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1. GIRiS

Normal hiicre bdliinme siireci regiilator proteinler olarak gorev yapan siklinler,
siklin bagimli kinaz (CDKI) inhibitorleri ve tiimdr supressor proteinlerin aktivitesi
ile gerceklesen bir seri fazdan ve bu fazlarin kontroliinden sorumlu kontrol
noktalarindan olusmaktadir.

Siklinler, CDK kompleksleri ve CDKI molekiilleri, hiicre dongiisii, farklilagma,
DNA onarimi ve apoptozis sistemlerinin diizenlenmesiyle ilgili genlerin ifade
edilmesini denetlemektedir (Ekmekgi ve ark. 2008).

Hiicre ¢ogalmasi ve hiicre siklusunun ilerlemesi biiylimenin kontroliinde rolii
olan bu genlerin ekspresyonu ile baglantilidir. Hiicre siklusunun diizenlenmesinde
olusabilecek hatalar hiicre boliinmesinin kontroliiniin bozulmasina neden olur.
Kanser gelisiminde timdr baskilayic1 fonksiyon, DNA onarimi ve apoptosiz kritik
yolaklardir. Genetik olarak hiicre siklusunda gorevli proteinlerde meydana
gelebilecek bir mutasyon ya da polimorfizm ilgili genin ekspresyonunu degistirerek
kanserli hiicre proliferasyonuna yol agabilir.

DNA onariminda gorev alan OGGI, ERCCI, XRCCI, XRCC2, XRCC3, XPC,
XPD, XPF, BRCA2, MREII, NBSI, Ku70/80, LIG4, RAD vb. genlerin
polimorfizmleri, proteinlerin islevini ve bireylerin hasarli DNA’y1 onarma
kapasitesini degistirebilmektedir. Eksik onarim kapasitesi de genetik kararsizliga ve
dolayistyla kanser olusumuna neden olabilmektedir (Goode et al. 2002). Ancak,
DNA onarim genlerindeki polimorfizmler tek baglarina kanser risk cesitliligini
aciklamak i¢in yeterli degildir. Kanserle iligkili somatik mutasyonlarin birikiminin
sadece DNA onarimindaki kusurdan degil, hiicre oliim mekanizmasiin hasarl
hiicreleri elimine etme yeteneginin azalmasi ile de ilgili oldugu belirtilmektedir
(Imyanitov et al. 2005). DNA onarimi, genomik kararsizlik ve apoptozis birbirleriyle
etkilesen olaylar oldugundan, her biri kanserin patofizyolojisinde Onemli role
sahiptir.

Toplumda polimorfizmlere mutasyonlardan daha sik olarak rastlanmaktadir.
Insan genomunda binlerce aday polimorfik genin bulunmasi ve genomunda bu
farkliliklar1 tagiyan bireylerin kanser gelisimine olan duyarliliklarini etkileyebilecek

olmas1 pek ¢ok arastirmaciy1 bu ¢alisma alanina siiriikklemektedir. Insan genom proje



caligmalariyla tim genomdaki genlerin ve niikleotit dizilerinin belirlenmesinden
sonra, genlerin ifade edilme diizeyleri ve ifade edilen gen iiriinlerinin yap1 ve
islevindeki farkliliklari belirleme g¢alismalar1 hiz kazanmistir (Ekmekgi ve ark.
2008).

Bu tez calismasi ile XRCCI1/XRCC3 genlerinin alt birimi olarak ifade edilen
Ku70/80’in promotor bolgesinde yer alan sirasiyla -1310C/G (rs2267437) ve -
1401G/T (rs828907) polimorfizmlerinin mesane kanseri ile iligkisinin arastirilmast

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Kanseri Gelisimi

Kanser hiicrelerinin bilinen en temel 6zelliklerinden biri klonal orijinli olmalar1
yani tek bir hiicreden cogalmalaridir. Hiicre c¢ogalmasina paralel olarak tiimor
hiicrelerinden olusan hiicre toplulugu sayica giderek artar ve bu topluluktaki diger
hiicrelerde mutasyon gelisir. Baz1 mutasyonlar hiicrelere daha hizli ¢ogalma gibi
avantajlar kazandirir ve tiimor klonu iginde baskin hale gegerler. Bu hiicrelerin
bazilarinin daha hizli ¢ogalma, invazyon, metastaz gibi Ozellikler kazanmasiyla
avantajli yeni bir hiicre klonu ortaya ¢iktigindan bu islem ‘klonal se¢ilim’ olarak
adlandirilir. Klonal segilim tiimor gelisimi boyunca devam eder ve tiimorler bu
nedenle giderek daha hizli ¢ogalarak ‘malign’ 6zellik kazanirlar.

Tiim kanser tiplerinin yaklasik %90’1 epitel hiicrelerden tilirevlenen
karsinomlardan olugmaktadir. Mesane tiimorlerinin histopatolojik olarak; yaklagik
%90’ m1 transizyonel hiicreli karsinoma (TCC), %5-7’sini skuamoz hiicreli
karsinoma, %1-2’sini adenokarsinoma, %1-2’sini de nondifferansiye karsinoma ve
mikst tlimorler olusturmaktadir (Penbegiil 2006).

Mesane kanseri, World Health Organization 2008 istatistiklerine gore Diinya
genelinde en sik goriilen kanser tiirleri arasinda 9. siradadir (http://www-dep.iarc.ft/).
Mesane kanseri erkeklerde tiim kanser tiirleri arasinda 7. sirada yer alirken,
kadinlarda 17. siradadir (Colombel et al., 2008). T.C.Saglik Bakanligi Kanserle
Savas Dairesi Baskanligi 2005 verilerine gore ise mesane kanseri 100.000°de 9.59
insidans ile Tiirkiye’de en sik gorilen kanserler arasinda 6. siradadir

(http://www ketem.org/istatistik.php).

2.2. Mesane Kanseri Gelisiminde Prognostik Faktorler

2.2.1. Tiimor c¢api
Yapilan aragtirmalarda farkli tiimor ¢aplar irdelenmis olmasina ragmen, tiimor
capinda meydana gelen artisin genellikle niiks riskini arttirdig1 sonucuna varilmigtir

(Dalesio et al., 1983, Heney 1992, Kiemeney et al., 1993).



2.2.2. Timaor sayisi

Yapilan bir calismada Non-invaziv papillar karsinom (Ta) tek tiimorli
hastalarda niiks oram1 %51 iken, Ta multipl tiimdrlerde bu oranin %91'e ¢iktig1
goriilmiistiir. Ayrica tek tiimorlerde ilk niikse kadar gecen siire multipl tiimdrlere

oranla daha uzundur (Prout et al., 1992).

2.2.3. Tiimor morfolojisi
Mesane tiimdrleri papiller, solid, infiltratif, mikst veya intraepitelyal gelisim
paterni gosterebilir. Yeni tan1 konulmus tiimorlerin %75-80’1 papiller, %10-15’1

solid, geri kalan1 da miks yapidadir (Anafarta et al., 2007).

2.2.4. Tiimor lokalizasyonu

Timdriin yerlesimi farkliliklar gosterir ve mesanenin herhangi bir yerinde
gelisebilir. Transizyonel hiicreli karsinom; %37 yan duvarlardan, %18 posterior
duvardan, %12 trigondan, %11 mesane boynundan, %10 {ireter orifislerinden, %8
kubbeden ve %4 anterior duvardan gelisir. Genellikle kubbedeki tiimdrler yiiksek
dereceli, lateral duvar ve tireter orifisinde lokalize timorler ise diisiikk derecelidir.
Mesane boynundaki tiimorler mesanenin diger bolgelerindeki tiimorlere gére daha

kotii prognoz gosterirler (Stephenson 1990).

2.2.5.Evre

Her timor olgusunda oldugu gibi, mesane tiimorlerinde de tedavi seklinin
belirlenmesinde evrelendirme son derece ©nemlidir. Ilk yapilan transuretral
rezeksiyon sonrasi tiimor derinliinin belirlenmesi; evrelendirmenin en Onemli
basamagini ve temelini olusturmaktadir (Penbegiil 2006). Evrelendirme igin
glinlimiizde “Union International Contre le Cancer” (UICC) tarafindan yapilan 2002

TNM siniflandirmasi genis kabul gérmiistiir.



Tablo 1: Mesane Kanseri 2002 TNM Siniflandirmasi.
(http://www.uroweb.org/fileadmin/user_upload/Guidelines/05%20TaT1%20Bladder%20Cancer.pdf)

T - PRIMER TUMOR

TX | Primer timdr degerlendirilemiyor

TO | Primer tiimdre ait kanit yok

Ta |Non-invaziv papiller karsinom

Tis | Karsinoma in situ: “flat” timor

T1 | Timor epitel alti dokuyu tutmus

T2 | Timor kas dokusunu tutmus

T2a | Tiimor yuzeyel kas dokusunu tutmus (i¢ yar1)

T2b | Tiimor derin kas dokusunu tutmus (dis yar1)

T3 | Tiimor perivezikal dokuyu tutmus

T3a | Mikroskopik olarak

T3b | Makroskopik olarak (ekstravezikal kitle)

T4 | Prostat, uterus, vajina, pelvik duvar, abdominal duvar gibi yapilar1 tutmus

T4a | TUmoOr prostat, uterus veya vajinay1 tutmus

T4b | Tiimor pelvik duvar veya abdominal duvari tutmus

N - LENF NODLARI

NX | Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO | Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 | Tek bir lenf nodunda 2cm veya daha kii¢iik metastazlar

Tek bir lenf nodunda 2 cm den biiyiik, Scm den kiiclik metastazlar, ya da

N2
multipl lenf nodlarinda 5cm den biiylik olmayan metastazlar

N3 |Bir lenf nodunda 5 cm den biiyiik metastazlar

M - UZAK METASTAZLAR

MX | Uzak metastazlar degerlendirilemiyor

MO | Uzak metastaz yok

M1 | Uzak metastazlar




2.2.6. Grade (Derece)

Mesane tiimorleri histolojik ozelliklerine gore siniflandirilirken biyolojik
davranis1 dikkate alan derecelendirme sistemi ile derecelendirilirler. Mesane
timorlerinde derecelendirme normal epitele benzerligi esas alinarak tlimoriin
epitelyal paternine ve hiicresel 6zelliklerine gore yapilir (Penbegiil 2006). Mesanenin
tirotelyal hiicreli neoplazileri, 1998 yilinda “World Health Organization ve
International Society of Urological Pathology”(WHO/ISUP) tarafindan alinan ortak
bir kararla yeniden derecelendirilmistir. Bu derecelendirmeye gore; iyi diferansiye
(gradel) ve orta diferansiye (grade2) tiimorler diisiik dereceli (low grade) tirotelyal
karsinom olarak adlandirilmistir. Kotii diferansiye (grade 3) tiimorler ise yiiksek

dereceli (high grade) tiimorler olarak adlandirilmistir (Epstein et al., 1998).

