kanser ve kalitsal
genetik hastaliklar1 olusturan mutasyonlardan korunmada 6nemli rolii olan genlerdir.
Bu genlerin kodladig1 proteinler veya enzimler genetik olarak polimorfiktir. Bu
genlerdeki fonksiyonel polimorfizmler; olusan proteinlerin yiiksek ya da diisiik
aktivite gostermesi sonucu DNA onarim kapasitesinin degismesine, dolayisiyla
kisilerin ¢esitli kanser tiplerine yakalanma riskini arttirmasina ya da azaltmasina
neden olmaktadir (Hu ve digerleri, 2002). DNA onarim proteinlerdeki genotip
farkliliklar; kanser etiyolojisi, riski ve tedavisine verilen yanitta farklilik gostermesi
acisindan, saglikli ve kanserli hastalarin genotiplerinin belirlenmesi son derece

onemlidir (Erdal ve digerleri, 2004).

Tanimlanan DNA onarim genlerinden “The Xeoroderma Pigmentosum

Complementation Group D (XPD)?, “The Xeoroderma Pigmentosum



Complementation Group F (XPF)”, “X-ray Repair Cross Complementing 1
(XRCC1)” ve X-ray Repair Cross Complementing 3 (XRCC3)” en ¢ok ¢aligilan
genler olup, bu genlerin polimorfizmleri ile ¢esitli kanser tiirleri arasindaki iligkileri

arastirilmistir (Shen ve digerleri, 1998), (Tomescu ve digerleri, 2001).
2.2.3.2.2. XRCC1 geni

X-ray repair cross-complemeting gen 1(XRCC1), DNA tamir genlerinden ¢ok
onemli olanlardan bir tanesidir. XRCC1 geni, serbest oksijen radikallerinin, iyonize
radyasyonun, UV ve alkilleyici mutajenlerin yaptig1 baz degisimi sonucu olusan
DNA tek zincir kirilmalarinin onarilmasinda rol alan proteini kodlar (Nash ve
digerleri, 1997), (Masson ve digerleri, 1998). XRCC1 proteini fiziksel olarak ligaz
IIT ve poli (ADP-riboz) polimeraz ile iligkiye girerek, tek zincir kiriklari ve baz
eksizyon tamirinde ve sisplatin-tesvikli hasarlarda (¢ift zincir kiriklarini igeren)
homolog olmayan u¢ doldurma yolag:i ile addiiktlerin ¢ikarilmasinda rol oynar
(Jelonek ve digerleri, 2010).

Insanlarda  XRCC1 geni kromozom 19q13.2°de lokalize olur ve 633
aminoasitlik bir proteini kodlar. Bu protein BER ve tek zincir kiriklarinda 6nemli bir
role sahiptir (Duell ve digerleri, 2000), (Thompson ve West, 2000). XRCC1 geni 17
eksondan olusup yaklagik 31.9 kb uzunlugundadir. XRCCl’de amino asit
degisimiyle sonuglanan 3 tane DNA polimorfizmi olusur. Bu degisiklikler
XRCC1’1mn baglanma ve diizenleme aktivitelerini degistirebilir. XRCC1’in BER’in
erken ve ge¢ sathalarinda BER proteinlerinin (hOGG1, hNTH1, hNEIL2, MPG,
PARP-1, DNA Polf, ve DNA Ligase IIl) protein iligkilerine aracilik ederek
aktivitelerinin diizenlenmesinde énemli bir role sahip oldugu bulunmustur (Audebert
ve digerleri, 2004).

XRCC1  genindeki c¢esitli  polimorfizmler non-sinonim  aminoasit
degisimlerine neden olur. XRCCI geninde kodon 194 “Arjinin/Triptofan (Arg/Trp)”,
kodon 280 “Arjinin/Histidin (Arg/His)” ve kodon 399 “Arjinin/Glutamin
(Arg/Gln)”de tespit edilen ii¢ tip polimorfizm vardir (Lunn ve digerleri, 1999).
XRCCI1 geni ekson 6, kodon 194’de 26304. pozisyonda Sitozin Timin (C T)
degisiminin neden oldugu polimorfizm protein yapisinda Arg Trp aminoasit

degisimine neden olmaktadir (Sturgis ve digerleri, 1999), (Butkiewich ve digerleri,
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2001). Argl94Trp polimorfizmi, XRCC1’in hidrofobik bolgesinde baz degisimine
neden olmaktadir (Hu ve digerleri, 2001). XRCCI1 geni ekson 9, kodon 280
(Arg/His) polimorfizmde; protein yapisinda Arg His aminoasit degisimine neden
olmaktadir. XRCC1 geni ekson 10, kodon 399’da 28152. pozisyonda
Guanin_Adenin (G_A) doniisiimiiniin neden oldugu bir baska polimorfizm ise,
protein yapisinda Arg GIn aminoasit degisimine neden olmaktadir. Arg399Gin
polimorfizminde, poly-ADP-riboz polimeraz (PARP) baglanma bdlgesindeki baz
degisiminden dolay1, genin kodladig1 proteinde fonksiyonel degisime ugramaktadir
(Hu ve digerleri, 2001), (Duell ve digerleri, 2000), (Lei ve digerleri, 2002).

XRCC1 genindeki polimorfizmlerin proteinde fonksiyonel degisime neden
olarak proteinin tamir etkinligini olumsuz yonde etkiledigi One siiriilmiistiir.
Insanlarda kanser olusumunu indiikleme roliine ait bir ok hasta (bas, boyun, kolon,
mide, Ozefagus, akciger, mesane, meme ve deri kanserleri) ve kontrol c¢aligmalar
yapilmis ve cesitli sonuglar elde edilmistir (Stern ve digerleri, 2001), (Sturgis ve
digerleri,2000), (Duell ve digerleri, 2001).

2.2.4. Niikleotid Cikarma Onarim (NER)

NER, DNA sarmal yapisini bozucu lezyonlarin ortadan kaldirilmasina
yardimci olan bir multiprotein tamir sistemidir (Fousteri ve Mullenders, 2008). DNA
bazlar lizerinde biiylik eklentiler olusturan bir¢ok cesit hasar1 tantyabilen bir onarim
mekanizmasidir. Mikoplazmadan memelilere kadar genis bir yelpazedeki
organizmalar tarafindan kullanildig1 belirlenmistir. Birgok DNA hasarinin 6zellikle
de heliks distorsiyonuna neden olanlarm onariminda etkindir. Insanlarda giinesten
gelen UV 1s181m1n karsinojenik etkilerine (dimerler) ve sisplatin, 4-nitrokuinolin oksit
gibi etkenlerle reaksiyon sonucu olusan biiylik eklentili hasarlara kars1 dnemli bir
savunma mekanizmasidir (Debelec-Biitiiner ve Kantarci, 2006).

DNA tamir mekanizmasinin ilk adimi tanima evresidir. Ciplak DNA’da
spesifik lezyonlar1 taniyan proteinler vardir. Tanima sirasinda histonlarin  ve
niikleozomlari yapisinin gevsemesini saglayan enzimlerin etkileri olsa da lezyonun
kendisinin kromatin yapisinda yarattigi degisimler de lezyonun tanimnmasinda
etkilidir. Tamir mekanizmasinda rol alan faktorlerin; lezyon nedeni ile yapisinda

degisiklik meydana gelmis kromatine veya o bdlgeye baglanmis Oncili proteinlere
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afinitesi vardir. DNA’nin niikleozomlar halinde NER i¢in sinirlandirict etkiye
sahiptir. 20 y1l once ortaya koyulmustur ki NER ¢iplak DNA’ya oranla kromatin
bolgesinde daha az verimli calisir. DNA hasar1 tamirinde tamir ve remodelling
aktivitilerinin her ikiside etkilidir. Remodelling faktorleri NER proteinlerinden 6nce
hasarl1 bolgede toplanir. Kromatin degisikliklerinin DNA tamir mekanizmasindaki
rolii en ¢ok NER iizerinde ¢alisilmistir. Niitkleozom katlanmis yapidadir ve DNA ile
iliskide olan proteinleri biiyiik 6lgiide sinirlandirirlar. ki protein smifi kromatin
yapisim diizenleyerek DNA’y1 proteinlerin erisimine uygun hale getirir. Ilk smifta
post-translasyonel modifikasyonlarla (asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon)
kromatin yapisini gevseten modife edici enzimler vardir (Wu ve Grunstein, 2000)
Tam olarak mekanizmasin1 bilmesek de bu proteinler niikleozom bolgesindeki
DNA’y1 transkripsiyon, replikasyon, ve tamir ile iliskili faktorlerin ulasmasina agik
hale getirir. Kromatin bolgesinde meydana gelen hasarlari tamir mekanizmas igin
gelistirilen ‘access-repair-restore’ modeline gére DNA hasar1 olan bolgelerde
kromatin yapist degiserek hasar gormiis DNA’y1 tamir mekanizmasindaki faktorlere
acik hale getirir ve tamir gerceklestikten sonra kromatin orijinal yapisina geri doner
(Smerdon ve Conconi, 1999), (Green ve Almouzni, 2002).
NER mekanizmasinin anahtari;
1. Hasarin taninmasi
2. Protein kompleksinin hasarli bolgeye baglanmast
3. ~24-32 niikleotid uzunlugunda bir fragment i¢inde birakacak sekilde lezyonun her
iki tarafindan hasarl zincirin kesilmesi (incision)
4. Degradasyon (hasar1 iceren oligoniikleotidin uzaklastirilmasi)
5. DNA sarmali lizerinde meydana gelen boslugun DNA polimeraz tarafindan
doldurulmasi
(polimerizasyon)
6. Ligasyon (Lehmann, 1995).

Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda gorev alan proteinlerden birinin
eksikligi, ender goriilen ve resesif olarak kalitilan {i¢ farkli hastaliga neden
olmaktadir: Kseroderma pigmentosum (XP), Cockayne Sendromu (CS) ve

Trikotiyodistrofi (TTD). Cockayne Sendromu, XP ve TTD fenotiplerinin en belirgin
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ortak 6zelligi ultraviyole 1s181na olan asir1 duyarhiliktir ancak, XP hastalarindan farkli

olarak, CS ve TTD hastalarinda deri timorleri gelismez (Miiftiioglu, 2003).

NER mekanizmasinin iki alt yolagi vardir. Global genome repair (GGR) ve
transcription-coupled repair (TCR) (Osley ve digerleri, 2007). NER cut and patch
mekanizmasi ile ¢aligir. Lezyon igeren DNA’y1 tanir ve zincirin kiigiik bir kismin
keserek ¢ikarir. DNA pargasini ise hasar gdrmeyen zinciri ornek alarak (template
olarak) polimerizasyon/ligasyon ile tamir eder. GG-NER ile TC-NER mekanizmasi
farkli bolgelerde calisir ve aralarindaki fark DNA hasarini tanima mekanizmalar1 ve
burada gorevli olan proteinlerdir. GG-NER mekanizmasinda hasar UV-DDB
(DDB1-DDB2-containing E3-ubiquitin ligaz kompleks) ve XPC-RAD23B protein
kompleksleri tarafindan taninir. Lezyon tanindiktan sonraki adimlar GG-NER ve TC-

ner de ayni faktorleri igerir (Aboussekhra ve digerleri, 1995).

