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ONSOZ
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OZET
Bu calisma Kars yoresinde yasayan ve klinikte mide kanseri tanisi alan hastalarda XRCC2
ve XRCC3 genleri polimorfizm yaygmligini1 tanimlamak amaciyla yapildi. Arastrmamizda
kliniklerde mide kanseri tanis1 alan toplam 61 hasta ve 78 kisilik kontrol grubu genomik

diizeyde incelendi.

DNA tamirinde gorev yapan XRCC2 ve XRCC3 genleri Arg188His ve Thr241Met polimorfik
bolgelerindeki niikleotid degisimleri incelendi. Klinikte mide kanseri tanisi alan herbir
hastadan ve kontrol amaciyla saglikli bireylerden DNA izolasyonu amaciyla kan ornekleri
alindi. Alman kan 6rneklerinden tuzla ¢oktiirme metoduyla DNA izolasyonu yapildi. Izole
edilmis DNA orneklerinden ilgili polimorfik bolgelerin primerleri kullanilarak polimeraz
zincir reaksiyonu yardimiyla g¢ogaltildi. Cogaltilan Pcr {iriinleri belirlenen restriksiyon
enzimleriyle kesildi.Restriksiyon enzimiyle (Hphl ve Ncol) kesilen DNA iiriinleri agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii ve resimleri ¢ekildi. Her iki polimorfik bdlgedeki niikleotid

degisimleri jel resimleri yardimiyla tayin edildi.

Sonu¢ olarak 61 mide kanseri hastasinda XRCC2 geni  Argl88His polimorfizmindeki
degisim orami1 61 hastanmn 24’tinde %39 oraninda ve ayni grubun saglikli bireylerinde 78
kisinin 12’sinde %15 oraninda niikleotid degisimi gozlendi. XRCC3 geni Thr241Met
polimorfizmindeki degisim orani 61 hastanin 18’inde % 29 ve ayni grubun saglikli
bireylerinde ise 78 kisinin 11°ininde %14 oraninda niikleotid degisimi goriilmiistiir.
Bulgularimiz mide kanseri hastalar ile saglikli bireylerdeki polimorfizm degisikligi agisindan
karsilastirildiginda hastalardaki ilgili polimorfik degisimlerinin istatistiksel olarak anlamli
oldugundan her iki polimorfizm bélgesindeki degisimlerinin kanser riskini tetikleyebilecegi

diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Mide Kanseri, XRCC2 ve XRCC3 genleri, Genetik Polimorfizm, PCR,
RFLP Kars ili

Vii



ABSTRACT
We have studied prevalence of polymorhisms in genes XRCC2, XRCC3 with the gastric
cancer patients who lived in Kars region of Turkey. There were 61 cancer patients and 78
control people in this study.

Single nucleotide changes were studied in XRCC2 and XRCC3 genes at locus Arg188His ve
Thr241Met. Bloods samples were taken from these patients and health controls and DNA is
isolated. Interest regions in genome is amplyified using Polymer Chain Reaction method.
After amplification, we used restriction enzmy (Hphl and Ncol) and digested these DNA.
Later these DNAs were passed through gel electrophoresis. By looking at all these images, we
identfied changed in nucleotide in these specific regions.

We observed Arg188His polymorshim of XRCC2 genes by 39 percent as shown in 24 out of
61 cancer patients. Only 12 out of 78 control group showed this polymoprhism (15%). We
also observed 18 out of 61 patients (% 29) carried Thr241Met polymorhism of XRCC3 gene.
Same polymorhism were observed in 11 out of 78 healthy control group (% 14). Our results
shows that there is significant difference between patient and control group’s polymorhism
ratios. Most cancer patients carry Argl88His of XRCC2 and Thr241Met of XRCC3
polymorhisms, almost twice of control group. This results clearly shows that these
polymorhism increases risk of cancer and would be good marker for early diagnostics for

gastric cancer.

Keywords: Gastric cancer, XRCC2, XRCC3, Genetic polymorhism, PCR, RFLP and Kars
City.
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REA Restriksiyon Enzim Analizi
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1.GIRIiS:

Glinlimiizde kanser vakalari toplum sagligint biliyiik oranda tehdit etmektedir. Diinyada
kanserden hayatini kaybedenlerin sayis1 7.6 milyon kadardir [1, 2] . Tiirkiye de ise bu rakam
170-175 bin civarmdadir [3]. Sindirim sistemine bagli kanser vakalarinda Diinya da 6liimlerin

sayilar1 920 bin kadardir [2]. Tirkiye’de 6liimlerin sayisi 64 bindir [3].