2.2.7. Vaskiiler veya lenfatik invazyon

Vaskiiler veya lenfatik invazyon varligi kotii prognozu gosteren bir faktordiir.
Vaskiiler veya lenfatik invazyon en cok yiiksek dereceli T1 tiimdrlerde prognozu
etkileyen onemli faktorlerdir. Palmieri et al. (2010), lenfovaskiiler invazyon ile evre
ve derece arasinda anlamli iligki bulundugunu ve metastatik yayilimin baglangici

oldugunu ifade etmistir.

2.2.8. Tiimorle birlikte “Carsinoma instu-CIS” varhg

Yiiksek dereceli ylizeyel tiimorii olan hastalarin %25 veya daha fazlasinda
“CIS” goriiliir ve bunlarin %40 ile %83’u ilerleyerek invaziv mesane kanserine
dontisiir. Timor smirinda “CIS” varligr niiks olasiligini arttirmaktadir (Penbegiil

2006).

2.2.9. ABO(H) izoantijenitesinin kaybi

Kan grubu antijenleri, eritrositlerin membran lipit veya proteinlerine bagl
bulunan karbonhidrat yapili antijenlerdir. Bu antijenler normal {irotelyumda %75-80
oraninda maturasyon ve diferansiyasyonla iligkili olarak eksprese edilmektedir
(Sheinfeld 1992). Evre ve derece arttik¢a tiimor dokusundaki hiicre yiizeyi ABO(H)
izoantijenitesinin negatifligi artmakta, pozitiflik ne kadar fazla ise tiimor evre ve

derecesi o oranda diismektedir (Das and Glashan 1988).



2.2.10. Epidermal growth faktor pozitifligi (EGF)

EGF; ektoderm, mezoderm ve endoderm gibi ii¢ embriyonik dokudan kéken
alan genis bir grup hiicrenin ¢ogalmasina neden olur. EGF reseptorleri normal
mesane epitelinin bazal tabakasinda ve mesane kanser hiicrelerinin tiim tabakalarinda
saptanabilir (Penbegiil 2006). Mason et al. (2009), EGF reseptorlerinde meydana
gelen tek niikleotit polimorfizmlerinin mesane kanseri ile iligkili olabilecegini ifade

etmistir.

2.2.11. Kan grubu
Kan grubu A olan mesane tiimorlii hastalarda, daha diisiik derece ve evreye
rastlanmakta iken, 0 grubundaki hastalarin evre ve derecelerinin daha yiiksek oldugu

bulunmustur (Danielli 1987).

2.2.12. Yas ve Cinsiyet

Yas tiimor niiksiinde, Onemli bir prognostik faktér olarak karsimiza
cikmaktadir. Yeni tani alan hastalarin yaklasik %90°1 60 yas ve iistiinde olup; 35
yasin altinda nadir goriilmektedir (Aslan ve Mammadov 2010).

Ayrica Aslan ve Mammadov (2010) calismalarinda kadin hastalarda daha
agresif timor 6zellikleri gézlendigini belirtmislerdir. Geng hastalarda yiiksek evre ve

gradeli, yiiksek riskli hastalik daha sik gézlenmistir.

Tablo 2: Diinyada goriilen mesane kanseri vakalarina ait yas istatistikleri
(http://bladdercancersupport.org/index.php?option=com_content&view=article&id=577&Itemid=100
094)

Yas %
0-20 0.1
35-44 1.8
45-54 7.5
55-64 17.9
65-74 27.4
75-84 1

85- 12.8




2.2.13. DNA Ploidy

DNA Ploidy; tiimor rekurrensinde énemli bir gosterge olup, evre ve derece ile
DNA igerigi arasinda pozitif korelasyon vardir. Evre ve derece arttikca andploid
DNA oraninda artig goriilmektedir. Anodploidi; Hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomlarin ayrilmamasi (Nondisjunction) veya anafazda geri kalmasi (Anaphase
lagging) gibi sebeplerle temel kromozom sayisinin katlar1 kadar olmayan artma ya da
eksilmelere denir. Andploid tiimorlerde rekurrens orant %98 iken, diploid DNA'T1

tiimorlerde bu oran %25' te kalmaktadir (Penbegiil 2006).

2.2.14. Gen Mutasyonlari

Kromozomlarin spesifik lokalizasyonlarinda mutasyon sonucu allelik genlerin
kayb1 timor rekurrens ve progresyonuna neden olmaktadir. 9q kromozomunun
heterozigotlugunun kaybma tiim evrelerdeki mesane tiimdrlerinde rastlanir. Bu
konuda yapilan calismalarda 9pl12 ile 9qter arasindaki bolgede olusan kromozom
kayiplarin ylizeyel mesane kanserlerinde daha sik goriildiigii ortaya ¢ikmis olsa da 9.
kromozomda kayip, hem yiizeyel hem de invaziv mesane tlimoriinde oldukga sik
gozlenmektedir
(http://whqlibdoc.who.int/publications/2009/9789283204237 tur p189-260.pdf.).
Baska bazi kromozom anormalliklerinin de mesane tiimorleri ile iligkili oldugu
gozlemlenmistir. Bunlar izokromozom 5p,17p delesyonu ve trizomi 15°dir. Benzer
sekilde kromozom 13 iizerinde yer alan Rb geninde (13ql4) ortaya c¢ikan
mutasyonlar hiicre siklusu kontrol kaybi ile sonuglanir. Retinoblastoma timor
baskilayic1 geninin primer mesane kanserlerinin %20-30’unda kaybi vardir ve

ozellikle ileri evre ve dereceli tiimorlerde goriiliir (Zhang et al., 1997).

2.2.15. Sigara

Mesane tlimorii etiyolojisinde onemli bir etken olmasinin yaninda énemli bir
prognostik faktordiir. Thompson et al. (1993), sigara ile evre, derece, timor ¢ap1 ve
timor sayisi arasinda iligki oldugunu ifade edilirken, Reitenen et al. (1994), yapmis
olduklar1 calismada ayni parametrelerle sigara arasinda iliski gozlemlemediklerini

belirtmislerdir.



Zhang et al. (1997), yapmis olduklar1 bir ¢alismada sigara kullanimi ile 9.
kromozomun uzun kolundaki kayip arasinda iligki oldugunu belirtmislerdir. 9p21
kromozomal bdolgesi hiicre dongiisii G1 fazinda siklin ve siklin bagimli kinazlari
inhibe etmek suretiyle diizenleyici olarak gorev yapan pl5INK4b ve pl6INK4a
genlerini icerir (Quesnel 1998). 9p21 bolgesinde kodlanan hiicre dongiisiinde negatif
diizenleyici olarak gorev yapan ve tiimor baskilayici proteinler olarak degerlendirilen
bu proteinlerin tiretimi her iki allelde ortaya ¢ikan kayiplar sonucu durmakta ve

malign doniisiin olusabilmektedir.

2.3. Mesane Kanseri Ve Gen Polimorfizmleri Arasindaki Iliski

Insanlardaki kalitsal genetik kusurlar (mutasyonlar), kimyasallar1 aktive eden
ve detoksifiye eden enzimlerin yapisim1 ve ifade edilme diizeyini (karsinojen
metabolizmasini) etkileyen kisisel genetik farkliliklar, DNA hasarinin onarim
kapasitesini etkileyen polimorfik/genetik degisiklikler, kanser riskini arttirabilen
baslica genetik faktorlerdir.

Polimorfizm, ayni tiiriin farkli bireyleri arasinda iki veya daha fazla farkl
dizinin varhigidir. DNA replikasyonu sirasinda olugan hatalar sonucu meydana
geldikleri diisiiniilir. Insan DNA’smnda gen diziliminin %99.9’u birbirine
benzemektedir. Insanlar arasindaki genetik ¢esitlilik %0.1°lik farkliliktan ileri
gelmektedir.

Polimorfizmlere mutasyonlardan daha sik rastlanir. Insan genomunda en ¢ok
bulunan genetik ¢esitlilik tipi, tek niikleotit polimorfizmleridir (SNP) Tek niikleotit
polimorfizmleri, belirli bir baz pozisyonunda meydana gelen tek niiklotid
degisiklikleridir. Tiim genetik varyasyonlarin %90’m1 olusturur. Insan genomunda
10-30 milyon SNP oldugu tahmin edilmektedir. Iki farkli birey arasinda 1250 bp’de
bir farklilik oldugu tahmin edilir. Belirli bir populasyonda sikligi genellikle %1°den
fazladir.

Tek niikleotit polimorfizmleri, regiilatér sekanslart degistirmekte ve gen
ekspresyonunu dolayli yoldan etkilemektedir. Insan populasyonlar1 arasindaki
genetik farkliliklar nedeniyle bazi populasyonlar, bazi hastaliklara daha duyarlidir
(Stefan et al., 2009). Populasyonlar arasinda goriilen genetik farkliliklar, hastaliklara

kars1 duyarlilik, direng ve hastalik prognozunu etkileyebilmektedir.



Mesane kanseri ile ilgili yapilmis bir ¢cok ¢alismada hiicre béliinme prosesinde
temel basamaklardan biri olan DNA tamir mekanizmasi ve bu mekanizmanin
isleyisini saglayan DNA tamir genleri ilizerinde yogunlasilmis ve DNA tamir
genlerinde meydana gelen polimorfizmlerin genlerin isleyisini ve ekspresyon
seviyesini degistirerek cesitli kanserlerin olusumuna yol agabilecegi belirtilmistir

(Stefan et al., 2009, Mariana et al., 2009, Wang et al.,2009).

2.4. Mesane Kanseri Ve Ku Proteini Iliskisi

2.4.1. Ku Proteini

Okaryotik hiicrelerde DNA gift zincir kiriklar1 tamirinde Non- Homologous
End Joining (NHEJ) ve Homolog Recombination (HR) olmak {izere iki ana yol
vardir (Pierce et al., 2001).

NHEJ, DNA tamir mekanizmasindaki gorevi yami sira erken lenfosit
gelisiminde V(D)J gibi spesifik alanlardaki kiriklar: da tamir edebilmektedir. NHEJ,
DNA bagimli protein kinazin sifrelenen komponentlerinden (X-ray cross
complementing) XRCC5, XRCC6, XRCC?7 ile iglev goriir (Thacker et al., 2004).
NHEJ mekanizmasinin basamaklarinda Ku heterodimer, DNA-PK katalitik subuniti
ve XRCC4/DNA ligaz IV kompleksi de gorev alir. (Jones et al., 2001) NHEJ, hiicre
boliinmesi boyunca DNA zincir kiriklar1 tamirinde bir mekanizma olusturur ve
mitotik hiicrelerin GO, G1 ve erken S fazinda 6nemlidir (Thacker et al., 2004).

HR ise ge¢ S faz1 ve G2 fazinda, DNA duplikasyonu tamamlandiginda islev
goriir. HR’nin alternatif bir rolii daha vardir ve bu da germ hiicrelerinde mayoz
sirasinda  homolog kromozomlar arasinda gerceklesen krossingover olayinin
diizenlenmesidir. (Thacker et al., 2004).