2.2.4.1. Transkripsiyona Bagh Onarim (Transcription Coupled
Repair/TCR):

Genomun her bolgesi esit etkinlikte onarilmaz, genin transkripsiyona ugrayan
zinciri ayn1 genin transkripsiyona ugramayan zincirine gore daha etkin olarak
onarilir. Transkripsiyona bagli onarim, RNA polimeraz II (mRNA’y1 sentezleyen
enzim) bir DNA lezyonu ile karsilastiginda aktive olan DNA onarimidir. Global
genomik onarim (global genomic repair), transkripsiyondan bagimsiz olan DNA
onarmmidir. Transkripsiyona ugrayan gen bolgelerindeki timin glikollerinin, genomun
herhangi bir yerindeki timin glikollerinden daha hizli tamir edildikleri gdsterilmistir.
Transkripsiyona bagimli bu 6zellik, baz ¢ikarma onariminda (TC-BER) ve hatali

eslesme onariminda da goriiliir (Bootsma ve Hoeijmakers, 1993), (Chu, 1997).

TC-NER; DNA hasarina karst olusan bir savunma mekanizmasidir. Aktif
transkripsiyon ile ayni anda gergeklesir. Transkribe olmus zincirdeki DNA
lezyonlarini tamir eder. RNA polimeraz II kompleksi (RNAPIIo)’nin bloke olmasi
sonucunda gergeklesir. Bu lezyonlar tamir edilmezse RNAPIIo hiz kaybeder ve
zincir lizerindeki ilerlemesi durur. Eger TC-NER gerceklesmezse hiicre apoptoz

yoluna dogru gider. Zarar goren bolgedeki DNAnin tamir edilmesi i¢in. TC-NER
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spesifik faktorleri ve NER proteinlerine ihtiya¢ duyulur (Aboussekhra ve digerleri,
1995).

Bozulmus transkripsiyon bubble veya zincire takili kalmis RNAPIlo, TC-
NER proteinleri tarafindan taninir. Bir¢ok arastirmada goriilmiistiir ki DNA hasari
meydana geldiginde, RNAPIlo DNA {izerinde bloke olur ve TC-NER’i hasarin
oldugu bolgeye ceker. Lezyon bolgesindeki hiz kaybeden RNAPIIo DNA’nin
proteinler tarafindan ulasilir olmasina bir engel degildir. RNAPIlo molekiiliinde
konformasyonal degisiklikler tamir proteinlerinin erisilebilirli§ini saglar ve bu
konformasyonal degisiklikler i¢in CSB proteinine ihtiya¢ vardir. Ortamda CSB
olmadigi durumda Backtracking (RNAPIonun geriye dOniisii) tamir ve
transkripsiyonun saglanmasinda gerekli bir mekanizmadir. Backtracking sirasinda,
RNAPIIo ve transkripsiyon bubble RNA zinciri iizerinde geriye dogru kayar. Ve
transkripsiyonun tekrar baglamasi i¢in polimerazin aktif bolgesindeki ¢ikint1 yapmis

mRNA kesilerek 3’ ucu yeniden diizenlenir (Aboussekhra ve digerleri, 1995).

2.2.4.1.2. Transkripsiyona bagh onarimda rol alan genler (XPD (ERCC2)
ve XPB):

NER mekanizmasinin ¢oklu alt {inite faktorii olan TFIIH ihtiyac1 vardir.
TFIIH, RNA polimeraz II promotorlerinde basal transkripsiyonu baslatmakta ve
transkribe olmamig DNA tamiri esnasinda bile NER mekanizmasinin ¢ekirdek
insizyon makinesinin bir pargasi olarak rol oynar. TFIIH 1n 6nemi, NER esnasinda
TFIIH komponentlerinde meydana gelen mutasyonlarin 3 genetik hastalikta ortaya
cikmasidir. Bu hastaliklar: Kseroderma pigmentosum (XP), Cockayne Sendromu

(CS) ve Trikotiyodistrofi (TTD) (Evans ve digerleri, 1997).

TFIH alt {initeleri arasinda XPB ve XPD DNA helikazlarini1 icermektedir.
Bu alt iiniteler DNAnin hasarli bdlgesinin etrafinda bolgesel agilmay1 saglar (Wood,
1997). Bu alt iinitelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikan
hastaliklarda farkliliklar goriilmektedir. Ornegin XP-B hastalarinda az siklikta ve XP
ile CS birlikte goriiliir. Ancak, XP-D hastalar1 daha siktir ve sadece XP veya XP ile
CS / TTD birlikte goriiliir. TFIIH den izole edilen XP-B ve XP-D alt iiniteleri
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sirastyla  3°-5” ve 5°-3° DNA helikaz aktivitesi gosterirler. Fakat hem
transkripsiyonda hem de NER’de TFIIH’in bir par¢asi olarak rol alirlar (Evans ve
digerleri, 1997).

Transkripsiyonda, ATP-bagimli TFIIH helikaz aktivitesi promoter etrafindaki
10-20 baz-¢iftlik bolgenin agilmasini katalize eder. Bu da gelismemis RNA nin kalip
zincir lizerine tutunmasina olanak saglar. XPB ve XPD, DNA helikaz aktiviteleri
onarim sirasinda DNA lezyon bolgesinin etrafinda benzer bolgesel acilmayi
katalizledigi varsayilir. TFIIH nin agilmada rol aldigr bulunmustur ve bu rol RNA
polimeraz II transkripsiyonunun baglamasindaki gorevi ile benzerdir (Evans ve

digerleri, 1997).

Onarim faktorleri normalde hasarli olan veya olmayan DNA’ya baglanma
ozelligi gostermektedir. Bu nedenle eksizyon onarim mekanizmasinin hasari hissedip
tantyarak hasarli olan DNA’da onarim gerceklestirirken, hasarli olan/olmayan DNA
ayrimini da yapabilmesi gereklidir. Kseroderma pigmentozum grup A, RPA ve
genellikle TFIIH ile kompleks halde bulunan XPC proteinleri DNA hasar1 bolgesine
rasgele sirayla baglanarak hasar oldugu diisiiniilen bolgede dortlii bir kapali
kompleks olustururlar. Bu dort proteinin baglanmasi ile olusan kapali kompleks, o
bolgede DNA hasar1 bulunmuyorsa TFIIH’nin alt iiniteleri olan helikaz 6zellige
sahip kseroderma pigmentozum grup B [XPB]ve D [XPD] proteinler yardimiyla
DNA’dan ayrilir. DNA, hasar iceriyorsa bu durumda ATP hidrolizi ile XPB ve XPD
cift zincir DNA’daki hasar iceren bolgedeki yaklasik 20-25 niikleotidlik kismi
cozerek burada bir tamir kabarcigi olusturur. XPC proteininin bolgeden ayril-
masiyla XPG proteini tamir kompleksine katilir, XPF. ERCCI1 proteinlerinin de bu
komplekse eklenmesiyle ilk olarak hasarin 3" yoniindeki 6. + 3. fosfodiester bagin-
dan XPG, daha sonra da 5" yoniindeki 12. + 5. fosfodiester bagindan XPF.ERCCl1
proteinleri kesme islemini gergeklestirir. Olusan 24-32 niikleotidlik oligomer bu
sekilde iki yonli kesilerek bolgeden ayrilirken, olusan bosluk tamir sentezi
proteinleri olan replikasyon proteini C [RPC]/prolifere hiicre niikleer antijen [PCNA]
ve DNA polimeraz ¢ / 6 tarafindan doldurulur. Son olarak DNA ligaz 1 ile ligasyon
gerceklesir (Evans ve digerleri, 1997).
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Eksizyon onarim mekanizmasi, transkribe olan DNA’da daha hizli calisir.
Buna “transkripsiyona kenetlenmis onarim mekanizmasi [Transcription - Coupled
Repair, TCR]” denir. Bu yolla, transkribe olan DNA transkribe olmayan DNA’ya
gore daha hizli tamir edilmektedir. Transkripsiyona kenetlenmis onarim
mekanizmasinda hasarin taninmasi hari¢ diger basamaklarin ayni oldugu

belirtilmektedir (Evans ve digerleri, 1997).

Transkripsiyona kenetlenmis onarim mekanizmasinin, hasarin daha hizh
tamirini sagladigi, boylece hasar nedeniyle durmus transkripsiyonun hiicre i¢in
oldiirticii etkisinden hiicreyi korudugu diisiiniilmektedir. Lezyonun daha hizli
onarilmasi, transkripsiyonun durmasina bagl zararli etkileri en aza indirmektedir

(de Boer ve digerleri, 2001).
2.2.4.2. Global Genom Onarimi (GG-NER)

NER yolagmin hacimli(bulky) DNA eklentilerini onarabilmesi i¢in yolakta
gorevli olan faktdrlerin hasarli DNAy1 geriye kalan hasarsiz olanlarin arasindan ayirt
etmesi gerkeiyor. TC-NERin aksine global genomic repair DNA metabolik
proteininin hiz kaybetmesi veya zincirden diigmesi ile baglamaz aksine DNA
hasarmin spesifik proteinler tarafindan taninmasi ile baslatilir. NER proteinleri
hasarli DNAy1 hasarsiz olandan ayrabilir ¢linkii bulky lezyonlar DNA heliks
yapisinda bozukluk meydana getirirler. GGR tanima asamasinda gorevli ii¢ protein,
XPC-hHR23B, XPA ve RPAdir. Hepsi de hasar gormiis DNAya baglanma 6zelligine
sahiptir. RPA ve XPC-Hhr23B proteinleri tanima evresinin ilk asamalarinda rol alir.
GG-NER’in gerceklesmesi i¢in birgok proteine ihtiyag duyulmaktadir. GGR
mekanizmasinda gorevli diger proteinler, transkripsiyon faktorii IIH (TFIIH), XPG,
ve XPF-ERCCI1 dir (Reidl ve digerleri, 2003) (Sekil 2.2.).
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(A) Nucleotide excision repair (B)Transcription initiation

CSi
HHR23B
XPCEI RNApolll

TFIIH
XPA
RPA

Sekil 2.2. TC-NER, GG-NER modeli ve TFIIH 1n transkripsiyon ve tamirdeki rolii.
(A) TC-NER ve GG-NER modeli. DNA hasarinin taninmasi, ya XPC/HHR23B
kompleksi (GG-NER’e 6zel) ya da RNA polimeraz ve CSA ,CSB proteinleri
(6zellikle TC-NER’de rol alir) tarafindan dolay1 goriilebilir. Bunu takiben, RPA,
XPA ve TFIIHnin alt {initeleri olan ¢ift yonlii XPB/XPD helikazlarin birlikte
yiriittiikleri hareket tarafindan DNA etrafindaki lezyon ag¢ilir. Bu olay, ERCC1/XPF
ve XPG tamir endoniikleazlar1 taranfindan, hasarin oldugu hasarli zicirin her iki
tarafindan yarilmasina olanak saglar. Lezyon igeren bdlge kesilip ¢ikarilir ve DNA
senteziyle bosluk doldurulur. (B) RNA polimeraz II'nin transkripsiyon baslangicinda
TFIIH. Baslangigtan onceki transkripsiyon kompleksini olusmasindan sonra, (bes
bazal transkripsiyon faktorii ve RNA polimeraz II’yi igerir), promotdr bolge
TFIH’nin XPB ve XPD helikazlari tarafindan agilir. Bu olay; ilk fosfodiester bagin
olusumuna, RNA polimeraz promotdr kagisina ve transkripsiyonun uzamasina

olanak saglar (Boer ve Hoeijmaker, 2000).
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2.2.4.3 ERCC2(XPD) geni:

ERCC2(XPD) geni kromozom 19q13.3 lokalize olur. 23 eksondan olusur ve
yaklasik 54, 000 baz cifti genisligindedir (Weber ve digerleri, 1990). XPD gen
iriinii, 86.900 molekiiler agirlikli 760 aminoasitlik protein olup adenozin trifosfat
bagimli 5'-3' DNA helikaz aktivitesine sahiptir. DNA tamirinde XPD, niikleotid
eksizyon tamirinde rol alir (Schaeffer ve digerleri, 1994) NER, DNA sarmal yapisini
bozucu lezyonlarin ortadan kaldirilmasina yardimer olan bir multiprotein tamir
sistemidir (Fousteri ve Mullenders, 2008). XPD proteini, DNA etrafindaki hasarli
bolgeyi acip niikleotid ekzisyon onariminda rol alan Transkripsiyon Faktoér IIH nin
bir bilesenidir. Ayrica XPD proteini, siklin bagimli kinaz 7 (cdk 7), siklin H
ve MAT1'den olusan siklin bagimli kinaz kompleksini merkez transkripsiyon faktor
ITH kompleksine baglayarak RNA polimeraz II tarafindan RNA transkripsiyonunun

baslamasinda rol oynar (Tirode ve digerleri, 1999).

XPD lokusunda bazi énemli tek niikleotidlik polimorfizmler tanimlanmistir.
Bunlar ekzon 10 kodon 312°de G — A polimorfizmi, bunun sonucunda evrimsel
olarak korunmus bolgede Asp — Asn degisimi meydana gelmektedir. Diger bir
polimorfizm ise, ekzon 23 kodon 751’de C — A polimofizmidir. Bu polimorfizm
sonucunda ise Lys — Gln yer degisimi meydana gelmektedir (Shen ve digerleri,
1998). Bu ¢esitli fenotipler popiilasyon tabanli calismalarda diisik DNA tamir
kapasitesi veya karsinogenez icin yiiksek risk olarak baglantili oldugu kurulmustur.
Diger yapilan c¢alismalarda ise higbir iliski bulunmamistir. XPD 751 ve 312
polimorfizmlerinin fonksiyonel rolleri a¢iklik kazanmamistir (Ahsan ve digerleri,
2003), (Benhamou ve Sarasin, 2005). Tamir fenotipinde ve kanser siiphesinde bu
polimorzmlerin etkisi belirli degildir. Yapilan arastimalar sonucunda XPD 751
Lys/Lys alleli ile karsilastirildigina, Lys/Gln ve GIn/Gln allellerinin meme kanseri ile

baglantili oldugu goézlemlenmistir (Manuguerra ve digerleri, 20006).
2.3. DNA onarmm ve Kanser

Genetik degisiklikler ve kanser arasindaki nedensel bir iligkinin varlig1 bircok
deneysel ve epidemiyolojik veri ile desteklenmektedir. Genetik kararsizlik kanserin

karakteristik ozelligidir. Kanserler, genetik kararsizliga neden olan bir mutasyon
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olustuktan sonra, bu mutasyonlarin ¢ogalmasiyla olusur. Hiicre sikliistiniin
diizenlenmesi, apoptoz, hiicre farklilasmasi ve diger bir¢ok hiicre fonksiyonunu
etkileyen birgok spesifik mutasyon sonucunda normal hiicreden kanserli bir hiicreye
gecis s0z konusudur. Kanser, yalnizca bir hiicrede bircok farkli gende mutasyon
olursa ortaya c¢ikar (kolon kanserinde 6 veya 7). Bu mutasyonlar genomun
biitiinltiglinli saglayan genlerde veya timor gelisimi siiresince somatik hiicrelerde
meydana gelebilir. Bu degisiklikler, tek bir niikleotitte, kiiciik DNA boliimlerinde
(mikrosatelitler), genin tiimiinde, kromozomun yapisal bilesenlerinde ya da
kromozomun tiimiinde gergeklesebilir. Timor baskilayict genlerin mutasyonel
inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu, bir¢ok kanser tiirliniin gelisimi ile

baglantilidir (Chu, 1997), (Lehman, 1997), (Wood, 1997).

DNA onarimindaki hatalar da genetik kararsizliga neden olurlar. Kanserlerin
cogunlugu tamir edilmemis DNA hasarindan kaynaklanir, onarim sistemindeki
bozukluklar da (bu islemlerde yer alan enzimlerdeki mutasyonlar gibi) kanserin
kalitsal tiirleriyle iligkilidir. Ornegin, kalitsal non-polipozal kolerektal kanser, hatali
eslesmenin onarimindaki bozukluktan, kolerektal kanser ise baz ¢ikarma

onarimindaki bir bozukluktan kaynaklanir (Chung ve Rustgi, 1995).

DNA hasar1 onarim mekanizmalart kanser olusumu disinda kanser
tedavilerinin etkinliginde de 6nem tasimaktadir. Cerrahi olmayan tedavi yontemleri
DNA hasar1 olusturarak hiicreyi apoptoza gotiirmektedirler. DNA hasar1 ve DNA
onarimi arasindaki denge bu tedavilerin etkinligini belirleyici faktdrlerdendir. DNA
onarim mekanizmalarinin etkinliginde artis olmasinin kemoterapotik ilaglar ve
radyoterapiye direng gelisiminde rol oynadigi belirtilmektedir. Platinum grubu ilaglarin
olusturdugu DNA hasarlar1 daha ¢cok NER ile onarilmaktadir. Bu da NER ile bu ilag
grubunun tedavi etkinligi arasinda bir iliski olabilecegini diisiindiirmektedir. Cesitli
kanser tiirlerinde eksizyon onarimi proteinlerinden XPA, XPD(ERCC2) ve ERCC1’in
mRNA ekspresyonlart ile sisplatin duyarliligi arasinda iliski oldugu belirtilmektedir
(Debeleg-Biitiiner ve Kantarci, 2006). Platin bilesikler (6.r. sisplatin) akciger kanseri,
mide kanseri ve pankreas kanseri gibi ¢esitli kanserlerde rutin olarak kemoterapdtik
ajan olarak kullanilmaktadir. Sisplatin aktivitesi sisplatinin DNA’ya eklenmesi

aracilifiyla olur. Bu olusan sisplatin-DNA kompleksleri DNA tamir mekanizmalari
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araciligiyla DNA zincirinde uzaklastirilabilir (Reed, 1998). Tamir mekanizmalari
normal zamanda dokular1 kansere karsi koruyarak pozitif bir etki yaratirken,
kemoterapi esnasinda tiimor hiicrelerinde kemoterapiye karsi bir dirence yol agabilir.
Hiicrelerdeki platin-DNA  komplekslerinin  tamir mekanizmalar1 tarafindan
uzaklastirllmasi hastalarda platin-esasli kemoterapi ilaclarina kars1 direng
yaratmaktadir. Niikleotid eksizyon tamiri (NER) hiicrelerde platin-esash
kemoterapotik ajanlarin  sitotoksik etkilerine karsi savasan temel bir savunma
mekanizmasidir (Reed, 1998). NER mekanizmasindaki bozukluklar, giinese
duyarliliga ve UV kaynakli cilt kanseri riskinde artisa neden olur (Debelec-Biitiiner
ve Kantarci, 2006). Excision repair cross-complementation group 1 (ERCC1) ve
Xeroderma pigmentosum group D (XPD) (ERCC2) NER mekanizmasinin 6nemli
elemanlarindan ikisidir. Bu genlerde bulunan tek niikleotid polimorfizmleri (SNP)
bu genlerin tamir kapasitelerini etkileyerek kemoterapiye yanitta kisiye gore
farkliliklar yaratmaktadir. ERCC1 mRNA seviyesinin yiikselmesi insanlardaki mide,
ovar, rahim agzi, kolorektal ve akciger kanserlerinde platin-esasli kemoterapiye

kars1 rezistansi artirir (Metzger ve digerleri, 1998) (Rosell ve digerleri, 2003)

XPD geninde bulunan iki farkli polimorfizmin de DNA tamirinde farkli
etkilere yol ac¢ti1 goriilmiistiir. Bunlardan bir tanesi exon 10’da bulunan Asp 312
Asn substitution mutasyonu ve exon 23de bulunan Lys 751 Gln mutasyonudur.
Homozigot XPD 312 Asn mutasyonu tasiyan hiicrelerde DNA tamir kapasitesinin
arttig1 goriilmiistiir (Seker ve digerleri, 2001). Sokak-tiirii (Wild-type) XPD 312 ve
751 genotipini tagiyan akciger kanseri hastalarinda ise DNA tamirinin azaldigi
goriilmiistiir (Spitz ve digerleri, 2001). Kseroderma pigmentozum grup D Lys751GIn
bireylerde NER kapasitesi daha diisiik bulunmus, cilt melanomlar1, bazal hiicreli
kanser, akciger kanserleri, agiz ic¢inde prekanserdz lezyonlar1 olan bireylerde
Lys751GIn polimorfizmi sikliginin saglikli bireylere gore daha yiiksek oldugu
saptanmistir (Kulaksiz ve Sancar, 2007).

Hiicrelerde bulunan ikinci bir tamir mekanizmasi baz eksizyon tamir
mekanizmasidir (BER). Bu tip tamir mekanizmasi DNAdaki tek-zincir kiriklarinin
ve hasar gérmiis bazlarin tamirinde rol alir. X-ray repair cross-complementing 1

(XRCCI1) BERda gorev alan kilit genlerden birisidir. XRCC1 geninde farkli
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polimorfizmler tesbit edilmistir (Shen ve digerleri, 1998). XRCC1 Arg 399 Gln
polimorfizminin bir¢ok kanserle iligkisi oldugu gosterilmistir (Giachino ve digerleri,
2007), (Duell ve digerleri, 2002). Genel olarak bakildiginda, XPD (ERCC2), ERCC1
ve XRCC1 gen polimorfizmleri ile sisplatin-iceren kemoterapotik tedaviler

arasindaki iliski gosterilmis ama sonuglar tam olarak netlik kazanmamustir.