Insan DNA’sinm 23,000 kadar gen icerdigi diisiiniilmektedir [4]. Kanserin insan genomunda
cok degisik yerlerdeki genlerle iliskisi vardir. Kanserde sorumlu olan {i¢ gen vardir: Proto-
onkogenler, tiimdr siipressor genleri ve DNA tamir genleridir. Insanda goriilen kanser
hastaliklarinda glintimiize kadar 300 farkli genin ayni siklikla mutasyon gecirdigi
gozlemlenmistir [5]. Gen ile gevre ve gen ile hastalik etkilesimlerinde en yaygin arastirma
alanlarindan biri de kanserdir [6, 7].

Tim organizmalarda, hiicreleri ¢evresel hasarlara karsi korumak amaciyla DNA onarim
mekanizmasi vardir. DNA onarmmi, ¢ok gesitli islemler ile iliskilendirilmektedir. Bunlar:
hiicre 6liimiinii, mutasyonu, replikasyon hatalarini, DNA hasarmnin devamliligin1 ve genomik
kararsizlig1 azaltan islemlerdir. Bu islemlerdeki herhangi bir anormallik kansere ve
yaslanmaya yol agar [8]. DNA onariminda gorev alan OGG1, ERCC1, XRCC1, XRCC2,
XRCC3, XPC, XPD/ERCC2, XPF, BRCA, MRE11, NBS1, Ku70/80, XRCC6, LIG4 , BMP2,
RADS1 genlerin polimorfizmleri, proteinlerin islevini ve bireylerin hasarli DNA’y1 onarma
kapasitesini degistirebilmektedir. Eksik onarim kapasitesinde genetik kararsizliga ve bu

nedenle kanser olusumuna sebep olabilmektedir [9].

Mide kanseri ise en yaygin kanserlerden biridir [10, 11]. Mide kanseri, diinyada kanser
Oliimlerinin ikinci 6nde gelen nedenidir. Diinya capinda goriilen tiim kanserlerin yaklasik
%10’unu olusturur. Ozellikle Japonya’da hastalik epidemik boyutlardadir. Yiiksek riskli
bolgeler Asya, Giiney Amerika, ve Bat1 Avrupa iken ; diisiik riskli bélgeler Kuzey Amerika,
Kuzey Avrupa ve ¢ogu Afrika iilkesidir. Diisiik ve yiliksek risk bolgeleri arasinda kanser
goriilme sikligi agisindan 10-20 kata kadar fark oldugu bildirilmektedir [12]. Bolgeler
arasinda bu kadar biiyiik farkliliklar bu hastaligin genetigine ¢ok bagli oldugu hakkinda gii¢lii
ipuglar1 vermektedir. Helikobakteri mide kanserinde rol oynamaktadir [13]. 1965 yilinda
Lauran kriterine gore, bircok mide kanserinin iki grubta intestinal ve diffiiz olarak

siiflandirilmigtir [14].

Genetik polimorfizmler ve mutasyonlar kanserin en biiyiikk nedenlerinden birisidir [15-20].

Dogal populasyonlarda yakin frekanstaki genlerden dolay1 ortaya ¢ikan alternatif genotiplerin



dengeli durumunda bulunmasina genetik polimorfizm denir [21]. Mutasyon = DNA
sekansindaki hastaliga neden olan degisiklik olarak tanimlanir. Bir diger tanimlama ise
toplumda az rastlanan allelin siklig1 %1 den siksa polimorfizm, eger daha nadirse mutasyon
olarak yorumlamanin dogru oldugu seklindedir [22]. Sadece DNA tamir proteinlerinin tamir
vazifesinin aksamasiyla kansere yol ag¢masinin yaninda baska alakali genlerin ve

proteinlerinde etkilenmesinden dolay1 kanser olaylar1 gozlemlenebilmektedir.