NHEJ ve HR tamir mekanizmalarinda gorev alan Ku, XRCC gen ailesi
tarafindan ifade edilen Ku70 ve Ku 80 olmak iizere iki altbirimden olusan
heterodimerik bir proteindir.

Ku proteini, 6karyotlarda heterodimerik DNA-binding kompleksinden olusur.
Bu kompleks 20 yil 6nce Japon sklorederma-polimyozit overlap sendromu olarak
adlandirilan otoimmun hastaliga sahip bireylerde major antibodi hedefi olarak

bulunmustur (Gullo et al., 2006).
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Ku70 geni 22 kromozomun uzun kolunda (22ql11-q13) ve Ku80 geni 2.
kromozomun uzun kolunda (2q35) lokalizedir.

Ku'nun en iyi bilinen ve en 6nemli roli DNA tamiridir. Yakin zamanda
yapilmis calismalar Ku’yu Homolog Recombination (HR) ve Non-homolog End
Joining (NHEJ) mekanizmalardaki niiklear bir protein olarak tanimlamaktadir
(Korabiowska et al., 2004). Hiicredeki fonksiyonel Ku proteinleri genomik stabiliteyi
korumada, ayrica hiicre ve organizma canliligini siirdiirmede gorevlidir. DNA
tamirindeki hayati roliiniin yani sira, Ku bagka hiicresel proseslerde de gorev alir.
Bunlar; telomer onarimi, antijen reseptdr gen diizenlenmesi, spesifik gen
transkripsiyonunun diizenlenmesi, antiapoptozis, 1s1-sok proteinleri cevabi ve hiicre

dongiisiinde G2 ve M fazlarinin diizenlenmesi gorevleridir (Gullo et al., 2006)

2.4.2. Ku Proteininin Onemli Yapisal Ve Biyokimyasal Karakteristikleri

2.4.2.1. Ku’nun yapisal ozellikleri

Sekans yapisal uyumlar1 sadece %14 benzerlik gdstermesine ragmen genel
olarak yapica Ku 70 ve 80 benzer molekiillerdir (Gullo et al., 2006). Her iki alt birim
de, aminoterminal o/} domain, santral B-figc1 domain ve helikal karboksi terminal (C-
terminal) koldan olusan 3 etki alanindan olusur (Jones et al., 2001). C-terminal ve
o/f domainleri DNA tamir kompleksini olusturan proteinlere baglanirlar. B—fic1
domain ise nonspesifik olarak DNA seker fosfat omurgasina baglanir (Gullo et al.,
2006) .

Her iki subunitin C-terminal zincir kollar1 2 6nemli etkilesime sahiptir.

1- Bir diger alt birimin B-fic1 domainine karsilik gelen kisma baglanir.

2- C-terminal zincirin bir baska bolgesi araciligi ile DNA bagimli protein
kinazin katalitik alt birimi olarak bilinen 460-kDa agirligindaki serin-treonin protein
kinaz ile etkilesirler (Koike et al., 1999). Bundan dolay1 o/f domaini DNA tamir
kompleksinin olusumu i¢in 6nemlidir. B—fi¢t domaini DNA baglanmasi i¢in ve C-
terminal zinciri bir diger subunitin B—fi¢1 domaini ile etkilesimi i¢in dnemlidir ve bu
yolla heterodimerizasyon ve DNA-Protein kinaz katalitik alt birimi ile fonksiyon

diizenlenmesini saglar (Zhang et al., 2001).
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Fonksiyonel olarak aktif Ku70/Ku80 heterodimer belli bir dereceye kadar
simetrik olup sepet tarzi bir yapisi var. DNA tamiri esnasinda; DNA, her iki alt
birimin spesifik domain tarafindan olusturulan Ku70/80 heterodimer acikliklari
boyunca iplik seklinde gegirilir (Cary et al., 1997). Bununla birlikte Ku70/Ku80
heterodimerleri DNA tamirinde kendi baslarina gorev almaz fakat DNA-PKcs ile
aktif rol kazanirlar. DNA-PKcs ve Ku70/Ku80 heterodimeri DNA tamir holoenzim
kompleksi olan ve DNA-PK olarak adlandirilan yapiy1 meydana getirirler (Gullo et
al., 2000)

2.4.2.2. Ku protein biyokimyasi

2.4.2.2.1. Dimerizasyon

Ku 70 ve Ku 80 proteinleri heterodimerizasyonu her iki Ku alt birimi
sabitlenmesi, Ku’nun diizenleyici fonksiyonunu yerine getirilmesi i¢in énemlidir. Ku
heteredimerizasyonunda olusan bir hata bir diger Ku alt birimi seviyesinin diismesine
sebep olur (Gu et al., 1997). Singleton et al. (1997), xrs-6 hiicreleri ile yapmis
olduklar1 ¢aligmada Ku80 protein kaybinin Ku70 fonksiyon kaybiyla iliskili

oldugunu belirtmistir.

2.4.2.2.2. Hiicre ici rolii

Ku proteinleri niikleer proteinler olup, primer olarak niikleus transkripsiyonel
aktif bolgelerde lokalize olmuslardir. Aslinda Ku proteinleri niikleer matriks
olusumlaridir ve cogunlukla niikleoplazmada daginik olarak bulunurlar. Genel olarak
niikleer proteinler kendine 6zgii niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) igerir ve niikleer
membranda NLS reseptorleri araciligi ile niikleusa aktarilirlar. Ku 70 ve Ku 80
proteinlerinin NLS reseptor yapilar1 farkli oldugu i¢in, Ku 70 ve Ku 80 niikleer
transportun diizenlenmesinde farkli NLS reseptorleri gérev almaktadir (Gullo et al.,
2006). Koike et al. (1999), Ku80 alt biriminin kendine 6zgii NLS reseptoriinii
kullanmak suretiyle Ku70 translokasyonundan bagimsiz olarak niikleusa transloke
olabildigini belirtmistir.

Ku proteinlerinin hiicre icinde ekstraniikleer alanlara yer degistirdigi de

gosterilmistir. Koike et al. (1999), Ku 70/80 heterodimerin mitoz boyunca geg
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telofaz evresi boyunca sitoplazmada bulundugunu, fakat hiicre G1 fazina girdigi anda
cekirdege dondiigiinii rapor etmistir. Ku70 /80 heterodimerinin ayrilis1 ve G1 fazinda
Ku 70’in niikleusa doniisii Ku80’e gdre bazi hiicrelerde daha 6nde olabilmektedir.
Bu bilgiler Ku70 ve Ku 80’nin daima birlikte diizenlenmedigini ve niikleer
translokasyonun memeli hiicrelerinde bagimsiz olarak gerceklesebilecegini
desteklemektedir.

Yapisal olarak, Ku proteinleri plazma membraninda sinyal yoluna
katilmazlarken hidrofobik bolgeye katildiklar1 belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar, Ku
proteinleri anormal lokalizasyonu farkli fonksiyonlara aracilik edebilecegini
gdstermistir. Ornegin sitoplazmadan hiicre yiizeyine tasman Ku 80 proteini Multiple
myeloma (MM) hiicrelerinde CD40 ligand1 i¢in hiicre adezyon molekiilii olarak
fonksiyon goriir. Ozellikle tiimor hiicrelerinin kemik iligi stroma hiicrelerine
homotipik ve heterotipik adezyonu, MM hiicrelerin fibronektine sitoadezyonu artmis
Ku80 ekspresyonu ile saglanir. Ayrica Interlokin-6 (IL-6)’nin artan sekresyonu,
insan MM hiicreleri i¢in potansiyel biiyiime ve hayati faktor olup Ku 80 araciligi ile
CD40’1n sitoadezyonu tiimor hiicrelerini Kemik iligi stroma hiicreleri (BMSC)’ne
veya fibronektine aktive eder. IL-6 BMSC2’den koken aldigi i¢in ve MM olan
hastalarda MM hiicrelerinden daha diisiik oranda oldugu icin, bu veriler hiicre zar1
Ku80 proteininin MM hiicre biiylimesi i¢in otokrin ve parakrin olarak onemli rol
oynadigin1 dogrulamaktadir (Teoh et al., 1998). Buna ilaveten, Ku 80 somatostatin
reseptorii gibi davranmaktadir. DNA tamir proteini olan Ku 80’nin hiicre ylizeyine
lokalizasyonu otoimmun ve romatik hastaliklarda otoantibodi fazlaligim

aciklamaktadir (Gullo et al., 2006)

2.4.2.2.3. DNA tamir ozellikleri

DNA tamir mekanizmasinda Ku heterodimer yapisi ile birlikte rol alan
molekiiller, DNA-PKcs, NBSI(Nijmegen breakage syndrome 1), MREII(Meiotic
recombination 11), RAD50, XRCC4, DNA ligaz IV ve artemistir (Dik et al., 2001)
Bu molekiillerden Ku70/80 heterodimeri ve DNA-PKcs, hasarli DNA ucuna
baglanan ve DNA tamirini baglatan DNA-PK (DNA-dependent protein kinaz)
molekiilinii  olusturur (Meek et al, 2004). RADS50 molekiili homolog

rekombinasyonda 6nemli rol oynar. NBS1 ve MRE11 molekiillerinin ise diger tamir
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proteinlerinin kirik uglara baglanmasinda rolii oldugu diisiiniilmektedir (Park et al.,
2011).

Ku proteinleri ve DNA-PKcs DNA sonuna bagimsiz olarak baglansa da, Ku70/
Ku80 heterodimeri DNA-PKcs’in aktivasyonunu saglayarak fonksiyon goriir. Ku
proteinleri DNA-PKcs’in DNA’ya baglanma kapasitesini yaklasik 100 kez artirirken
ayni zamanda baglanma etkisini de arttirarak DNA tamirine olanak tanirlar. DNA
tamiri esnasinda Ku proteini kirik DNA ucunu kavrayarak kapatir ve DNA ligaz ve
XRCC4’den olusan protein kompleksi araciligi ile tamir fonksiyonunu yerine getirir

(Walker et al., 2001).
DNA-PK ¢

KU80/KU70
heterodimer

Ligase IV/XRCC4

Sekil 1: DNA-PK ve Ku heterodimerin DNA kirik uca baglanmasi ve tamir
mekanizmasi (http://www.nature.com/nrg/journal/v2/n3/fig_tab/nrg0301 196a F5.html)
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2.4.2.2.4. DNA-PKGcs biyokimyasi

Aktif serin-treonin protein kinaz subuniti DNA-PK’nin katalitik subunitidir.
Invitro calismalar DNA-PKcs, niikleer protein, DNA-baglanma proteini, p53, c-fos,
SP1, XRCC4 ve Ku gibi diizenleyici proteinleri fosforilledigini kanitlamistir. Bu
gozlemler DNA-PK’nin tamir mekanizmasindaki roliinden baska transkripsiyon,
replikasyon ve rekombinasyonda da gorev aldigin1 desteklemektedir (Gullo et al.,

2006).