Yapacagimiz calismada K.K.T.C. popiilasyonunda K.K.T.C. kokenli akciger
kanseri, mide kanseri ve pankreas kanseri hastalarinda bulunan gen polimorfizimleri
tesbit edilecektir. Bu polimorfizimlerle kansere yatkinlik arasindaki iligki
aragtirtlacaktir. Arastirma projesinin bir sonraki asamasinda hastalarin sisplatin
iceren kemoterapi ajanlarina olan yanit1 arasindaki iliskiye bakilacaktir. Bu ¢alisma
K.K.T.C’de bu konuda yapilan arastirma projeleri arasinda bir ilk olup ileriki

caligmalara yol gosterici olacaktir.
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3. GERECLER ve YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1. Orneklerin Tanimi

Bu arastirmadaki hasta grubunu Dr. Burhan Nalbantoglu Devlet Hastahanesi
Onkoloji Boliimii’ne 2009-2010 yillar1 arasinda bagvuran ve kanser tanis1 konulan 10
birey olusturmaktadir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, sigara i¢ip igmedigi, klinik saftha ve
timor histolojisi gibi bilgileri de elde edilmistir. Kontrol grubu ise kendilerinde
ailelerinde kanser hastalig1 gézlemlenmeyen 10 goniillii denekten olusmaktadir. Her
birey ile yapilan anketlerle cinsiyet, yas, dogum yeri, meslek gibi demografik bilgiler
toplanmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait kan drnekleri bireylerin ¢alisma hakkinda

bilgilendirilmesi ve yazili onaylarinin alinmasindan sonra toplanmistir (Ek 1).
3.1.2. Tamponlar, Cozeltiler ve Enzimler

3.1.2.1. Periferal Kan Orneklerinden Genomik DNA Izolasyonu icin

Kullamlan Tamponlar ve Cozeltiler

3.1.2.1.1. Hiicre Lizis Tamponu (pH 8.0): 8.3 gr NH4CL ve 1 gr KHCO;
beher icerisine konuldu. Behere yaklasitk 800 ml su eklendi. Karigimin
tizerine final konsantrasyonu 1000 ml olacak sekilde 200 ul 0.5 M Na,EDTA
eklenerek manyetik karistirici lizerinde ¢ézlinmesi saglandi. Cozeltinin pH’s1
IM NaOH solusyonii araciligtyla 7.4’e ayarlandi. Cozelti meziir iginde 1000
ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlandi. Otoklav islemi tamamlandiktan

sonra hazirlanan lizis tamponu 4 °C’de saklandi.

3.1.2.1.2. Hiicre Cekirdegi Lizis Tamponu (pH 8.0): 0.605 gr Tris-Baz
(final konsantrasyonu 10 mM) ve 11.69 gr (final konsantrasyonu 400 mM)
NaCl tartilip beher icerisine konuldu. Behere yaklagik 300 ml su eklendi.
Karigimin {izerine 2 ml 0.5M NaEDTA eklendi ve karisim 500 ml’ye
tamamlandi. Cdzeltinin manyetik karigitiric1 iizerinde ¢oziinmesi saglandi.

Cozelti otoklavland: ve otoklav isleminden sonra 4 °C *de sakland.
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3.1.2.1.3. 7.5 M Amonyum Asetat hazirlanmasi: 57.8 gr Amonyum asetat
tartildi. 50 ml distile su igerisinde manyetik karisitirict lizerinde ¢dziinmesi
saglandi. Cozelti 100 ml’ye tamamlandi ve 0.2 um filtrasyon cihaziyla

sterilazyonu yapildi ve 4 °C’de saklandi.

3.1.2.1.4. 1 M Tris.HCL tamponunun hazirlanmasi: 60.57 gr Trisma baz
tartildt ve 350 ml distile su igerisinde, manyetik karistirict {izerinde
¢Oziinmesi saglandi. Cozelti 500 ml’e tamamlandi. Cozeltinin pH’s1t HCL

eklenerek pH 8’e ayarlandi. Cozelti otoklavlandi.

3.1.2.1.5. TE Tamponu: 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA 100 ml su

icinde hazirlandu.
3.1.3. Elektroforez Tamponlari ve Jel Sistemleri

3.1.3.1. 50X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA): 242 gr Tris-Baz tartild1 ve 300
ml su i¢inde ¢oziildii. 57.1 ml Glasiyal asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH
8.0) eklenerek ¢ozelti distile su ile 1000 ml’ye tamanlandi. Cozelti

otoklavland1 ve oda 1sisinda saklandi.

3.1.3.2. % 2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi: 2 gr agaroz tartildi ve 100 ml 1 X
TAE Tamponu icginde yiiksek sicaklikta ¢oziiliir. Agaroz tamamen
¢oziindiikten sonra sogumasi beklenir ve ¢ozeltiye son derisimi 0.5 ug/ml

olacak sekilde Etidyum bromiir (EtBr) eklenir.

3.1.3.3. %0.8’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi: 800 mg agaroz tartild1 ve 100
ml 1 X TAE Tamponu i¢inde yiiksek sicaklikta ¢ozdiiriiliir. Agaroz tamamen
¢oOziindiikten sonra sogumasi beklenir ve ¢ozeltiye son derisimi 0.5 ug/ml

olacak sekilde Etidyum bromiir (EtBr) eklenir.
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3.2. Yontemler
3.2.1. Periferal Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Bu tez caligmasinda hasta ve kontrol grubu kanlarindan DNA izolasyonu igin
yiiksek tuz konsantrasyonunda genomik DNA izolasyon metodu kullanilmistir. Bu
yontemde, 3 ml EDTA’l tiiplerde toplanmis kan 6rnekleri 15 ml’lik konik tiiplere
aktarilir ve iizerine kan miktarmin 3 kati kadar hiicre lizis tamponu eklenir. Tiip
hafifce calkalanarak 6rnek ve tamponun karismasi saglanir ve 4 °C’de 10 dakika
bekletilir. Daha sonra 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilir. Siipernatant atildiktan
sonra pellete tekrar kanin 3 kat1 kadar hiicre lizis tamponu eklenir ve santrifiij edilir.
Bu islem 3 kez tekrarlanir. Daha sonra pellet iizerine esit hacimde hiicre ¢ekirdegi
lizis tamponu eklenir ve pelletin ¢oziilmesi saglanir. Vorteks yapilir. Ve sonra 150 ul
%10 SDS ve 150 ul Proteinaz K (10 mg/ml) eklenir. 56 °C’de en az 1 saat
inkubasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasinda 1.5 ml 7.5 M Amonyum Asetat
eklenir. Yavasca karistirtlir ve 4500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir. Bu agamanin
ardindan tiipte iki faz goriiliir. Ustteki faz mikropipet ile dikkatlice alinarak yeni bir
tiipe aktarilir ve tlizerine 2 kati hacimde soguk %100 etanol eklenir. Bu asamada
DNA yogunlasarak iplikcikler seklinde goriilmeye baglar. Gozle goriilen DNA
yavasgca pipet ucu ile almarak %70 ethanol i¢eren ependorf tiipiine aktarilir. DNA
pipet ucuyla alinamaycak kadar az ise 1000 rpm’de 5 dakika santriflij yapilir ve
olusan pellet % 70 ethanol i¢inde ependorf tiipline aktarilir. Daha sonra 14000
rpm’de 15 dakika santriflij yapildiktan sonra pellet lizerine 1 ml %70 ethanol
eklenir.Vortekslenir ve tekrar 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilir. Siipernantant
atilir ve pellet kurumaya birakilir. Daha sonra kuruyan pellet 50 ul TE iginde

¢oziiliir. TE tamponunda ¢oziilen DNA 4°C veya -20°C’de saklanr.
3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Her bir PCR reaksiyonu 50 ul reaksiyonlar halinde yapilmis, 1X Taq
Tamponu (Sigma), 0.25 mM dNTP (Sigma), 400 nM her bir primer, 1.5 mM
Magnezyum Kloriir, 100 nanogram DNA ve 2.5 U Taq Polimeraz (Sigma) dan

olusmustu.
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Bu tez calismasinda XRCC1 ve XPD (ERCC2) SNPlerin belirlenmesi
amaciyla, once soz konusu polimorfizm bolgeleri primerler kullanilarak PCR
yontemi ile ¢ogaltilmigtir. PCR sartlar1t XRCC1 i¢in 94 °C-3 dak, 94 °C-1dak, 53 °C,
1 dak, 72 °C, 1 dak, 72 °C, 10 dak olup 30 siklustur ve ERCC2( XPD) igin ise 94 °C-
3 dk, 94 °C- 30 sn., 60°C-1 dk, 72 °C-30 sn., 72°C-10 dk olup 30 siklustur. XRCCl1
Ekson 10 amplifikasyonu icin JRIF:5’CAGTGGTGCTAACCTAATC3’ ve
JRIR:5’AGTAGTCTGCTGGCTCTGG3’ primerleri, ERCC2 Ekson 23 i¢in ise
JR2F:5’GCCCGCTCTGGATTATACG3’, JR2R:5’CTATCATCTCCTGGCCCCC3’
primer seti kullanilmistir (Lopez-Cima ve digerleri, 2007). PCR reaksiyonu

iriinlerini kontrol etmek amaci ile jel elektroforez yontemiyle incelenmistir.

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR’1in ardindan elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin degerlendirmesi
agaroz jel elektroforez yontemi ile yapilmaktadir. Ornekler yiikleme ¢ozeltisi ile
karigtirilip polimerize olan jele yiiklenir ve 100 V elektrik akiminda 20-30 dakika
yuritiiliir. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan agaroz konsantrasyonu PCR
fragmanlarin1 goriintiilemek i¢in  %0,8 restriksiyon enzimi ile kesimden sonraki

fragmanlar1 incelemek i¢in %2,0 idi.

50 pl PCR iiriinii 10 pl yiikleme tamponuyla karistirilarak %0.8’lik agaroz
jele yiiklenmis ve Ornekler 100V’ta 20-30 dakika yiiriitilmistir. Elektroforez
sonrasinda jel, DNR marka Minibis Pro jel dokiimantasyon cihazinda, UV 15181
altinda incelenmis ve cihazin software programi kullanilarak bantlar analiz

edilmisgtir.
3.2.4. PCR Saflastirma

DNA dizi analizinden o6nce, PCR reaksiyonlar1 agaroz jel elektroforez
yontemi ile %0,8 agaroz jel iizerinde 80V’da 30 dakika kosturulur. Bu tez
calismasinda PCR iirlinlerinin saflastirilmast QIA QUICK PURIFICATION KIT
kullanilarak yapilmistir. Bu islem amplifikasyonu yapilmis DNA’y1 100 bg’den
kiicik DNA fragmentlerinden ve primerler, tuzlar, niikleotidler ve proteinler

(termostabil enzimler) gibi diger kontaminantlardan arindirlmasimi saglar. PCR
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driinleri jilet yardimiyla kesilerek ependorf tiiplerde tartim islemi yapilmistir.
Agirhiginin 3 kat1 olacak sekilde PCR {irlinlerinin {lizerine QG tamponu eklenmis ve
50 °C’de 10 dakika jelin erimesi beklenmistir. Daha sonra PCR iirlinii filtreli tlipe
aktarilip maksimum hizda bir dakika santrifiij yapilmis ve alt sivi atilmistir. Ayn
islem 2 kez tekrar edilmistir. Santrifiijden sonra 750 pl yikama tamponu (Tampon
PE) eklenmis ve santrifiij islemi yapilmistir. Yikama basamagi bir kez daha
tekrarlanarak DNA’nin diger kontaminantlardan ayrilmasi saglanmistir. Filtreye 25.5
ul su eklenerek santrifiij islemi tekrarlanmis ve bu sekilde DNA’nin filtreden geri

kazanilmasi saglanmigtir.