Bu c¢alismamiz hastanelerde tanisi konulan mide kanseri vakalarinda XRCC2 ve XRCC3

gen polimorfizmlerini PCR ve RFLP metodlariyla arastirmayr amagladik.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.GENETIK HASTALIKLAR:

Genetik hastaliklar genlerdeki bozukluklardan meydana gelmektedir. Gen bozuklugu cok
ender olustugundan, boyle bir bozukluk genelde kusaktan kusaga gegerek, genetik yapinin bir
parcasi olur. Insanda genetik hastaliklar ¢ok ¢esitli sekilde goriilebilir. Genel anlamda ii¢ ana
baslik altinda toplayabiliriz: Kromozom hastaliklari, Tek gen hastaliklari, Mendeliyen kalitim
hastaliklar1 [23]. Bu ii¢ siniftan mendeliyen kalitim hastaliklarinda somatik hiicre hastaliklar1

¢ok onemlidir.

Somatik hiicre hastaliklarmin klinige en 6nemli yansimasi kanserler olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Kanser, hiicrelerde DNA’ nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal
bir sekilde ¢ogalmasidir [24]. Kanser gelisiminde ii¢ ¢esit gen sorumludur. Bunlarin birisi
onkogenlerdir ve bunlar malign transformasyonu hizlandirirlar. Digeri, timor supressor
genleridir ki; normalde bunlar hiicre gelisiminde fonksiyon goren genleri regiile ederler ve
timor gelisimini engeller ama mutasyon veya kayiplarinda bu fonksiyonlarini yerine
getiremezler [25]. Bunlardan bazilar1 da DNA tamir genleridir. DNA hasarinin onarilmasini
diizenleyen DNA onarim genleri karsinojenezle ilgilidir. DNA onarim genleri organizmanin
diger genlerdeki O6liimciil olmayan hasarlar1 onarim yetenegini etkileyerek dolayl olarak

hiicre proliferasyonunu veya yasamini etkilemektedir [26, 27].

Genetik hastaliklar, diinyada oldugu kadar iilkemizde de ¢ok onemli bir saglik sorunudur.
Kalitsal hastaliklar, genlerdeki bozukluklardan kaynaklanir. Kalitsal hastaliklara
retinoblastomay1 6rnek verebiliriz. Retinoblastoma aile tarihgesi (kalitsal hastalik) olan ve
gebe kaldiklar1 anda yeni bir esey hiicre Oncilisii mutasyonu tasiyan hastalar1 igerir.
Retinoblastomaya yatkinliktan sorumlu genetik bolge, 13.kromozomun ql4 bandi iginde
yerlesmistir. Klonlanan ilk tiimdr olan baskilayici geni olan Retinoblastoma geni (RB) 1987
yilinda klonlanmistir. Buna bir bagka bir 6rnek hemoglobin genindeki bozukluklarin yol actig1

thalessemi hastaligi verebiliriz. Bu hastalik Akdeniz, Afrika, Hindistan’da yaygindir [28].

Giliniimiizde yaklasik 4.500 genetik bozukluk bilinmekte bunlardan en yaygin olani sistik
fibrozisi olmakta birlikte en nadir goriileni kas hastaligidir ve ilerleyen teknolojik laboratuvar

kosullar1 ile her giin bir yenisi daha ortaya ¢ikarilmaktadir



[29]. Ulkemizde yeni dogan bebeklerde genetik hastaliktan dogan anomalileri %2-3

belirlenmekte, yasamin gecen evrelerinde bu oran %6-7’ye ¢ikmaktadir [30].

Kalitim seklinin belirlenmesi genetik hastaliklar i¢in ¢ok onemlidir. Bu, ailede olas1 ve kesin
tastyicilarin saptanmasi ve dogacak olan ¢ocukta ayni hastaligin ortaya ¢ikip ¢ikmayacaginin
aragtirtlmasi, Ozellikle kesin tedavisi olmayan kalitsal hastaliklarin Onlenebilmesi i¢in
giinlimiizde izlenebilecek tek yoldur [31]. Bunun iginde gen tedavisi ¢alismalar1 devam
etmektedir. Gen tedavisi ise genetik hastaliklarda bulunan genetik defektlerin diizeltilmesi
amaciyla somatik hiicrelere niikleotid dizilerinin aktarimi olarak tanimlanmaktadir. Gen
tedavisinde hedef, gerekli dokuya genin bozuk olmayan bir kopyasmnin verilmesidir. Bu

yontem bazi kan hastaliklari i¢in uygulanabilir [32].