2.4.3. Ku Proteininin Normal Hiicrelerdeki Rolii

Ku proteinleri temel rolii DNA tamiridir ve bunun yani sira telomer korunmasi,
antiapoptosis, timor baskilama, spesifik gen transkripsiyonunun diizenlenmesi gibi
bir ¢ok hiicresel proseste rol oynamaktadir. Ayrica Ku proteinleri DNA- bagiml

helikaz aktivitesi ve ATPaz aktivitesinden de sorumludur (Gullo et al., 2006).

2.4.3.1. DNA ¢ift zincir kirik tamiri (DSBR)
DNA ¢ift zincir kiriklari, DNA sarmalinin her iki zincirinde yer alan
fosfodiester baginin par¢alanmasi sonucunda meydana gelir (Dynan and Yoo, 1998).
Okaryotik hiicrelerde, DNA ¢ift zincir tamir mekanizmasinda Homolog
rekombinasyon (HR) ve Serbest uglarin homolog olmayan sekilde baglanmasi (Non-
Homolog end Joining, NHEJ) olmak {izere iki major yol vardir.

 NHEJ mekanizmasinda, Ku70/80 heterodimer yapt DNA kirik uglarina
baglanir ve DNA-PKcs ile birleserek 5°-3” ekzoniikleaz ve latent ekzoniikleaz
olan Artemis’i ¢gagirarak aktive eder.

* Niikleaz aktivitesi ile kirilan uglar birlestirme i¢in hazir hale gelir.

* Ligasyon, DNA Ligaz IV- XRCC4 kompleksi (ligaz IV, XRCC4, Cernunnos-
XLF) ile gerceklesir.

* HR yolunda ise, hasarli DNA hasarsiz homolog DNA ile yer degistirir.
Saglam DNA’daki dizi bilgisi bir genel rekombinasyon mekanizmasi ile ¢ift
zincir kirigi olan bolgeye tasinir. Reaksiyon eslesen DNA dizilerini taniyip
bir araya getiren rekombinasyon proteinleri olan RAD ve BRCA genleri

tarafindan yonetilir.
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« MREI11-RAD50-NBS1 kompleksinin niikleaz aktivitesi ile kirik uclar

degredasyona ugrar.

* RAD 52 proteini 3’ uglara baglanir.

* RAD 51- BRCA 2 kompleksi, rekombinasyon olusturmak iizere kardes

kromatid zincirinin hasar bdlgesine invazyonunu saglar.

* Bu zincir kalip olarak kullanilarak sentez yapilir ve hasar onarilir ( DNA

polimeraz — DNA ligaz ) (Watson 2008).
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Sekil 2: Non- Homolog End Joining (NHEJ) ve Homolog Rekombinasyon (HR)
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2.4.3.2. Telomer Korunmasi

Ku70/Ku80 heterodimeri, DNA ucunu niikleolitik atak ve niikleotit kaybindan,
ozelliklede telomerde DNA DNA cift zincir kirik alanlarin1 (DSBS) korur. Telomer
tamiri boyunca Ku proteinleri telomerik sekanslara baglanir ve telomeraz araciligi ile
DNA komplementer zincirin sentezlenmesini kolaylasgtirir (Hsu et al., 1999). Aslinda
Ku70/80 heterodimeri, insan telomeraz ters transkriptaz enzimi ile iligkili
bulunmustur ki bu enzim telomerik tekrar sekansinin eklenmesi icin Onemlidir
(Samper et al., 2000).

Ku70/Ku80 heterodimerinin telomere lokalizasyonu telomerik hasarlarin
hiicrede artan DNA-PKcs eksiklikleri ile iligkili olmasina ragmen, DNA-PKcs’den
bagimsizdir ve Ku ile telomer korunmasi arasinda direk bir iliski oldugunu
diisiindiirmektedir (Fabrizio d’Adda di Fagagna et al., 2001, Hsu et al., 1999).

Bircok primer hiicre tipiyle yapilan calismalar Ku 70 ve Ku80 proteinlerinin
telomer tamirinin farkl gelisim asamalarinda olmasini 6nledigini ortaya koymustur
(Fabrizio d’Adda di Fagagna et al., 2001). Bu da telomer uzunlugunun azaldigini,
bozulma ve tek zincirli DNA rekombinasyonunun artti§ini gostermistir.

Samper et al. (2000), memeli hiicrelerinde Ku80 eksikliginin telomer kisalmasi

ile iliskili olmadigini belirtmistir.

2.4.3.3. Antiapoptosis

BAX, lizerinde en fazla ¢aligma yapilmis proapoptotik bcl-2 ailesi tiyesidir.
P53’e yanit olarak kopyalanarak aktive olur. Aktive oldugunda mitokondriyal zarda
dimerize olur. Bu dimer hali sitokrom c¢’nin mitokondriden salinimi igin
kolaylagtirict bir kanaldir. Bel-2 BAX’a baglanarak ve BAX tarafindan baslatilan
gecirgenligi bloke ederek islevini goriir (Penbegiil 2006).
Ku70 pro-apoptotik protein olan BAX’a baglanarak BAX’in mitokondri aracili
apoptozis fonksiyonunu onler. Bu apoptotik fonksiyon Ku 70 karboksi-terminal
domaini ile ger¢eklesir ve Ku 80’in tamamlayict etkisine gerek duymaz (Sawada et
al., 2003). Li et al. (1998), Ku70 eksikligi olan farelerin T hiicre tiimor gelisimi
gosterdigini ve Ku70’in timor baskilayici fonksiyonu oldugunu ifade etmistir. Gullo
et al. (2006), Ku proteininin tiimor gelisimine veya timor baskilayict fonksiyona

sahip olabilecegini ifade etmislerdir.
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2.4.3.4. Gen Transkripsiyonunun Diizenlenmesi

Ku proteinlerinin transkripsiyon faktorleri gibi fonksiyon gordiigii ve promotor
bolgeye sekans spesifik olarak baglandigi yapilan calismalarda rapor edilmistir.
Ornegin; Ku 80 promotora baglanir ve 1s1-sok proteinleri genlerinde, glukoz
diizenleyici peptit 78 ve 94’1 diizenler (Li et al., 1995, Liu and Lee 1991).

Ku70/80 heterodimeri halka tarzi yapiya sahiptir ve Ku-DNA baglanma
mekanizmasi, hasarli DNA formuna baglanmak iizere olusmustur. Ornegin Ku70
proteininin promotor sekansa baglanmasi SAP domainin karboksi-terminal ucu
araciligl ile meydana gelir (Gullo et al., 2006). Buna ilaveten, Ku proteinleride
sekans spesifik DNA baglanmasi olmadan protein-protein interaksiyonlar1 ile

transkripsiyonel diizenlemeyi gergeklestirebilmektedir (Mo and Dynan, 2002).

2.4.4. Ku Proteininin Kanserdeki Rolii

Memeli genomu DNA hasariyla sonuglanan birgok risk ile karsi karsiyadir.
DNA ¢ift zincir kiriklar1 (DSB) tamir edilmedigi takdirde hiicre Oliimiine ve
kromozomal anormalliklere sebep olur. DSBR eksikliginde hiicreler, hiicresel
homeostasis i¢in gerekli faktorlerin dengesizligine yol agan gen amplifikasyonlari
gosterir. Ayrica gen amplifikasyonlar1 onkogenlerin aktivasyonuna onciiliikk eder ve
bunlar hiicresel transformasyon ve tiimor gelisimi icin baskin mekanizmalardir.
Memeli hiicreleri, DSBR i¢in HR ve NHEJ olmak iizere iki yola baghdir ve bu
yollardan birinde meydana gelecek hata genomik instabilite, immun eksiklik ve
tiimoOr olusumu ile sonuclanabilir.

Ku proteini ¢ikarilmis farelerle yapilan ¢aligmalar, Ku proteininin DSBR’deki
roliinii kanitlamistir. Ku ve DSBR’1n fonksiyonel goriinlimiinii anlamak i¢in fareler,
stres faktorlerini diizenleyen iyonize radyasyon, radyomimetik kimyasallar gibi
etkenlere maruz birakilmis ve Ku 80-/-, Ku70-/- ve DNA-PKcs-/- hiicre dizilerine
sahip homozigot mutant fareler kullanilmistir (Gullo et al., 2006, Kurimasa et al.,
1998).

Caligmalar sonucunda Ku70, Ku80 ve DNA-PKcs eksikligi olan farelerin
hipersensivite, immun eksiklik biliyiime geriligi ve kromozomal aberasyonlar
gosterdikleri belirtilmistir (Nussenzweig et al., 1997). DNA ¢ift zincir kiriklar1 tamir
mekanizmasinda rol alan XRCC4 ve DNA-ligaz IV molekiillerinin eksikligi ise p53
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bagimli apoptozis kaynakli noronal dejenerasyona sebep olmasi nedeniyle yasamla
bagdagmamustir (Li et al., 2001).

Yaneva and Jhiang (1991), Ku80’in yiiksek proliferasyon potansiyeli olan
dokuda c¢ok miktarda eksprese edildigini ve hiicreler boliinmek i¢in uyarildiginda
ekspresyonun arttigin1 vurgulamistir. Bu veri, Ku80-/- hiicrelerin bu donem siiresince
hasarli DNA tamirinde etkili oldugunu veya Ku80 fonksiyonunun prolifere
hiicrelerde DNA-PKcs ile olan ilgisinden bagimsiz oldugunu diisiindiirmektedir.

DNA tamirindeki roliiniin yan1 sira Ku, DSB ve lenfosit hiicrelerin diizenlenme
isleminde ve olgun B hiicrelerinde Ig smifi switch rekombinasyonu ile ilgili olan
VDJ rekombinasyonunda onemli rol oynar. Ig ve TCR( T cell reseptér gene)
genlerinde lenfosit maturasyonu boyunca V(D)J segmentlerindeki rekombinasyon
antijenik yapinin genis bir ¢esitlilik gostermesini saglar ki bu da yabanci antijenlere
adoptif immun cevap i¢in ¢ok dnemlidir (Cassellas et al., 1998).

Ku70 ve Ku 80 yoksun hayvanlardan alman lenfositler y-irradyasyona
maruziyette farklhiliklar gosterir. y-irradyasyon tipik olarak rekombinasyonu
etkilemek suretiyle lenfositleri gelismeye zorlar. Ku70 ve Ku80 eksikligi olan
farelerde rekombinasyonun defektli oldugunu gosterir. Sonug¢ olarak, lenfosit
rekombinasyon ve proliferasyonunun DNA hasar ve tamiri ile iliskili oldugu

belirtilmistir ( Gullo et al., 2006, Cassellas et al., 1998).
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3. GEREC VE YONTEM

Isparta Siileyman Demirel Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Uroloji Servisinden 2010-2011 tarihleri arasinda mesane kanseri tanisi1 almis 38
hastanin kanlarindan 2cc alinmis ve EDTA’]1 tiiplerde +4°C’de saklanmistir. Yine bu
bireylere ait tiimorlii ve normal mesane doku 6rnekleri ise yaklasik 25 mg olarak ayri

ayr1 alinip steril siselerde -20 °C’de saklanmugtir.