3.2.5. Restriksiyon endoniikleaz kesimi ve Tek Niikleotid
Polimorfizmlerinin (SNP) Tespiti

Siif II restriksiyon endoniikleazlart DNA  o6rneklerini 4-8 niikleotid
uzunlugunda 6zglin palindromik dizilerden tamiyan ve ayni bodlgeden kesen
enzimlerdir. Boylece bir restriksiyon tanima ve kesim bolgesini degistiren, yani bir
kesim bolgesi olusturan ya da varolan kesim bolgesini ortadan kaldiran nokta
mutasyonlarini tespit etmek icin kullanilabilirler. Mutasyon noktasini g¢evreleyen
primerler ile gerceklestirilen PCR reaksiyonunun ardindan tek nokta mutasyon
bolgesinden kesen bir enzim segilerek analiz edilir. Restriksiyon kesimi sonrasinda
enzimin tanima ve kesme bolgesinin varligina gore DNA oOrnekleri fragmentlere
ayrilir. Olusan DNA fragmentleri uzunluklarina gore agaroz jel elektroforezinde
ayriir  ve UV altinda goriintiilenir. Mutasyonlarin  varligit  olusan DNA

fragmentlerinin uzunluguna bakilarak tespit edilir.

Restriksiyon endoniikleazlarla kesimden onceki basamak 2 farkli sekilde
yapitlmistir. Bu tez calismasinda PCR firiinlerinin saflastirilmast QIA QUICK
PURIFICATION KIT kullanilarak yapilmistir. (Bakinizz PCR  Saflastirma)
Saflastirilan DNA’nin tiimii restriksiyon enzimi ile kesim i¢in kullanilmistir.

Restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu PCR metoduyla ¢ogaltilmis DNA,
restriksiyon enzimi ve iiretici tarafindan tavsiye edilen tampon igerir. 25.5 ul DNA,
3 pl tampon ve 1.5 pl restriksiyon enzimi kullanilmigtir. Daha sonra 16 saatlik siirede

restriksiyon enzimi ile 37 °C’de inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir.
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Inkiibasyondan sonra reaksiyon karisimi 6 pl yiikleme boyast ile karistirilip %2.0’lik
agaroz jelde 80V’da 15-20 dk yiiriitiilmiis, ornekler jel dokiimantasyon cihazinda
goriintlilenmis ve ilgili polimorfik bolge analiz edilmistir (Tablo 3.1).

Bir diger yontemde ise saflastirma isleme gerceklestirilmeden restriksiyon
enzimleri direk PCR iiriinleri iizerine eklenip inkiibasyon yapilmistir. PCR
reaksiyonunun 25 pl’si yeni bir tiipe aktarilmis, lizerine 1 pl restriksyon enzimi
eklenmis ve 16 saat 37°C’de su banyosunda inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir.
Bu ¢aligmada yapilan restriksiyon reaksiyonlari i¢in kullanilan enzimler, enzimlerin
tanima ve kesme bolgeleri ve inkiibasyon sartlar1 Tablo 1°de verilmistir. 37 °Cde 16
saatlik inkiibasyondan sonra reaksiyon karisimi 5 pl yiikleme boyasi ile karistirilip
%2.0’lik agaroz jelde 80V’da 15-20 dk yiiriitiilmiis, 6rnekler jel dokiimantasyon

cihazinda goriintiilenmis ve ilgili polimorfik bdlge analiz edilmistir.

Tablo 3.1. Restriksiyon analizi sartlart

Lokus Enzim Kesim Bolgesi Inkiibasyon | Inkiibasyon
sicaklig1 siiresi
XRCCl1 Mspl 5'-C"C G G-3' 37°C 16 saat
3'-G G C*C-5'
ERCC2(XPD) | Pstl 37°C 16 saat
5-CTGCA"G-3
3-GPACGTC-Y
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Bu tez caligmasi K.K.T.C. toplumundaki 10 tane kanser hastasindan kan

ornekleri alinarak ytriitiilmustiir. Bu hastalarin 5’1 akciger kanseri, 2’si mide kanseri

ve 2’si pankreas, 1 tanesi ise meme kanseridir. Kontrol grubunu ise KKTC

toplumunda kendisinde kanser Oykiisii bulunmayan 10 goniillii kisi olusturmustur.

Hasta ve kontrol gruplarinin yas, cinsiyet, sigara kullanimi ve aile ge¢misi tablo

4.1.de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplarinin karakteristik 6zellikleri.

Degisken Hastalar Kontrol

Cinsiyet.

Erkek 9 4

Kadin 1 6

Yas 55-84 47-72

Sigara:

Hig kullanmamais 1 4

Herzaman 9 6

Alkol % 33.3 (3/10) %10 (1/10)

Ailede kanser | % 33.3 (3/10) %60 (6/10)

oykiisii

Ailede kanser tiirii Endometrium, Meme,
Hepotoma, Mide,
Akciger, Akciger,
Malign melanom Karaciger
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4.1. DNA izolasyonu ve PCR:

Bireylerden alinan kan 6rnekleri EDTA’L tiiplerde toplanmis ve yiiksek tuz
konsantrasyonu metoduyla DNA izolasyonu yapilmistir. izolasyon sonrasinda DNA
ornekleri ile PCR yapilmistir. XRCC1 Ekson 10 amplifikasyonu i¢in JRIF:
5’CAGTGGTGCTAACCTAATC3’ ve JRIR: 5’AGTAGTCTGCTGGCTCTGG3’
primerleri, ERCC2 Ekson 23 i¢in ise JR2F: 5>GCCCGCTCTGGATTATACG3’ ve
JR2R: 5’CTATCATCTCCTGGCCCCC3’ primer seti kullanilmigtir (Lopez-Cima ve
digerleri, 2007). PCR analizi yaparken optimal kosullarin ayarlanmasi igin
Magnezyum kloriir konsantrasyonu ve yapigma 1sisinin ayarlanmasi énemli bir yer
teskil etmektedir. JRIR, JRIF primerleri kullanarak yaptigimiz ilk PCR
calismamizda 3 farkli Magnezyum kloriir konsantrasyonu denendi. 1.5 mM MgCl,,
2.5 mM MgCl; ve 3.5 mM MgCl, konsantrayonlarinda 3 farkli PCR yapildi. Sonug
olarak bu amplifikasyon reaksiyonlarinda optimal MgCl, konsantrasyonunun 1.5
mM oldugu sonucuna varildi. Ayrica 3 farkli DNA miktar1 PCR c¢alismamizda
denendi. Izole edilen DNA 1, 1:10, 1:100 diliisyonda 3 farkli miktarda denenmesi
sonucunda 1 pl DNA miktarinin optimal sonucu verdigi gozlemlendi (Sekil 4.1.).
Aynt islem JR2R ve JR2F primerleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Yapilan deney
sonucunda tim DNA konsantrasyonlarinin 1.5 mM MgCl, konsantrasyonunda PCR
reaksiyonlarmin en 1iyi sonucu verdigi goézlemlenmistir. 2.5 mM MgCl
konsantrasyonunda, 1 ve 1:10 diliisyonundaki DNA miktar1 ideal sonu¢ vermis,
DNA’nin 1:100 diliisyonunda ise non-spesifik bantlar goriilmustiir. Sonug olarak ise
optimal kosul olarak 1.5 mM MgCl, ve 1 ul DNA kullanilmasina varilmistir (Sekil
4.2.).



1.5mM MgCl, 2.5 mM MgCl, 3.5 mMMgCl, 3.5 mMMgCl,
1 1:10 1:100 1 1:10 1:100 1 Marker 1:10 1:100
Marker |

Sekil 4.1. PCR reaksiyonlari i¢i optimal MgCl, ve DNA konsantrasyonlariin

diizenlenmesi (JR1R ve JRIF primerleri kullanilmistir)

29
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1.5 mM MgCl, 2.5 mM MgCl, 2.5 mM MgCl, 3.5 mM MgCl,

1 1:10 1:10 1:1 Marker 1:%0 1:10 1:10

Sekil 4.2. PCR reaksiyonlari i¢i optimal MgCl, ve DNA konsantrasyonlariin
diizenlenmesi (JR2R ve JR2F primerleri kullanilmistir).

Bir siire sonra tekrarlanan PCR reaksiyonlarinda amplifikasyon iirlinii tesbit
edilmemesinden dolay1 Taq polimeraz enziminin c¢alistigmi bir pozitif kontrol
esliginde test ettik. Pozitif kontrol olarak baska bir laboratuvarda o laboratuvarin
calisma kosullarinda pozitif sonu¢ veren DNA ve primerler kullandik. Bu amagla
Talasemi Merkezinden (Lefkosa, K.K.T.C.) alinan DNA, primerler ve deney
kosullart kullanarak c¢alismalarimizda kullanilan Taq Polimeraz’in aktivitesi test
edildi. Sonug¢ olarak Taq polimerazimizin diizgiin ¢alistigin1 ve bundan dolay1r Taq
Tamponu, MgCl, veya dNTP mix’ten kaynaklanan bir problem olabilecegi
diistiniildic (Sekil 4.3.). Yeni 10x Taq Tamponu ve MgCl, kullanarak PCR
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calisgmamiz tekrarlandi. Yapilan PCR c¢alismasit sonucunda jele yiiklenen PCR

tiriinlerinin bazilarinda non-spesifik bantlar gézlemlendi (Sekil 4.4.).

DN A markeri

Sekil 4.3. Talasemi ve bizim laboratuvardan PCR komponentlerinin kullanilmasiyla

yapilan ¢alismanin sonuglarinin %0.8 w/v agaroz jeldeki goriintiisii

1. siitun, talasemiden alinan master mix + talasemiden aliman Taq polimeraz ve
talasemiden aliman DNA Ornegi, 2. siitun, talasemi master mix + talasemi Taq
polimeraz ve bizim hasta DNA 06rnegi, 3. siitun, talasemi master mix+ bizim Taq
poimeraz ve talasemi DNA Ornegi, 4. siitun, bizim Taq Tamponu, bizim MgCl,,
bizim Taq polimeraz, dH,O, talasemi primerleri ve bizim DNA &6rnegimiz, 5. siitun,
bizim Taq Tamponu, talasemi Taq polimeraz, talasemi primerleri ve bizim DNA
ornegimiz kullanildi. Elde edilen sonuglarda 1. 2. ve 3. Reaksiyonun c¢alistig

gozlemlendi. 4. ve 5. reaksiyonlar ise ¢alismadi.