2.2. KANSER GENETIGI

Kanser kendini gdstermesi, gelisimi ve sonuglari agisindan bir hastadan digerine ¢ok
degisken olan, karmasik bir hastaliktir. Kanser olusum siirecinde bilindigi gibi genomda 3
milyar baz ¢ifti bulunur ve viicudumuzdaki tiim molekiiler gibi, bunlarin her biri ¢esitli
kimyasal, fiziksel ya da toksilojik ajanlarla tepkimeye girer. Kanser hiicreleri genelde iki
Ozellige sahiptir. Bunlardan biri kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve digeri bulundugu yerden

viicudun bir bagka yerine yayilma ya da metastaz yapabilme yetenegidir [33].

Kanser ¢ok ¢esitli olmak tizere farkli yerlerde goriilebilir. Bunlar: Beyin ve omurilik %1,
cilt %10, genital bolgeler: erkeklerde %20, kadinlarda %8, meme %214, sindirim sistemi %25,
solunum yollar1: erkeklerde %2, kadinlarda %3, karaciger ve safra kesesi %3, diger

organlar %8 olmak iizere yiizdelenmektedir [29].

Kanserde iyi ve kotii huylu olmak tizere iki tiir timér vardwr. Bunlardan iyi
huylu (benign) timorler kanser degildir. Komsu bolgelere yayilmadigi gibi smirlari
belirgindir ve komsu dokular1 eritmezler. Koétii huylu (malign) tiimorler ise kanser olarak
adlandirilir. Komsu organ ve dokulara yayilirlar ve kemik doku ile karsilastiklarinda onu dahi
eritirler (rezorbsiyon) Siirlar1 belirsiz oldugu gibi malign tiimorii olugturan hiicreler o kadar
farklilagsmiglardir ki orijinlerinin ne oldugunu sdylemek imkansizdir. Lenf ve kan yoluyla
uzak organlara da yayilirlar [29].Bunu kisaca ifade edersek kanserli hiicrelerin en ayirt edici

ozelligi onlarin durdurulamayarak farklilagmasidir.



Kanser tiimorleri fikri, ilk dnce gerekli teknolojileri timdr olusumu belirli genlerin eylemle
ilgili oldugu 1970’1i yillarin basinda kullanilmaya baslanincaya kadar yeterli degildi. Bu
fikrin kazancin gorevi, genetik degisiklikler alict hiicrelerin ig¢ine gen transfer gibi bagvurulan
deneyimlerden uzaktir: Bu hiicreler bir kanser fenotipine bir yaklagim transformasyon igin
denenebilmistir [34-37].

Protoonkogenler; protein iriinleri, hiicre biiylimesini ve farklilagsmasmi kontrol eden
genlerdir. Bu genler, gen irlinlerinde kalitatif ve kantitatif degisikliklere sebep olan
mutasyonlara ugrarlar. Bu mutasyonlar sonrasinda onkogenler olarak adlandirilir. Bu genler
normal hiicre dongiisii ya da diferansiyonun kontrolii gibi gorevlere sahiptir, fakat onlarmn

uygun olmayan aktivasyonu mekanizmalarin iglevini degistirebildiginden kansere neden

olabilir [38].

Timor stipressor (baskilayict) genler genellikle hiicre ¢ogalmasini bir sekilde inhibe eden
proteinleri kodlarlar. Hiicre dongiisiiniin belirli bir basamaginin ilerlemesini diizenleyen ya da

inhibe eden hiicre i¢i proteinler.

-Hiicre ¢ogalamasmi inhibe eden gelisimsel sinyaller ya da salgilanan hormonlar igin

reseptorler ya da sinyal degistiriciler.

-DNA’nin hasarli oldugu ya da kromozomlarin anormal oldugu durumlarda kontrol noktasi —
kontrol proteinleri. Ornek olarak p53 genini verebiliriz. P53 geni de simdiye kadar bilinen en
inlii tiimo6r slipresor gendir ve biitiin kanser tiplerinin yaklasik %350’sinde inaktive edici
mutasyon gosterdigi bilinmektedir. Bas boyun kanserlerinde hem tiimor dokularinda hem de

hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda p53 genine ait delesyonlar ve mutasyonlar gosterilmistir [39].
-Apoptozu ilerleten proteinler [28].

Sitogenik yapinm korunmasindan ve DNA’da olusabilecek hasari tamirden sorumlu hiicresel
mekanizmalar1 kodlayan genlerin mutasyonu yada epigenetik sessizligi seklinde ilave genetik
hasarlarm biriken etkisiyle kanser yayginlasir [40].