3.1. Kullanilan Ara¢ Ve Geregler
e PCR tiipii (Corning 3745)

e Eppendorf Tiipii (Corning 3622)

e Mavi Pipet Ucu (Boeco 1-200-80-2)

e Sari Pipet Ucu (Boeco 1-110-81-1)

e DNA Saklama Kutusu (Biosigma N40.4111)

e Tiip Sporu (LP N40.4005)

e UV spektrofotometre (Shimadzu UV 1700, Japan)

e Mikrosantrifiij (Heraus Biofuge D-37520, Germany)
e Otoklav (Hirayama HVE-50 Japan)

e Etiiv (Binder, Tiirkiye)

e Buzdolab1 (Argelik-8188 NF, Tiirkiye)

e Derin Dondurucu (Beko 8460 T, Tiirkiye)

e Kar Makinasi (Hoshizaki FM-120EE, EU)

e Bidistile Su Cihaz1 (Millipore Simlicity 185, France)
e Su Banyosu (Termal Labaratuvar Aletleri 820-3, Tiirkiye)
e Laminar Hava Kabini (ESCO, Tiirkiye)

e Vorteks (Niive NM 110, Tiirkiye)

e Termal Cycler (Peqlab Primus 96, Germany)

e Hassas Terazi (Shimadzu AX200, Japan)

e Mikrodalga Firin (Beko MD 1505, China)

e Manyetik Karistiric1 (IKA RH-KT/C, Brazil)

e Elektroforez Tanki (Scie-plas V-GEL, UK)
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e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Consort EV215, Belgium)
e Transsiliiminator (Ultra Lum. Inc., Tiirkiye)

e PCR cihazi

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e EDTA (Sigma E-5134)

e Etanol (Riedel-de Haen 32221)

¢ Etidyum Bromid (Sigma E-1510)

e Pure Gene Blood Core Kit B (Qiagene 1042606 )

e Pure Link Genomik DNA Kit (Invitrogen K1820-02)

e Taq DNA Polimeraz (Fermentas FE-EP0402)

e Agaroz (Serva 11380)

e ANTP Mix (Promega U1515)

e 10xPCR Buffer (Fermantes EP0402)

e Bidistile Su (Sigma W-3500)

e Molecular weight marker DNA (Promega G 2101)

¢ Restriksiyon enzimi
Ku70 -1310C/G polimorfizmi i¢in Hhal (Fermantes)
Ku80 -1401G/T polimorfizmi i¢in Bfal (Fermantes)

e Primerler

Ku70 -1310C/G polimorfizmi i¢in;

Forward Primer: 5> CTT CAG ACC ACT CTC TTC TC 3’
Reverse Primer: 5° TCA CTT CAC AGT AGT CGT TG 3°
Ku80 -1401G/T polimorfizmi i¢in;

Forward Primer: 5° TAG CTG ACA ACC TCA ACA GAT ¥

Reverse Primer: 5> ATT CAG AGG TGC TCA TAG AG 3’

21



3.3. Periferik Kandan DNA izolasyonu

1. 1,5 ml’lik ependorf tiiplere RBC Lysis soliisyonundan 900 ul eklendi ve iizerine
300 ml kan 6rnekleri konuldu.

2. Tipler oda sicakliginda berrak visnegiiriigii rengi olana kadar 2-3 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sirasinda tiipler en az iki kez alt iist edildi.

3. 13.000 rpm’de tiipler 1 dakika santrifiij edildi ve beyaz kan hiicrelerinin tiipiin
dibine ¢6kmesi saglandi.

4. Yaklasik 10 pl pellet kalana kadar siipernatant atildi ve tiipler kurutma kagidina
ters cevrilerek kalan siipernatantin akmasi saglandi.

5. Dipte kalan pelletin dagilmasi i¢in siddetli vorteks yapildi.

6. Tiiplere 300 pul Cell Lysis sollisyonu pipetaj yapilarak eklendi ve 10 saniye siddetli
vorteks yapildi.

7. Tiplere 100 pl Protein Precipitation soliisyonu ilave edildi ve homojen bir
goriiniim elde edilene kadar siddetli vorteks yapildi.

8. 13000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi ve tiiplerin dip kisminda ¢dken koyu kahve
renkli siki protein kisim ve iist kisimda siipernatant olusumu saglandi.

9. Temiz ependorf tiiplere 300 ul izopropanol konularak hazirlandi.

10. Dipteki protein ¢okeltisinin karismamasina 6zen gosterilerek slipernatant alindi
ve 300 pl izopropanol iceren tiiplere aktarildi.

11. Tiipler DNA goriiniir hale gelene kadar alt iist edildi ve DNA’nin ¢dkmesi
amactyla 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

12. Siipernatant alindi ve tlipler kurutma kagidina ters g¢evrilerek kalan sivinin
akmas1 saglandi.

13. 300 pl %70’1ik alkol tiiplere eklendi ve birkag kez alt iist edilerek DNA’nin 14.
yikanmasi saglandi. Tiipler 1300 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

15. Siipernatant alindi ve tiipler kurutma kagidina ters cevrilerek kalan alkoliin
akmas1 saglandi.

16. Alkoliin tamamen tiiplerden uzaklastirilmasi amaciyla tiipler etiivde 5-10 dakika
bekletildi.

17. Tiiplere, miktar1t DNA biiytikliigline gore belirlenen DNA Hydration soliisyonu

eklendi ve oda sicakliginda bir gece inkiibe edildi.
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18. Ornekler, PCR asamasinda kullanilmak iizere tiiplerin kapaklar1 parafilmlenip

etiketlenerek +4°C’de saklanda.

3.4. Dokudan DNA izolasyonu

1. izolasyon islemine baslamadan 6nce sicak su banyosu 55°C’ ye ayarlandi.

2. Steril mikrosantrifiij tiipe doku bisturi yardimiyla parcalandiktan sonra tiiplere
yerlestirildi.

3. Tiiplere 180 pl PureLink Genomic Digestion Buffer ve 20 pl Proteinaz K
eklendi ve siddetli vorteks yapildi.

4. Tiplerin i¢indeki doku parcalar1 homojen hale getirilmek amaciyla 55°C su
banyosunda bir gece bekletildi.

5. Bu sindirim isleminden sonra tiiplerde alina doku Orneklerine ait homojen
olmayan herhangi bir par¢a kalmis olma ihtimaline kars1 lizat maksimum hizda oda
sicakliginda 4 dakika santrifiijlendi.

6. Siipernatant yeni steril mikrosantrifiij tiipe transfer edildi.

7. Lizata 20 pul RNase A eklendi, vorteks yapildi ve 3 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi.

8. 200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve vortekslendi.

9. Lizata 200 pl %96 lik etanol eklendi ve 5 saniye vortekslendi.

10. PureLink Spin Column igerisine hazirlanan lizat eklendi ve 13000 rpm’de 2
dakika santrifiijlendi.

11. PureLink Spin Column alt kismindaki tiipler degistirilerek yikama islemine
gecildi.

12. 500 ul Wash Buffer 1 PureLink Spin Column’a eklendi ve 13000 rpm de 1.5
dakika santrifiij edildi.

13. 500 pul Wash Buffer 2 PureLink Spin Column’a eklendi ve 13000 rpm de 1.5
dakika santrifiij edildi.

14. PureLink Spin Column filtreli kismi yeni steril ependorf tiipe yerlestirildi.

15. 100 pl PureLink Genomic Elution Buffer PureLink Spin Column filtreli kisma
eklendi, oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra maksimum hizda 2 dakika
santrifiijlendi.

16. Ependorf tiiplerde doku drneklerine ait saf genomik DNA elde edildi.
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3.5. Ku70/80 Polimorfizmlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yoéntemi

fle Cogaltilmasi

3.5.1. Ku70 ve Ku80 Promotor Bolgelerinin Cogaltilmasi Icin Kullanilan Primer
Dizileri
Ku70/80 polimorfizmlerinin gézlendigi bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan

primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir. Primerler uluslararasi
yaymlarda dogrulanmustir.
Ku70 -1310C/G polimorfizmi i¢in

Forward Primer: 5° CTT CAG ACC ACT CTC TTC TC 3’

Reverse Primer: 5 TCA CTT CAC AGT AGT CGT TG 3’
Ku80 -1401G/T polimorfizmi i¢in

Forward Primer: 5> TAG CTG ACA ACC TCA ACA GAT 3’

Reverse Primer: 5° ATT CAG AGG TGC TCA TAG AG 3’

3.5.2. PCR Kosullar:

Toplam PCR hacmi 25 pl olacak sekilde tablo 4’deki bilesenler sirasi ile 0.5
ml’lik tiiplere ilave edildi. PCR karisiminin hazirlanma islemleri buz iizerinde ve
steril kabin igerisinde yapildi.

Ku70 Forward primer, 24,1 nmol olarak lyofilize formda gonderilmilstir.
Uzerine 241,3 pl dH,O eklendi ve 100 pmol stok primer elde edildi. 90 pl dH,O
tizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10pmol/ pl primer hazirlandi.

Ku70 Reverse primer, 32,5 nmol olarak lyofilize formda goénderilmistir.
Uzerine 352,3 pl dH,0 eklendi.100 pmol stok primer elde edildi. 90 pl dH,O iizerine
10 pl stok primerden eklenerek 10pmol/ pl primer hazirlandi.

Ku80 Forward primer, 13,6 nmol olarak lyofilize formda gonderilmistir.
Uzerine 136,4 ul dH,O eklendi. 100 pmol stok primer elde edildi. 90 ul dH,O
tizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10pmol/ pl primer hazirlandi.

Ku80 Reverse primer, 36,3 nmol olarak lyofilize formda gonderilmistir.
Uzerine 363,3 ul dH,O eklendi. 100 pmol stok primer elde edildi. 90 ul dH,O

tizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10pmol/ pl primer hazirland.
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Her bir ANTP’den 50 pl alinarak tizerine 800 pul dH,O eklenerek dANTP karigimi
hazirlandi. Tablo 4’te bir bireye ait PCR master miksi i¢in hesaplama Ornegi

verilmistir.

Tablo 3: Ku70 ve Ku80 i¢in master mix hazirlanmasi

1x
10x Buffer 2,5 nl
dNTP mix 2
MgCl, 1,5 pl
Forward Primer (10pmol) 1,25 pl
Reverse Primer (10 pmol) 1,25 nl
Taq DNA polimeraz (5U/pl) 0,5 nl
dH,O 6 nl
DNA (30 ng) 10 pnl

TOPLAM 25 pul

Taq polimeraz eklendikten sonra hi¢ vakit kaybetmeden tiip i¢ine konulan
bilesenlerin iyice karigmasi icin pipetaj yapildi. 0,2 ml’lik PCR tiiplerine 15 pl
reaksiyon karigimi dagitilarak, her bir tiipe 10 pul DNA ilave edildi. Tiipler hizl
santrifiij yapildiktan sonra PCR cihazina yerlestirildi. PCR basamaklar1 tablo 5’te

verilmigtir.