DNA mark
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Sekil 4.4. Yeni Taq Tamponu ve MgCl, kullanarak denenen PCR sonucunda elde
edilen iiriinlerin %0.8 w/v agaroz jelde goriintiilenmesi. Siitunl, hasta 1. ; siitun 2,

hasta 2; siitun 3, hasta 3

Yeni Taq Tamponu ve MgCl, kullandiktan sonra PCR reaksiyonlar1 pozitif
sonug verdi. Fakat bazi hasta 6rneklerinde spesifik banta ek olarak beklenen {irtinden
daha yiiksek molekiiler agirlikta non-spesifik bantlar gozlemlendi. Genelde non
spesifik bantlar yapisma 1sisinin ideal olmamasindan dolay1 olusur. Non-spesifik
bantlarin sebebinin yapigma 1sisinin optimal olmamasina bagli oldugunu test etmek
icin farkli yapisma dereceleri kullanarak PCR reaksiyonlarini tekrarladik. DNA
yapigsma 1sis1 primerlerin DNA’ya baglanma i1sist Tm’in 5°C’nin altinda olmasi
gerekmektedir. Farkli yapisma 1silari (51°C-52 °C) denendiginde PCR sonuglarinda
non-spesifik bantlar gézlemlenmistir. Denemeler sonucunda optimal yapisma isisinin
53 °C oldugu sonucuna varildi. Yapilan PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinleri
%0.8 w/v agaroz jelde incelenmistir ve jel dokiimentasyon cihazinda
goriintiilenmistir (Sekil 4.5.). Sonu¢ olarak JRIR ve JRIF primerlerini kullanarak

yaptigimiz PCR kosullarinin optimizasyonu saglandi.



DNA

Sekil 4.5. JR1F, JRIR primerleri kullanilarak yapilan PCR sonrasi elde edilen
iriinlerin %0.8 w/v agaroz jeldeki goriintiisii. 1. ve 2. siitunda hasta 1, 3. ve 4.

stitunda hasta 2, 5. ve 6. siitunda hasta 3, 7. ve 8. siitunda hasta 4 gosterilmistir.

ERCC1 genindeki polimorfizm tespiti icin JR2R ve JR2F primerleri
kullanilmistir ve amplifikasyon sonucunda 436 b¢ boyunda bir {iriin elde edilmistir.
Yapilan PCR ¢alismamizda istenilen bantlar %0.8 w/v jelde elde edilmistir (Sekil
4.6.).
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Sekil 4.6. JR2R, JR2F primerleri kullanilarak yapilan PCR sonuglarinin %0.8 w/v
agaroz jeldeki goriintiisii. Siitun 1, kontrol DNA, Siitun 2 hasta DNA’s1.

4.2. Jel Ekstraksiyonu ve restriksiyon enzimleri ile kesim:

Elde edilen PCR iiriinleri keskin bir jilet aracilifiyla jelden kesilmistir.
Piirifikasyon sonrasinda Pstl (Sigma, ABD) ve Msp (Sigma, ABD) restriksiyon
enzimleri kullanilarak kesim islemi gergeklestirilmistir. Pstl enzimi, ERCC2
geninde A35931C (rs 13181) polimorfizmini belirlemek i¢in kullanildi. Msp enzimi,
XRCC1 geninde G28152A (rs 25487) polimorfizminin tespiti i¢in kullanild.
Restriksiyon enzimleri kullanildiktan sonra elde edilmek istenen polimorfizmler,
fragment biiylikliikleri Tablo 4.2°de gosterilmistir. Jel ekstraksiyonu sonucunda
restriksiyon enzimi ile kesimi gergeklestirilen iirlinler %?2’lik w/v agaroz jele
ylklenmistir. Jele yiikledikten sonra non-spesifik bantlar gozlemlenmistir. Non-
spesifik bantlar1 ortadan kaldirabilmek amaciyla farkli inkiibasyon siireleri denenmis
(6 saat, 12 saat, 16 saat, 24 saat) denenmis fakat tiim inkiibasyon siireleri ayni
sonuclart vermistir (Sekil 4.7.). Fakli miktarlarda DNA ile enzim kesimleri
yapildiktan sonra non-spesifik bantlarin DNA miktar1 ile iliskili oldugu goriilmiistiir

(Tablo 4.2.).



Tablo 4.2. Yapilan caligsmada arastirilan gen bolgeleri hakkinda genel bilgi.

Tamir Gen Ekzon | Enzim | Polimorfizm Genotip Fragment
mekanizmasi biiytikliikleri
NER XPD Ekzon | Pstl A35931C Lys/Lys 146+290
23 (rs 13181)
Lys751GIn Gln/Gln | 63+146
+227
Lys/Gln | 63+146
+227
+290
BER XRCCl1 Ekzon | Mspl G28152A Arg/Arg | 132+278
10 (rs 25487) +461
Arg399GIn Gln/Gln | 278+593
Arg/Gln | 132+278
+461

+593

35



36

DNA markeri

Sekil 4.7. Optimal kesim kosullarin1 bulabilmek i¢in yapilan Pst restriksiyon enzimi
kullanilarak elde edilen kesim sonuglarinin %2°lik agaroz jeldeki goriintiisii. Stitun 1,
hasta 4: 12 saat inkiibasyon; Siitun 2, hasta 5,24 saat inkiibasyon; Siitun 3, hasta 6, 3

saat inkiibasyon; Siitun 4, hasta 7, 6 saat inkiibasyon

Non-spesifik bantlarin goriilmesinde kullandigimiz enzimlerin aktivitesinin
bir rolii olup olmadig: test edilmesi i¢in kullanilan enzimlerin aktivitesi baska bir
firmanin enzimleri ile karsilagtirildi. Bu c¢alisma i¢in New England Biolabs enzim
aktiviteleri kullanildi. 12 saat 37 °C’de inkiibasyon gergeklestirilmis ve sonug olarak
iki enzim markasi ile yapilan kesim iirtinleri arasinda fark gézlemlenmemistir (Sekil

48.).
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DNA markeri

Sekil 4.8. Farkli restriksiyon enzim markalar1 kullanilarak elde edilen sonuglarin
karsilastirilmasi. Siitun 1, Msp restriksiyon enzimi ile kesim (DNA: 22 pl, Sigma
Tamponu: 3 pl, Msp enzimi: 1.5 pl, dH,0O:3.5 pl: 30 pl); Siitun 2, Msp restriksiyon
enzimi ile kesim (DNA: 22 pl, NEB Tamponu: 3 pl, Msp enzimi: 1.5 pl, dH,0:3.5
pl: 30 pl); Stitun 3, Pst restriksiyon enzimi ile kesim (DNA: 22 ul, Sigma Tamponu:
3 ul, Sigma Pst enzimi: 1.5 pl, dH,O:3.5 pl: 30 pl), Siitun 4: Pst restriksiyon enzimi
ile kesim (DNA: 22 ul, NEB Tamponu: 3 pl, 10X BSA: 3 pl, Pst enzimi: 1.5 pl: 30
pl)

Daha sonra PCR isleminin hemen ardindan saflagtirma islemi
gerceklestirmeden 25 pl PCR iiriinii iizerine 1 pl restriksiyon enzimi eklenmis ve 37
°C’de 16 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir. Yine iki farkli marka restrikisyon
enzimi kullanilarak restriksiyon enzimi ile kesim islemi gerceklestirilmistir.
Restriksyon enzimi ile kesim isleminin sonunda, restriksiyon enzim ile kesim
reaksiyonu 5 pl yilikleme boyasi ile karigtirtlip %2 w/v agaroz jelde 80V’da 30
dakika ornekler yiiriitiilmiis ve poliformizler saptanmistir. Sonug olarak iki farkli
marka restriksiyon enziminin aktivitelerinin benzer oldugu gézlenmistir. PCR sonras1

yapilan restriksiyon enzimi ile kesim daha temiz sonug¢ vermistir (Sekil 4.9.).
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DNA markeri 227 he

146 be
63 be

Sekil 4.9.: PCR isleminin hemen ardindan yapilan kesim sonucunun %2w/v agaroz
jelde saptanan bantlarin goriintiisii. Siitun 1, hasta 4 PCR {irlinii: 25 pl ve Pst enzimi
(Sigma )1 pl; Siitun 2, hasta 4 PCR firlinii: 25 pl ve Pst enzimi (NEB) 1 pl. Sonug
olarak Pst enzimi ile kesim isleminin sonunda hastada GIn/Gln (63,146,227 bg)

genotipi gozlemlenmistir.

Yapilan calisma sonucunda hastalarin ve kontrol grubunda tespit edilen
poliformizlerin baz1 ornekleri sekilde ve tiimii tabloda gosterilmistir (Sekil 4.10)

(Sekil 4.11) (Tablo 4.3.) (Tablo 4.4.) (Tablo 4.5.) (Tablo 4.6.).
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Marker 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.10: Msp restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan kesim sonuglarindan bir jel

gorlintiisli 6rnegi. (Siitun 1, hasta 1; Siitun 2, hasta 2; Siitun 3, hasta 3; Siitun 4, hasta

4; Siitun 5, hasta 5; Siitun 6, hasta 6; Siitun 7, hasta 7; Siitun 8, hasta 8)
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Tablo 4.3.: Yapilan calisma sonucunda hasta grubunda XRCCI1 genindeki

polimorfizme gore elde edilen sonuglar.

Hasta Gen Exon/Intron | Mutasyon Enzim | Fragment Genotip

Grubu biyiikliigii

1 XRCCIl | Exon 10 G28152 Mspl 132+278+461 Arg/Gln
(BER) (RS25487) +593

2 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278+461 Arg/Arg
(BER) (RS25487)

3 XRCCIl | Exon 10 G28152 Mspl 132+278+461 Arg/Gln
(BER) (RS25487) +593

4 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278+461 Arg/Arg
(BER) (RS25487)

5 XRCCIl | Exon 10 G28152 Mspl 132+278+461 Arg/Gln
(BER) (RS25487) +593

6 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278+461 Arg/Arg
(BER) (RS25487)

7 XRCCIl | Exon 10 G28152 Mspl 278+593 Gln/Gln
(BER) (RS25487)

8 XRCCIl | Exon 10 G28152 Mspl 132+278+461 Arg/Gln
(BER) (RS25487) +593

9 XRCCIl | Exon 10 G28152 Mspl 132+278+461 Arg/Gln
(BER) (RS25487) +593

10 XRCCIl | Exon 10 G28152 Mspl 132+278+461 Arg/Gln
(BER) (RS25487) +593
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Tablo 4.4. Yapilan c¢alisma sonucunda kontrol grubunda XRCCI1 genindeki

polimorfizme gore elde edilen sonuglar.

Kontrol Gen Exon/Intron Mutasyon Enzim | Genotip Fragment

Grubu bilyiikligii

1 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278 Arg/Gln
(RS25487) +461+593

2 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278 Arg/Arg
(RS25487) +461

3 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278 Arg/Arg
(RS25487) +461

4 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278 Arg/Gln
(RS25487) +461+593

5 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278 Arg/Gln
(RS25487) +461+593

6 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 278+593 Gln/Gln
(RS25487)

7 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278 Arg/Arg
(RS25487) +461

8 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278 Arg/Gln
(RS25487) +461+593

9 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 132+278 Arg/Arg
(RS25487) +461

10 XRCCl1 Exon 10 G28152 Mspl 278+593 Gln/Gln
(RS25487)
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Marker 1 2 3 4 5

Sekil 4.11: Pst restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan kesim sonuglarindan bir jel
gorlintiisli 6rnegi. (Siitun 1, kontrol 1; Siitun 2, kontrol 2; Siitun 3, kontrol 3; Siitun 4,

kontrol 4; Siitun 5, kontrol 5)

*Goériilen bu golge bantlar DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmemis halidir. Restriksiyon enzim

kesim kosullarini degismemize ragmen bazi 6rneklerde bir miktar kesilmemis bant gézlemlenmistir.