Tablo 4: Ku70 -1310C/G polimorfizmi i¢in PCR Sartlari

Initialization step
. 95 °C 5 dakika
(Ilk denatiirasyon)
Denaturation step )
95 °C 45 saniye
(Denatiirasyon)
Annealing step
57°C 45 saniye 30 siklus
(Primer Baglanma)
Extension step )
72 °C 45 saniye
(Uzama)
Final elongation
72 °C 10 dakika
(Son uzama)
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Tablo 5: Ku80 -1401G/T polimorfizmi i¢in PCR sartlar

Initialization step
. 94 °C 5 dakika
(Ilk denatiirasyon)
Denaturation step )
94 °C 30 saniye
(Denatiirasyon)
Annealing ste :
8P 55°C 30 saniye 35 siklus
(Primer Baglanma)
Extension step
72 °C 30 saniye
(Uzama)
Final elongation )
72 °C 10 dakika
(Son uzama)

3.5.3. PCR Uriinlerinin Kontrolii

PCR firiinlerinin amplifikasyonunu kontrol etmek amaci ile PCR tiipiinden
aliman 10 pl 6rnek 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak agaroz jelde 100 voltta 30
dakika yiiriitiildii. PCR Uriinii olusumu gozlenen drnekler +4 °C’ de enzim kesim
reaksiyonu i¢in saklandi. Amplifikasyonun gergeklesmedigi 6rneklerde ise yeniden
PCR yapildi. Bazi kuyucuklarda ise DNA gozlenemediginden ilgili numuneler igin
yeniden DNA izolasyonu ve PCR yapildi.

3.5.4. Enzim Kesim Reaksiyonu
Ku70 -1310C/G polimorfizm bolgesi icin Hhal restriksiyon enzimi,
Ku80 -1401G/T polimorfizm bolgesi i¢in Bfal restriksiyon enzimi kullanilarak

kesim reaksiyonlar1 gergeklestirildi.
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Tablo 6: Restriksiyon Enzimi Karigiminin Hazirlanisi

1x
PCR iirtint 5 ul
dH,O 9 nl
10x Tango Buffer 1 pl
Restriksiyon Enzimi 0,75 nl

TOPLAM 15,75 pl

Restriksiyon enzim karisimindan her bir birey i¢in 10,75 pl elde edildi. Enzim kesimi
icin toplam hasta sayis1 kadar hazirlanan Ku70 enzim kesim karigimi vortekslendi ve
ardindan hizli santriflij yapildi. Ayni islemler Ku80 enzim karisimi elde etmek i¢in
de yapildi. Her bir tiipe 10,75’er ul restriksiyon enzim karisimindan dagitildi. Kan,
normal ve timor doku orneklerinden elde edilen 5’er ul PCR iiriinii bu karisim

tizerine ayr ayr1 eklendi ve hizli santrifiijlenerek etiivde 37C*de 2-3 saat inkiibe

edildi.

3.5.5. Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

%3’liik agaroz jel hazirlandi ve restriksiyon enzimi ile kesilen PCR {iriiniinden
yaklasik 8 pl ve yiikleme tamponundan 2 pl alinarak karigtirilip agaroz jeldeki
kuyucuklara yiikleme yapildi. Kesim fiiriinleri, DNA molekiiler marker ile birlikte
yuriitiildii. Yiirlitme sonrasi jel tizerindeki bantlar, transsliminatér cihazinda

degerlendirildi ve fotograflandi.

Ku70 -1310 C/G Polimorfizminin Enzim Kesimi Sonrasi Degerlendirilmesi

PCR iiriinii: 438 bp

Restriksiyon Enzimi: Hhal (GCG-C)

Enzim kesimi Sonucu:

CC homozigot Normal: 390 + 48 bp

GC heterezigot: 390 + 291 + 99 +48 bp

GG homozigot Polimorfik: 291 + 99 + 48 bp
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CC GC GG
390 bp I —
291 bp — —
99 bp —— I

Sekil 3: Ku70 restriksiyon enzim kesim sematik drneklemesi.

Ku80 -1401 G/T Polimorfizminin Enzim Kesimi Sonras1 Degerlendirilmesi

PCR firiinii: 252 bp

Restriksiyon Enzimi: Bfal (C-TAG)

GG homozigot Normal: 252 bp

GT heterezigot: 252 + 171 + 81 bp

TT homozigot Polimorfikler: 171 + 81 bp

GG GT TT
252 bp I ——
171 bp
81bp —— —

Sekil 4: Ku80 restriksiyon enzim kesimi sematik drnekleme.
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3.5.6. Istatistiksel Analizler

Allel ve genotip frekanslar1 (pearson x2 istatistik), O.R. ve p degerleri
dominant ve resesif genetik modeller FINETTI programi (http://ihg2.helmholtz-
muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl) kullanilarak analizi yapildi (Strom 2009). Ayrica
test edilen gruplarin Hardy-Weinberg dengesi ve Armitage’s trend test (ATT)
FINETTI programi kullanilarak belirlendi. ATT allellerden ziyade genotipleri
dikkate alir ve Orneklemin eslesmesinden kaynaklanan muhtemel biasdan
kacinilmasint saglar (Sasieni 1997). Ayrica biitiin hastalik allellerinin oldugu
kodominant hastalik modeli bagimsizdir ve hastalik riskine ayni derecede katkida

bulunur.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada, mesane kanseri ile Ku70 ve Ku80 genlerine ait polimorfizmler
arasinda iliski olup olmadigi arastinlmigtir. Bu amagla Siilleyman Demirel
Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesi Uroloji Poliklinigince Mesane Kanseri
tanis1 konmus 38 hastadan alinan tiimorlii dokular ve bu tiimorlii dokulara komsu
saglikli mesane dokular1 ile ayni kisilere ait vendz kan 6rneklerinden PCR-RFLP
yontemi ile Ku70 -1310C/G ve Ku80 -1401G/T polimorfizmlerinin allel ve genotipik
tayinleri yapilmstir.

(Calismamizda hasta grubumuzun 4 bayan ve 34 erkek bireyden olustugu ve
genel yas ortalamalarinin 65,7 oldugu tespit edilmistir. Calisma grubunun %71 inin
sigara, %34 linlin de alkol kullandig1 hastalar tarafindan ifade edilmistir.

Allel frekanslar1 belirlenen Ku70 ve Ku80 genotipleri istatistiki olarak da
Hardy-Weinberg Dengesi ve Iliskilendirme Testi ile degerlendirildi.

4.1. Ku70 -1310C/G Polimorfizmi Bulgulari

Mesane Kanseri tanis1 konmus 38 bireye ait Ku7(0 geninin promotor bolgesinde
yer alan -/310C/G polimorfizmini belirleyebilmek icin ilgili bolge PCR ile
cogaltilmig ve Hhal restriksiyon enzimi kullanilarak amplifikasyon iiriiniiniin kesimi

gergeklestirilmistir.

GGCCCAAGTCTCCCCACCTCGGCCAGIC/G]CGCCACCCTCTGGCCTGG
CTCCCGC

Sekil 5: Ku70 -1310C/G (rs2267437) Polimorfizmi i¢in http://www.ncbi.nlm.nih.gov
adresinden short genetic variations databaseden (dbSNP) rs2267437 numarali

niikleotit degisimi gosterimi.
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CTTCAGACCACTCTCTTCTCCACTCGGCTTTTCTTCCATCCTCCTGGC
CATGTGTCTCCCCGTGAGTCGTGGCCCAAGTCTCCCCACCTCGGCCAG
CCGCCACCCTCTGGCCTGGCTCCCGCCCTCCTGCCCACCTGGCCCCTT
CCCCCTCACCCAGCATGATGGGGCTGAGCCGCCGGGCCAGGCCTTTGG
ACAGGTCGTACACGTAGAGCTTCACCGGATAGAGATTCGGCGGCTCCA
TTGGGACCCGTGGCGACGGCGGCCACGACGGCCCTCGGGCACCCGGC
AGCGCTTGGACCTTCCCGTACCCGACGGGAGTGCGAAGCGGAGGGAG
AGGGGGGGACCGAGCCCGGGCCCGGGCTGAGGGGTGGGGGAGAGGC
CGCCCTGCGCTGCTCGCGCCCCCACACCCGCTACCGGCAACGACTAC
TGTGAGGTGA

Sekil 5.1: Ku70 geninin promotor bolgesi iizerinde amplifiye edilen bdlgenin baz
dizilimi. Kalin harfler primer dizilerini, alt1 ¢izili harfler restriksiyon enzimi kesim

bolgelerini ifade etmektedir.

PCR iiriinti: 438 bp

Restriksiyon Enzimi: Hhal (GCG-C)

CC homozigot Normal: 390 + 48 bp

GC heterezigot: 390 + 291 + 99 +48 bp

GG homozigot Polimorfik: 291 + 99 +48 bp

Ornek

390 bp
291 bp

99 bp
48 bp

Resim 1: Ku70 -1310C/G Polimorfizmine Ait Jel Elektroforez Gorintiisi

31



Laboratuvar caligmalar1 sonucunda, Ku70 -1310C/G polimorfizmi agisindan

elde edilen veriler 1s181nda her bir bireye ait timorli doku, normal doku ve kan

ornekleri

allel

frekanst  ve

genotipleri

agisindan

degerlendirildiginde anlaml1 bir farklilik tespit edilememistir.

Frekans
e
N
1

0,27

cC

6
Ku70 genotipleri

. Normal doku
. Tumoér doku

|:| Kan

istatistiksel

olarak

Sekil 6: Normal doku, tiimdrlii doku ve kan 6rneklerinde gozlenen Ku70-1310C/G
SNP i¢in genotip frekanslari

Tablo 7: Ku70 -1310C/G SNP igin genotip frekanslari

Normal Timor Kan Normal Timor Kan
doku doku doku doku
Genotip N Gozlenen frekans (%)
CcC 3 6 3 13,0 60,9 36,5
CG 14 11 9 25,0 45,8 29,2
GG 6 7 4 18,8 56,3 25,0
Ku70 -1310C/G SNP ig¢in genotip ve allel frekanslar

istaistiksel olarak

degerlendirildiginde Normal Dokular, Tiimorlii Dokular ve Kan 6rnekleri arasinda
anlamli bir iliski bulunamamuistir.
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Ku70 -1310 C/G SNP igin Hardy-Winberg Dengesi ve Iliskilendirme testine
gore Normal Doku ve Tiimorlii Dokular, Normal Dokular ve Kan 6rnekleri, Tiimorlii
Dokular ve Kan Ornekleri risk allelleri acisindan karsilastirmali  olarak

degerlendirilmis ancak anlamli bir farklilik bulunamamastir (p > 0.05).

4.2. Ku80 -1401G/T Polimorfizmi Bulgular:

Mesane Kanseri tanis1 konmus 38 bireye ait Ku80 geninin promotor bolgesinde
yer alan -/401G/T polimorfizmini belirleyebilmek i¢in ilgili bdlge PCR ile
cogaltilmig ve Bfal restriksiyon enzimi kullanilarak amplifikasyon {iriiniiniin kesimi

gerceklestirilmistir.

TGGAAATCTTACCCGCAGGGAAGGGC|G/TIAGTGTCCGTGCCTGCCTGCCTGCC
T

Sekil 7: Ku80 -1401G/T (rs828907) Polimorfizmi icin http://www.ncbi.nlm.nih.gov
adresinden short genetic variations databaseden (dbSNP) rs828907 numarali

niikleotit degisimi gosterimi.

TAGCTGACAACCTCACAGATCTTCCCCGCCCCTTCTGCCGAGCTGATCTTTCT
CTTGGAAATCTTACCCGCAGGGAAGGGCGAGTGTCCGTGCCTGCCTGCCTGCC
TGCTGCAGCCCGCGCAAAGCTGAGCGGCCAGGGCGCTGCTGTTCCTTTAAAGT
ATTATTAAAAATAATATTTCAGCTTTTAAGTAACTCCTTGAGTTTGAATCAAAA
GCTGGAAGAACCTCCTGGGCTCTATGAGCACCTCTGAAT

Sekil 7.1: Ku80 geninin promotor bolgesi lizerinde amplifiye edilen bdlgenin baz
dizilimi. Kalin harfler primer dizilerini, alt1 ¢izili harfler restriksiyon enzimi kesim

bolgesini ifade etmektedir
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Ornek

252 bp
171 bp

81 bp

Resim 2: Ku80 -1401G/T Polimorfizmine Ait Jel Elektroforez Goruntisi

PCR iiriinii: 252 bp

Restriksiyon Enzimi: Bfal (C-TAG)

GG homozigot Normal: 252 bp

GT heterezigot: 252 + 171 + 81 bp

TT homozigot Polimorfikler: 171 + 81 bp

Laboratuvar c¢aligmalari sonucunda, Ku80 -1401G/T polimorfizmi agisindan elde
edilen veriler 1s181nda her bir bireye ait tiimorlii doku, normal doku ve kan 6rnekleri
allel frekans1 ve genotipleri agisindan istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli

bir farklilik tespit edilememistir.
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- Normal Doku

- Tumér Doku
Kan

0,4+

Frekans

GT
Ku80 Genotipleri

Sekil 8: Normal doku, tiimdrlii doku ve kan 6rneklerinde gozlenen Ku80 genotip

frekanslari

Tablo 10: Ku80 -1401G/T SNP genotip frekanslari

Normal doku | Timor doku | Kan | Normal doku | Tumor doku | Kan

Genotip N Gozlenen frekans (%)
GG 14 16 9 37,8 43,2 18,9
GT 16 12 6 432 32,4 24,3
TT 7 9 1 56,3 37,5 6,3

Ku80 -1401G/T SNP igin genotip ve allel frekanslar istatistiksel olarak

degerlendirildiginde Normal Dokular, Tiimorlii Dokular ve Kan 6rnekleri arasinda

anlamli bir iliski bulunmamustir.
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Tablo 11: Ku80 -1401G/T SNP allel frekanslari

ii:(i Risk alleli frekansi Risk alleli OR* (%95 C.I) P degeri
Normal | Timor Norma/ | Timor | Tumor | Norma/ | Normal | Tumor
Kan e v

doku doku Tumor | /Kan | /Kan | Tumor | /Kan | /Kan
1.00 2.04 2.04
G 0,60 0,60 |0,75| (0.51- (0.81- (0.81-
1.92) | 5.15) | 5.15)

1 12 12

1.00 0.48 0.48 000 0,126 0,126
T | 041 | 041 |025| (0.51- | (0.19- | (0.19-
1.92) | 1.23) | 1.23)

*OR: Odds Ratio

Tablo 12: Ku80 -1401G/T SNP i¢in Hardy-Weinberg dengesi ve iligkilendirme testi

Hardy-Weinberg dengesi [liskilendirme (association) testi (%95 C.I)
Risk Alleli Armittage's
trend testi
Normal doku | Timor doku
<>TT <> GT+TT
(n=37) (n=37) (GG ] (GG G ]
O.R=1.12 O.R=0.79
R=1.02
p=0,51 p=0,05 C.1.=[0.33-3.81] C.1.=[0.31-2.02] © 1 000
p=0.84 p=0.63 =
Normal doku
K =1
(n=37) an (n=16)
O.R=0.22 O.R=047
p=0,51 p=1,00 C.1.=[0.02-2.12] C.1.=[0.14-1.55] ORIE ?;‘49
p=0.16 p=0.21 L
Tiimér doku
(n=37) Kan (n=16)
O.R=0.19 O.R=0.59
O.R.=0.52
p=0,05 p=1,00 C.1.=[0.02-1.82] C.I1.=[0.18-1.93] —0.17
p=0.12 p=0.38 P

Ku80 -1401 G/T SNP i¢in Hardy-Winberg Dengesi ve Iliskilendirme testine

gbre Normal Doku ve Tiimdorlii Dokular, Normal Dokular ve Kan 6rnekleri, Timdrli

Dokular ve

degerlendirilmis ancak anlamli

Kan oOrnekleri

risk allelleri

bir
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Yaslarinin aritmetik ortalamasin1 65,7 olarak buldugumuz hasta grubuz, Ku70 ve
Ku80 genotipleri ile bu genotipe sahip bireylerin yaslar1 acisindan tek yonlii varyans

analizi tekniginden (One Way ANNOVA) yararlanilarak degerlendirilmistir.

Degerlendirmeler neticesinde, genotipler ile bu genotiplere sahip bireylerin

yaslar1 arasinda bir iliski bulunamamustir.

Tablo 13: Ku70 -1310C/G SNP Normal dokuya ait genotip frekanslar1 ve yas

ortalamalari
Variable | KU70 N N* Mean SEMean | StDev Minimum | Median | Maximum
Yas CC 3 0 66,67 5,17 8,96 61,00 62,00 77,00
CG 14 0 64,79 | 3,41 12,77 | 35,00 65,50 80,00
GG 6 0 68,17 1,62 3,97 63,00 68,50 72,00

Yapilan varyans analizi sonucunda Normal dokuda Ku70 genine ait genotipleri
bulunduran hasta gruplarinin yas ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamli bulunamamustir (p > 0.05).

Tablo 14: Ku70 -1310C/G SNP Timor dokuya ait genotip frekanslar1 ve yas

ortalamalari
Variable KU70 N N* Mean SEMean | StDev Minimum | Median Maximum
Yas CcC 3 0 66,67 5,17 8,96 61,00 62,00 77,00
CG 14 0 64,79 3,41 12,77 35,00 65,50 80,00
GG 6 0 68,17 1,62 3,97 63,00 68,50 72,00

Tiimorli dokuda Ku70 genine ait genotipleri bulunduran hasta gruplarinin yas

ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir (p > 0.05).

Tablo 15: Ku80 -1401G/T SNP Normal dokuya ait genotip frekanslar1 ve yas

ortalamasi
Normal
Variable KU80 N N* Mean SEMean | StDev | Minimum | Median | Maximum
Yas GG 14 0 72,43 1,70 6,35 61,00 73,00 80,00
GT 16 0 63,88 3,70 14,79 35,00 65,50 80,00
TT 7 0 66,14 2,39 6,34 54,00 67,00 72,00

Normal dokuda Ku80 genine ait genotipleri bulunduran hasta gruplarinin yas

ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir (p > 0.05).
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Tablo 16: Ku80 -1401G/T SNP Tiimor dokuya ait genotip frekanslar1 ve yas

ortalamalari

Timor
Variable | KU80 N* | Mean | SE Mean | StDev | Minimum | Median | Maximum
Yas GG 16 | 0 68,63 | 3,04 12,16 | 35,00 71,50 80,00

GT 12 |0 68,17 | 3,30 11,42 | 41,00 73,50 78,00

TT 9 0 64,78 | 3,46 10,39 42.00 65,00 80,00

Tiimorlii dokuda Ku80 genine ait genotipleri bulunduran hasta gruplarinin yas

ortalamalari arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p > 0.05).
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5. TARTISMA

DNA tamir genlerinde meydana gelen polimorfizmler aminoasit dizisinde
degisiklige ve DNA tamir kapasitesinde hasara sebep olup ¢esitli kanserlere neden
olabilmektedir. Cesitli DNA hasarlar1 proteinlerin gérevli oldugu birden fazla yolla
tamir edilir. Bir¢ok ¢alismada DNA tamir genlerinin polimorfizmlerinin mesane
kanseri riskine etkisi arastirilmissa da heniiz iliskisi kesin olarak belirtilememistir.
Ku proteini memeli hiicrelerinde DNA ¢ift zincir kiriklari tamirinde major role
sahiptir. Yapilan calismalarda Ku70 ve Ku80’in promotor bdlgesinde meydana
gelebilecek polimorfizmlerinin ¢esitli kanser tiirleri ile iliskisi arastirilmistir.

Bau et al. (2008), 1998-2007 yillar1 arasinda oral kanser tanis1 almig 380 hasta
ve bu grupla yas ve cinsiyet bakimindan uyumlu ayni sayida saglikli kontrol grubu
ile yapmis olduklar1 ¢alismada Ku70 T7-991C, C-57G ve A-31G polimorfizmleri ile
oral kanser arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. C alleli tasiyan bireylerin (T/C ve
C/C) T/T (wild) genotipe oranla 2,14 kat oral kanser riski tagidiklar1 belirtilmistir.
C-57G ve A-31G polimofizmleri igin ise alelik frekans ve oral kanseri iliskisi
hastalar ve kontrol grubunda anlamli bir fark gostermemistir.

Bir bagska c¢alismada, mide kanseri ve Ku70 T-991C, C-57G ve A-31G
polimorfizmleri arasindaki iliski arastirilmig. Calismaya 136 mide kanserli hasta ve
560 kontrol grubu dahil edilmistir. TC ve CC genotipli bireylerin TT genotipe oranla
anlamli derecede mide kanseri riski bulundurdugu belirtilmistir (Yang et al., 2011).

He et al. (2011), Ku70 -1310C/G polimorfizmi ve meme kanseri arasindaki
iligkiyi aragtirmay1 amaglamislar. 293 Meme kanserli hasta ve 301 kontrol grubu ile
yapmis olduklari calismada CG ve GG allel frekansina sahip bireyler CC homozigot
allele karsilastirildiklarinda daha yiiksek risk tasidiklar1 belirtilmistir (p= 0,038).