Bunun sebebi kesilen DNA miktarinin fazlaligi olabilir.
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Tablo 4.5. Yapilan calisma sonucunda hasta grubunda ERCC2 genindeki

polimorfizme gore elde edilen sonuglar.

Hasta Gen Exon/Intron Mutasyon Enzim | Fragment Genotip

Grubu bilyiikligii

1 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 146+290 Lys/Lys
(XPD) (rs13181)

2 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 63+146 Gln/Gln
(XPD) (rs13181) +227

3 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 63+146+227 Lys/Gln
(XPD) (rs13181) +290

4 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 63+146 Gln/Gln
(XPD) (rs13181) +227

5 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 63+146 Gln/Gln
(XPD) (rs13181) +227

6 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 63+146 Lys/Gln
(XPD) (rs13181) +2274+290

7 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 63+146 Gln/Gln
(XPD) (rs13181) +227

8 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 63+146 Lys/Gln
(XPD) (rs13181) +2274+290

9 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 146+290 Lys/Lys
(XPD) (rs13181)

10 ERCC2 Exon 23 A35931C Pst 63+146 Lys/Gln
(XPD) (rs13181) +2274+290




44

Tablo 4.6. Yapilan calisma sonucunda kontrol grubunda ERCC2 genindeki

polimorfizme gore elde edilen sonuglar.

Kontrol | Gen Exon/Intron | Mutasyon | Enzim | Fragment Genotip

Grubu biiytikligii

1 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 63+146+227+290 | Lys/Gln
(XPD) (rs13181)

2 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 146+290 Lys/Lys
(XPD) (rs13181)

3 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 146+290 Lys/Lys
(XPD) (rs13181)

4 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 146+290 Lys/Lys
(XPD) (rs13181)

5 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 63+146+227+290 | Lys/Gln
(XPD) (rs13181)

6 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 63+146+227+290 | Lys/Gln
(XPD) (rs13181)

7 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 146+290 Lys/Lys
(XPD) (rs13181)

8 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 146+290 Lys/Lys
(XPD) (rs13181)

9 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 63+146+227+290 | Lys/Gln
(XPD) (rs13181)

10 ERCC2 | Exon 23 A35931C | Pst 63+146+227+290 | Lys/Gln
(XPD) (rs13181)
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Yapilan aragtirma sonucunda XRCC1 genindeki rs25487 polimorfizminde 10
hastada en sik goriilen genotipin Arg/Gln oldugu tespit edilmistir (%60). Calisilan
kontrol grubu sonuglarmma gére XRCC1 genindeki 1s25487 polimorfizminde
Arg/Gln 10 kiside 4 hastada tesbit edilmistir (%40). Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda hasta grubunda Arg/Gln genotipi ¢ogunluktadir ama bu farkin

anlamli olup olmadig1 bu ¢aligmadaki hasta sayisinin artmastyla a¢iklik kazanacaktir.

ERCC2 genindeki rs13181 polimorfizminde ise 10 hastada GIn/GIn ve
Lys/Gln genotipi esit sayida bulunmustur. Kontrol grubu ile sonuglar
karsilastirildiginda ise, ERCC2 genindeki rs13181 polimorfizminde ise GIn/Gln 10
kiside 4 hastada goriiliirken, kontrol grubunda GIn/GIn genotipine hig
rastlanmamistir. Bu farkin anlamli olup olmadig:1 hasta sayisinin artist ile ortaya

cikacaktir.

Hasta ve kontrol gruplarinin arasinda yas ve alkol kullanim1 arasinda biiyiik
farkliliklar bulunmamaktadir. Cinsiyet agisindan kontrol grubunda kiz bireyler hasta
grubundaki kiz bireylere oranla daha fazladir. Hasta grubunda sadece bir hastada
sigara kullanim1 olmamakla birlikte, hasta grubunda sigara kullananlarin orani

kontrol grubuna gore daha fazladir.

Akciger kanseri olan hastalar1 kontrol grubu ile karsilastirdigimizda, bu
hastalarin sigara kullanimmin kontrol grubuna oranla ¢ok fazla miktarda oldugu
gozlemlenmistir. Akciger kanseri hastalarinda, BER genlerindeki polimorfizm 5
hastanin 4’iinde ayni tesbit edilmistir. 4 hastada Arg/Gln genotipi gdzlemlenmistir.
Kontrol grubu ile karsilagtirdigimizda ise Arg/Gln genotipinin daha fazla
miktardadir. Bu sonuglar dogrultusunda Arg/Gln genotipinin kansere yatkinligi
artirdigin1 sdyleyebiliriz. Bu farkin anlamli olup olmadig: ise hasta sayisinin artisi ile

ortaya cikacaktir.

Elde edilen sonuglara gore 10 tane hasta genotipinde de klinik fayda,
tedaviye yanit olumlu olarak gozlemlenmistir. Hastalardan sadece 1 tanesinde

sisplatin tedavisi sonucunda bobrek toksisitesi gozlemlenmistir.
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5. TARTISMA

DNA devamli olarak endogenik ve ekzogenik mutajenler ve karsinojenlerle
hasarlara ugramaktadirlar. DNA hasarlari, hasarin tiirline gore baz kesip-¢ikarma
tamiri, niikleotit kesip-¢ikarma tamiri, yanlis eslesme ve ¢ift iplikli DNA tamiri gibi
farkli tamir mekanizmalar1 ile onarilabilir. DNA hasari olan hiicreler tamir
edilmezlerse ya apoptoza ya da kontrolsiiz hiicre boliinme yoluna giderler. DNA
hasar tamirinde herhangi bir sorun kanser gelisiminde 6nemli rol oynar. Son on yil
icinde DNA tamir genlerindeki bazi yaygin polimorfizlerin DNA tamir kapasitesi ile,
bir kisinin karsilagtig1 karsinojenlere karsi hassasiyetini belirledigi one stiriilmiistiir

(Sever ve Pehlivan, 2007).

XRCCI1 proteini baz cifti kesip ¢ikarma tamirinde oksidasyonlanmis ya da
parcalanmis lezyonlar ve onemli olmayan addiiktler gibi kiiciik DNA hasarlarinin
tamirinde Onemli bir role sahiptir. Kodon 399’daki poliformizminin pek c¢ok
epidomiyolojik c¢alismalarda cesitli kanserlerle iligkili oldugu gosterilmistir.
Degisken GIn aleli varligi; akciger ve mide kanserinde riskin artmasiyla

iligkilendirilmistir (Sever ve Pehlivan, 2007).

Bizim ¢alismamiz sonucunda XRCC1 genindeki rs25487 polimorfizminde 10
hastada en sik goriilen genotipin Arg/Gln oldugu tespit edilmistir (%60). Calisilan
kontrol grubu sonuclarma gére XRCCI genindeki rs25487 polimorfizminde 10
kiside Arg/GIn(%40) ve Arg/Arg(%40) genotipi esit sayida elde edilmistir. Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda hasta grubunda Arg/Gln genotipi ¢ogunluktadir. Bu
farkin anlamli olup olmadigi bu ¢aligmadaki hasta sayisimin artmasi ile agiklik
kazanacaktir. Diger ¢aligmalarda gosterilen Gln alel varliginin kanser ile iligkisi bu
calismada gosterilememistir fakat bunun sebebi yeterli hasta sayisina ulasmamis
olmamiz olabilir. Anlamli sonuglar goézlemleyebilecegimiz hasta sayisina
ulagtigimizda hala kontrol ve hasta grubundaki genotiplerin dagilimi esit ise, bu
sonuclar kanser gelisiminde dis faktorlerin(sigara, alkol) veya bizim c¢alismamiza

dahil olmayan diger genlerin etkili olabilecegi sonucunu ortaya koyabilecektir.
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Park ve arkadaglarinin Kore popiilasyonunda akciger kanseri hastalarinda
yapmis olduklart aragtirmaya goére XRCC1 kodon 399GlIn allelinin az miktarda
sigara kullanan hastalarda bile (squamous cell carcinoma) akciger kanserine yol

actigin1 saptamislardir (Park ve arkadaslari, 2002).

Butkiewicz ve arkadaglarinin Polish populasyonunda yapmis olduklari
aragtirma sonucunda XRCC1 kodon 399GIn polimorfizmi ile akciger kanseri
arasinda higbir iligki bulunmadigini ortaya koymuslardir (Butkiewicz ve digerleri,
2001). Bu farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasi farkli popiilasyonlarin farkli genetik ve

cevresel farklilik olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Jelonek ve arkadaglarinin Polonya popiilasyonunda yapmis oldugu
aragtirmaya gore, kolon kanseri hastalarinda ve saglikli bireylerde =~ XRCClI
genotipinin dagiliminda yiiksek derecede dnemli farkliliklar goriilmiistiir. XRCCl1
399GIn alleli kolon kanser riskini yiiksek derecede arttirdigi belirlenmistir (Jelonek
ve digerleri, 2010).

Hu ve arkadaglari, XRCC1 399GIn allelinin farinks kanserleri ile iligkili
oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, 399GIn aleli aile hikayesi ile baglantili olarak
akciger kanseri ile iligki bulmuslardir (Hu ve digerleri, 2001).

Duell ve arkadaglari, 399GIn alelini tasiyan bireylerin sigara igme ile
pankreas kanserine yakalanma riski arasinda bir iliski oldugunu bildirmislerdir

(Duell ve arkadaglari, 2001).

Yapilan bir¢ok hasta, kontrol ¢aligmasinda XRCC1 399GlIn riskli bir alel
oldugunu gostermis olmasina ragmen, bazi arastirmalarda bdyle bir iligkinin

olmadigi ileri stirtilmektedir.

ERCC2 genindeki rs13181 polimorfizminde ise 10 hastada Gln/GIn (%40) ve
Lys/GIn(%40) genotipi esit sayida bulunmustur. Kontrol grubunda ise, ERCC2
genindeki rs13181 polimorfizminde ise 10 kiside Lys/Lys(%50) ve Lys/GIn(%50)
genotipi esit sayida tespit edilmistir. ERCC2 genindeki rs13181 polimorfizminde
hasta grubunda 10 hastadan 4’iinde GIn/Gln genotipi tespit edilmesine ragmen
kontrol grubunda GIn/GIn genotipine hi¢ rastlanmamistir. Bu sonug, ERCC2
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genindeki rs13181 polimorfizminde GIn/Gln genotipine sahip bireylerin kanser olma
riskinin daha yiiksek oldugunu bu bulgular 1s18inda sdyleyebiliriz. Bu sonucun
anlamli olup olmadigin1 gostermek i¢in hasta sayisinin yeterli sayiya ulasmasi

gerekmektedir.

Lopez-Cima ve arkadaslarinin Kuzey Ispanya’da yapilan arastirmalarin
sonucunda ise NER genlerindeki polimorfizmin akciger kanser riskini artirmadigi

gozlemlenmistir (Lopez-Cima ve digerleri, 2007).

Chen ve arkadaglarimin Cin popiilasyonunda yapmis olduklart ¢alismada,
XPD 751Lys allelinin akciger kanserini artirabilecegini ortaya koymuslardir (Chen
ve digerleri, 2002).

Zhan ve arkadaglarimin Kafkaslar iizerinde yapmis olduklart meta analiz
calismada, XPD geni GIn allelinin sigara kullanan bireylerde akciger kanseri ile

baglantili oldugunu bildirmislerdir (Zhan ve digerleri, 2002).

Yapilan bir¢ok hasta, kontrol ¢alismasinda ERCC2 geni Gln’in riskli bir alel
oldugunu gostermis olmasina ragmen, bazi arastirmalarda bdyle bir iligkinin
olmadig ileri siiriilmektedir. Bizim yaptigimiz ¢alisma sonuglarma gore ise Gln

allelinin kanser ile iligkili oldugunu sdyleyebilmekteyiz.

DNA onarim kapasitesinin degismesine neden olan XRCCI1 ve ERCC2
genindeki bu fonksiyonel polimorfizmlerin bilinmesi kanser etiyolojisi, riski ve
tedavisine verilen yanitta 6nemli olmaktadir (Erdal ve digerleri, 2004). Yapmis
oldugumuz bu c¢alismanin devami ve tamamlanmasi sonucunda, KKTC
toplumundaki polimorfizmler ve bu polimorfizmlerin kanserle iliskisini belirleyerek

bu dala bir katkida bulunabilecegiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, K.K.T.C. toplumundaki kanser hastalarindaki DNA tamir
genlerindeki polimorfizimlerin kansere yatkinliklariyla iliskisinin arastirilmasini
kapsamaktadir. Bu tez ¢alismasi daha genis kapsamli bir ¢aligmanin baslangicini
teskil etmektedir. Bu ¢aligma, ERCC2 ve XRCCI1 genlerinin polimorfik bdlgelerinin
PCR yontemi ile amplifikasyonunu ve restriksiyon enzim kesimi ile
polimorfizimlerin tesbitini icermektedir. Bizim su anda tamamlamis oldugumuz
calisma 10 hastay1r kapsayan bir pilot ¢alismadir. Bu calismada deney kosullari
oturtulmus ve deneylerin tekrarlanabilirligi gosterilmistir. ERCC2 geni {izerinde
yapilan c¢alisma GIn/Gln genotipinin kontrol grubunda hi¢ goriilmemesine ragmen
hastalarin %40’1inda goriilmesinin Gln aleli ile kansere yatkinlik arasinda bir iligki
oldugunu ortaya koymaktadir. XRCC1 geni iizerinde yapilan c¢alismada kanser
hastalarinda Arg/Gln polimorfizmi kontrole oranla daha fazla goriilmiistiir. Projenin
ilerde daha fazla hasta sayisi ile genisletilmesi ile daha kesin sonuglar ortaya
cikacaktir. Bu calismanin devaminda bu hastalardan elde edilen genotiplerin
sisplatin tedavisi ile iliskisine de bakilacaktir. Bu calismaya dahil olan hastalarin
tedavisi sonrasinda gerekli zamanin ge¢memesinden kaynakli olarak su an bu

degerlendirmeyi yapmak miimkiin degildir.

DNA onarim mekanizmalarinda rol alan genler ve kanser riski arasindaki
iligkiyi aragtiran c¢ok sayida ve birbiriyle celigkili sonuglar veren c¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Bu gibi ¢alismalarin daha biiyiik ve farkli genetik altyapiya sahip
poplilasyonlarda tekrar edilmesi DNA onarim genleri ve kanser arasindaki iligkiyi

tanimlamak agisindan 6nemlidir.

XRCC1 genindeki ve ERCC2 genindeki bu fonksiyonel polimorfizmlerin
arastirtlmasi, kanser etiyolojisi ve riski ile iligkilendirilmesi tedavi i¢in de yeni

yaklasimlarin gelistirilmesine imkan saglayacaktir.

K.K.T.C. hastalarinda ilk kez yapilan bu ¢aligma literatiire katkida
bulunulacaktir. Oniimiizdeki yillarda laboratuvarda elde edilen bilginin insanlara

uygun klinik tedavilere doniistiiriilmesine calisilmalidir. Polimorfizmlerin etkileri
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kesin olarak belirlendiginde kisilerin genotipine uygun bireysel tedavi yontemleri de

gelistirilebilecektir.
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GONULLU OLUR FORMU

Arastirmanin Adi: " KKT.C. toplumundaki kanser hastalarinda DNA tamir
genlerindeki polimorfizmlerin sisplatin tedavisindeki etkisi "

Bu arastirma Yakin Dogu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Biyokimya Anabilim Dalinda yapilacaktir. Bu calisma Lefkosa Dr. Burhan
Nalbantoglu Devlet Hastanesi, Onkoloji Servisinde mide, akciger ve pankreas
kanseri teshisi konulmus vakalarda kemoterapi tedavisi dncesinde yapilacak
DNA bazinda bir inceleme yontemidir. Herhangi bir tan1 yontemi degildir.

DNA tamir mekanizmalar1 6karyot hiicrelerde normal metabolik aktiviteler
sonucunda veya cevresel etkenler araciligiyla DNAya gelen hasarlari tamir eden
mekanizmalardir. DNA tamir mekanizmalari, DNAdaki hasarlar1 tamir ederek
dokulardaki normal hiicrelerde genom biitiinliiglinii korur ve dolayisiyla kanser
olusumunu o6nler. Diger bir yandan da DNA tamir mekanizmalari, kemoterapi
tedavisi goren kanser vakalarinda, timor hiicrelerinde DNAya hasar vererek
etki gosteren kemoterapotik ajanlara karsi bir dirence yol agabilirler. Son
yillarda yapilan calismalar DNA tamir genlerindeki polimorfizmlerin (DNA
sekansinda bir niikleotidlik varyasyon) kansere olusumunu tetikleyici etkiye
sahip olabilecegini veya kemoterapotik tedavilerde farkli yanitlara yol
acabilecegini gostermektedir.

Bu calismada, Bahar 2009’dan sonraki iki yil icerisinde Burhan Nalbantoglu
Devlet Hastanesi'ne tedavi icin basvuran akciger, mide ve pankreas kanseri
vakalar1 tedaviye baslamadan 6nce kanlar1 alinarak genomik DNA ekstrasyonu
ve polimorfizm ¢alismalar i¢in Yakin Dogu Universitesi Eczacihik Fakiiltesine
verilecektir. Hastalarin teshis konulma anindaki yasi, cinsiyeti, sigara icip
icmedigi, klinik safha ve tiimor histolojisi hastahane ¢alisanlar tarafindan rapor
edilecektir. Genetik polimorfizmlerin tesbiti PCR (Polimeraz zincir reaksyonu)-
RFLP yontemi ile yapilacaktir. Tedavi 6ncesi vakalardan alinan kandan genomik
DNA elde edilecek ve DNA amplifikasyonu polimorfizm bdlgesine o6zgiil
primerler kullanarak yapilacaktir. PCR amplifikasyonundan elde edilen DNA
Urlnleri restriksyon enzimleri ile kesilerek polimorfizmlerin tiri
belirlenecektir. XRCC1 Arg399GIn polimorfizminin tesbitinde Mspl restriksyon
enzimi, XPD Lys751GIn polimorfizminin tesbitinde Pstl enzimi, XPD Asp312Asn
polimorfizminin tesbitinde Styl enzimi, ERCC1 C8092A polimorfizminin
tesbitinde Mboll enzimleri kullanilacaktir. Sisplatin-esash tedavi sonrasinda
hastalarin tedaviye yanit orani, olusan toksisite, progresyona kadar gecen siire
ve toplam sag kalimi élgililecektir ve istatistiksel olarak anlaml farkhiliklar
belirlenecektir. Calismaya yaklasik yiiz kanser hastasi ve yiiz kontrol grubu
bireyi katilacaktir. Calismada kullanilacak olan materyal kandir. Kan alma
hastalar icin yapilan rutin bir islemdir. Kan alma isleminin hastaya yan etkisi
olmayacaktir ve herhangi bir riski bulunmamaktadir.



Bu c¢alismada KK.T.C. toplumunda bulunan DNA tamir genlerindeki
polimorfizmler belirlenecek ve bu polimorfizmlerin sisplatin-esasli akciger,
mide ve pankreas kanseri tedavisindeki etkisi 6lctilecektir. Bu ¢alisma, K.K.T.C.
de bir ilk olup, toplumdaki polimorfizmlerin saptanmasi ve daha da énemlisi bu
polimorfizmlerin  sisplatin-esasli  kemoterapi tedavisindeki etkisinin
belirlenmesi kanser hastalarina hedefli tedavi sunabilmek a¢isindan biiyiik
onem tasimaktadir.

II-Goniillii Haklar

* Arastirmaya katilmayi red etme hakkina sahipsiniz.

 Istediginiz anda arastirmaciya haber vererek calismadan cekilebilirsiniz
ya da arastirmaci tarafindan gerek goriildiigiinde arastirma disi
birakilabilirsiniz.

* Arastirmay1 kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle
calisma programindan ¢ikartilmaniz veya ¢ikmaniz halinde, hastaliginiz
ile ilgili tedavinizde bir aksama olmayacaktir.

* Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal
sorumluluk altina girmeyeceksiniz. Ayrica, size bir 0deme

yapilmayacaktir.

* Gonilliden alinacak numuneler yalmizca adi gegen c¢alismada
kullanilacaktir.

e Kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Calisma sonunda elde edilecek
bilgiler sizin ve hekiminiz disindaki ticiincii sahislara aktarilmayacaktir.

* Yapilacak calisma herhangi bir tedavi yontemi degildir.



ikinci béliim: (Katimcinin/Hastanin Beyani) (bu béliim hazirlanan goniillii
olur formunun sonuna eklenmelidir)

Sayin Dr. Ozlem Giirkut tarafindan Burhan Nalbantoglu Devlet
Hastahanesi Tibbi Onkoloji Servisi'nde bilimsel bir arastirma yapilacag:
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.
Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve sayg: ile
yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana
yeterli giiven verildi.

Projenin yuriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden
arastirmadan cekilebilirim. Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak
icin arastirmadan c¢ekilecegimi o6nceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim.  Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi
kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi da tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal
sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

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

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir
saatte, Dr Ozlem Giirkut'u Burhan Nalbantoglu Devlet Hastahanesi Tibbi
Onkoloji Servisi'nde 0392 2285441 x1331 no’lu telefondan arayabilecegimi
biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim.
Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim.
Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim ag¢iklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Kendi basima belli bir diisiinme siliresi sonunda adi gecen bu arastirma
projesinde “katilimc1” (denek) olarak yer alma kararimi aldim. Bu konuda
yapilan daveti biiyilik bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.



GONULLU ONAY FORMU
Yukarida goniilliiye arastirmadan oOnce verilmesi gereken bilgileri gosteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu

kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hic¢bir baski ve zorlama
olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Gonulliniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi, Telefon no., Fax no.

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin Adi-soyadi, imzas,
Adresi, Telefon no., Fax no.

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi-soyadi, imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin
Adi-soyadi, imzasi, Gérevi