Biz ¢alismamizda Ku70 -1310C/G ve Ku80 -1401G/T polimorfizmleri ile mesane
kanseri arasindaki iligkiyi arastirmay1 amagladik. Tiirkiye’de yapilmis polimorfizm
calismalarina ait literatiir arastirmalarimiz sonucu Ku70 ve Ku80 genleri ile ilgili
olarak daha once herhangi bir ¢alismanin yapilmamis oldugunu tespit ettik. Kanser
calismalari acisindan bir degerledirme yaptigimizdaysa, yayinlanmis ¢alismalarin hig

birinde hasta gruplarmin tiimér dokularina karst kendi normal dokulari ve kan

40



orneklerinin kontrol grubu olarak kullanilmadigini gordiik. Bu 6zellikleri nedeniyle

calismamizin bilimsel agidan farkli oldugu kanaatindeyiz.

Calismamizda istatistiksel olarak genotip ve allel frekanslar1 acisindan; tiimérlii ve
normal dokular ile kan 6rneklerinin karsilastirilmast yapilmis ancak Ku70 -1310 C/G
polimorfizmi i¢in risk alleli olan guanin ve Ku80 -1401G/T polimorfizmi i¢in risk
alleli olan timin ig¢in anlaml sonuclar elde edilememistir (p > 0.05). Calismamiza
dahil edilen 38 mesane kanseri hastanin Ku70 ve Ku80 genlerine ait genotipleri
incelendiginde Ku70 -1310C/G polimorfizmi i¢in; Tiimorlii dokularda risk alleli olan
G’nin bulunma oran1 % 50 olarak, Ku80 -1401G/T polimorfizmi i¢in; risk alleli olan
T’nin bulunma oran1 % 58 olarak tespit edilmistir. Bu durum incelenen literatiirleri
desteklemektedir.

Wang et al. (2009) 1270 meme kanserli vaka ile yaptiklar ¢alismada Ku80
G-1401T polimorfizmi ile meme kanseri iligkisinin T allel frekansi i¢in anlamli
derecede yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Li et al. (2011) 241 mide kanserli hasta ve onlarla yas ve cinsiyet bakimindan
uyumlu 273 kontrol grubu ile yapmis olduklart ¢aligmada, Ku80 G-1401T
polimorfizmi ve mide kanseri arasindaki iliskiyi arastirmiglaridir. GG, GT ve TT
genotip frekanslart mide kanseri vakalarda %65,6, %22,8 ve %11,6 iken kontrol
gruplarinda bu oranlar %75,8, %17,6 ve % 6,6 olarak degismektedir. Sonug olarak T
alleli bulunduran mide kanserli hastalarda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
yiiksek bir oran sdzkonusudur.

Willems et al. (2009) yapmis olduklar1 c¢alismada ailesel olmayan meme
kanseri ile Ku70 promotor bolgesinde meydana gelen C-13/0G tek niikleotit
polimorfizmi iligkisini arastirmislardir. 206 hasta ve 171 kontrol bireyden olusan
calisma grubunda sonug¢ degerlendirildiginde; endojen oOstrojen seviyesi yiiksek
meme kanserli hasta grubunda CG allelinin anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur.

Sanyal ve arkadaslari, (2004) DNA tamir genlerinden XPC, XPD, XPG,
XRCCI, XRCC3, NBS1, Siklin D, MTHFR, H-ras, GSTT1I ile genis ¢apli bir ¢alisma
yapmis ve bu genlerde meydana gelen polimorfizmler ile mesane kanseri riskini
arastirmistir. Bu ¢alismada XPC geninde ekzon /5 A/C polimorfizminin mesane

kanseri vakalarinda anlamli derecede yliksek oldugu belirtilmistir. H-ras geni ekzon
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1 T/C polimorfizminin ise mesane kanser riskini azalttigi, XPG ve NBSI genleri tek
niikleotit polimorfizmlerinin mesane kanseri ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir.

Mesane kanseri ile iligkili olabilecegi diisiiniilen polimorfizm calismalarindan
biri de DNA ¢ift zincir kiriklar1 ve ¢apraz baglanmalarinin homolog rekombinasyon
(HR) onarmmina katilan XRCC3 geni ile yapilmistir. XRCC3’in ekzon 7
(Thr241Met, T/C) 241 kodon Thr/Met polimorfizmi arastirilmis ve mesane kanseri ile
arasinda anlamlilik oldugu ve sigara kullaniminin risk faktorii olmadigi ifade
edilmistir (Matullo et al. 2001). Stern et al. (2002) ise ayn1 polimorfizm bolgesi i¢in
yapmis olduklart ¢alismada XRCC3 kodon 241 polimorfizminin ve sigara i¢imi
etkilesimi ile mesane kanseri arasindaki iliski derecesini istatistiksel agidan zayif
anlamli oldugunu ifade etmektedirler.

Yapmay:r  hedefledigimiz  ileriki  caligmalarimizda, hasta  sayisini
polimorfizmlerin istatistiksel agidan daha rahat degerlendirilebilecegi sayilara
arttirilarak Ku70 ve Ku80 genlerinde ve DNA tamir mekanizmasinda gorev alan
diger genlerde meydana gelebilecek polimorfizmler ve mutasyonlar acgisindan
degerlendirmeyi hedeflemekteyiz. Ayni hasta grubu ile ¢alismaya devam edilmesi

neticesinde anlamli sonuglarin elde edilebilecegi kanaatindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Isparta yoresinde yasayan mesane kanseri tanist konmus 38 bireyle yapilan
calismamiz neticesinde Ku70 -1310C/G ve Ku80 -1401G/T polimorfizmlerinin
hastalik fenotipi ile iliski olmadig1 tespit edilmistir.

Ilisgki bulunamamasindaki birincil sebebin materyal sayisinin azhigi oldugu
distiniilmektedir.

Materyal sayis1 arttirilarak ileriki calismalarda Ku70/80 genlerine ait bu ve
diger polimorfizmlerin ¢alisilmasi hedeflenmektedir.

Ayrica DNA tamir mekanizmasindan sorumlu diger genlere ait polimorfizmler
ve mutasyonlar agisindan calisildiginda anlamli sonuglarin elde edilebilecegi tahmin
edilmektedir.

Tirk toplumunda ilk kez calisilan Ku70 -1310C/G ve Ku80 -1401G/T
polimorfizmlerinin anlamli sonug elde edilememesine ragmen bilimsel agidan 6nemli

oldugu kanaatindeyiz.
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OZET

Mesane Kanseri ile Ku70/80 Polimorfizminin iliskisinin Arastiriimasi

Mesane kanseri, diinya genelinde en sik goriilen kanser tiirleri arasinda
erkeklerde 7. kadinlarda 17. genel olarak bakildiginda 9. siradadir. Mesane kanseri
ile ilgili yapilmis birgok ¢aligmada hiicre boliinme prosesinde temel basamaklardan
biri olan DNA tamir mekanizmasi ve bu mekanizmanin isleyisini saglayan DNA
tamir genleri lizerinde yogunlagilmistir. DNA tamir genlerinde meydana gelen
polimorfizmlerin genlerin isleyisini ve ekspresyon seviyesini degistirerek c¢esitli
kanserlerin olusumuna yol acabilecegi belirtilmistir.

DNA ¢ift zincir kiriklari, DNA sarmalinin her iki zincirinde yer alan
fosfodiester bagmin pargalanmasi sonucunda meydana gelir. Okaryotik hiicrelerde,
DNA cift zincir tamir mekanizmasinda homolog rekombinasyon (HR) ve serbest
uclarin homolog olmayan sekilde baglanmasi (Non-Homolog end Joining, NHEJ)
olmak tizere iki major yol vardir.

NHEJ ve HR tamir mekanizmalarinda gorev alan Ku, XRCC gen ailesi
tarafindan ifade edilen Ku70 ve Ku 80 olmak iizere iki alt birimden olusan
heterodimerik bir proteindir.

Biz de ¢alismamizda mesane kanserli hastalarda Ku70 ve Ku80 genlerindeki
polimorfizmleri arastirmay: amagcladik. Bu amagla Siileyman Demirel Universitesi
Arastirma Uygulama Hastanesi Uroloji Poliklini§ince mesane kanseri tanis1 konmus
38 hastada tiimorlii dokular ve bu tiimorlii dokulara komsu saglikli mesane dokulari
ile ayn1 kisilere ait venz kan 6rnekleri alindi. Orneklerden izole edilen DNA’larda
PCR-RFLP yontemi ile Ku70 -1310C/G ve Ku80 -1401G/T polimorfizmlerinin allel
ve genotipik tayinleri yapildi.

Arastirmamiz sonucunda Tiirk toplumunda ilk kez ¢alisilan Ku70 -1310C/G ve
Ku80 -1401G/T polimorfizmleri ile hastalik fenotipi arasinda iligkili olmadig1 tespit
edilmistir. Bulgularimiz mesane kanseri olusumunda rolii olabilecek bir etkeni
elediginden sonuclarin bilimsel agidan 6nemli oldugu kanaatindeyiz. DNA tamir
mekanizmasindan sorumlu diger genlere ait polimorfizmler ve mutasyonlar da
calisildiginda anlamli sonuglarin elde edilebilecegi tahmin edilmektedir.

Anahtar kelimeler: DNA tamir mekanizmasi, Ku70, Ku80, polimorfizm
mesane kanseri
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ABSTRACT

Investigation of Association with Bladder Cancer and Ku 70/80 Polymorphism

Bladder cancer is the 7™ most common cancer among men 17™ most common
among women and 9™ most common in general around the world. Several studies
focus on the DNA repair mechanism and DNA repair genes, which is one of the
fundamental steps of cell division process. Polymorphisms of DNA repair genes may
lead changes in expression levels and functions of these genes thereby causing
cancer.

Breaking of phosphodiester bonds in both chains of DNA causes DNA double
strand breaks. The two major ways of double chain repair mecanisims are homologus
recombination (HR) and Non-Homolog end Joining (NHEJ).

Ku is a heterodimeric protein expressed by XRCC gene family and consist of
two subunits as Ku70 and Ku80, which plays role in NHEJ and HR repair
mechanisims.

We aimed to investigate polymorphisms of Ku70 and Ku80 genes among
patients with bladder cancer. We obtained tumoreus, adjacent healthy bladder tissues
and blood samples from 38 bladder cancer patients diagnosed by Suleyman Demirel
University, Uroloji Department. We examined the association between the genetic
polymorphisms Ku70 -1310C/G and Ku80 -1401G/T from isolated DNA samples
from three sources via PCR-RFLP method.

Our study, which is performed for the first time in Turkish population, showed
no association between the Ku70 -1310C/G and Ku80 -1401G/T polymorphisms and
bladder cancer. We concluded our results are scientificly immoptant because of the
elimination of two factors which can play role in bladder cancer. We think there
could be relations between other polymorphisms and mutations of DNA repair
mechenisms and cancer.

Keywords: DNA repair mechanism, Ku70, Ku80, polymorphism, bladder
cancer
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