Kanser genetigi yillardir kanser hiicresinin i¢inde kendi birincil etkiye sahip mutasyon
olaylarma odaklanmistir. Son zamanlarda bu odak epigenetik , 6nemi ve kanser gelisiminde
hiicresel etkilesimlerin delilleri ile biiylimiistiir. Epigenetik degisiklikler; gen niikleotid
dizisinde degisiklik olmaksizin gen ifadesinde kalitilabilir degisikliklerdir. Epigenetik,

mekanizmalarinin engelllemesi genomik baskilanmanin durumuna 6zgii olarak sorumludur.
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DNA metilasyonu i¢in hipo veya hipermetilasyon epigenetik degisikliklere 6rnek olarak
verilebilir. Kanser gelisiminde veya iyi huylu bir tiimdriin kot huylu bir tiimore

doniigmesinde rol oynayabilirler [41, 42].

Normal biiylime ve gelisme, biiyiimeyi tesvik edici ve biiylimeyi inhibe edici yolaklar
arasindaki ayarlanmig son derece hassas ve organize bir dengeye baghdir. Bu dengeyi bozan
mutasyonlar kanser olusumuna yol agar. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi kanser genetigi ile
yakindan iliskilidir. Hiicre boliinmesi hiicre dongiisiine baghdir. Oysa, kanser hiicrelerinde
hiicre dongiisiiniin kontrolii kaybolmus ve hiicre ¢ogalmasi hizlanmistir. Hiicre dongiisiiniin
hakkinda yapilan genetik ¢aligmalar, kanserin kokeninin i¢ yiiziinii anlamamiz i¢in bize

yardime1 olacaktir [39].

Bdlinmeyen Hicreler Dinlenme

Halindeki Hicreler

2©)
/ Gg
@@ REMA ve Protein

Sentezi
M

Hiicre
Bélinmesi

DA
Replikasyonu 5

RMA ve Protein
O Sentezi
G,

Resim 2.2.1. Hiicre Dongiisii [43]

Cok diizenli bir sekilde kontrol edilen hiicre dongiisii, hiicre biiyliimesi ve hiicre boliinmesi
icin organizmanin yiiriittiigli bir programdir. Hiicreler arasinda farklilik gosteren hiicre dongii

stiresi, bir dakika ile bir sene arasinda degismektedir [40].



2.2.1.Genetik Polimorfizm:

Dogal populasyonlarda yakin frekanstaki genlerden dolay1 ortaya ¢ikan alternatif genotiplerin
dengeli durumunda bulunmasina genetik polimorfizm adi verilir. Genetik polimorfizmler
kanser riski ile iliskilendirilmistir. Eger bu varyasyonlar Akdeniz anemisi, ya da fenilketontiri
hastaliklarinda oldugu gibi dogrudan bir hastaliga yol agiyorsa buna “’mutasyon’’ denir.
Mutasyonlar, toplumun %1’inden daha nadir goriilen genetik degisikliklerdir. Bunun tam tersi
olarak bir varyasyon toplumun %]1’inden daha ¢ogunda goriiliiyorsa ve bireyler arasinda bir
fiziksel farklilik, hastaliklara yatkinlik veya direng agisindan bir farklilik yaratiyorsa o
toplumda polimorfizm vardir diyebiliriz. Polimorfizmler dogrudan hastaliklara yol agmazlar
[14]

2.2.2.Genetik polimorfizm Cesitleri:

Polimorfizmler delesyon, insersiyon olmak tizere basta tek niikleotid polimorfizm (SNP) ve
mikrosatelitler ve segmental duplikasyon, hareketli elementler ve kromozomun yapisi
degismesi gibi ¢ok g¢esitlidir.Bunlardan en 6nemlisi SNP’lerdir. SNP’ler belirli bir baz
pozisyonda meydana gelen tek niikleotid degisiklikleridir. Tiim genetik varyasyonlarin %90
i1 olusturur. insan genomunda 10-30 milyon SNP oldugu tahmin edilmektedir. Belli bir

populasyonda siklig1 genellikle %1 den azdir [44, 45].

Mikrosatelitler ise Genellikle 6karyotik kormozomlarda bulunan, rastgele tekrarlanan (ve
genetik informasyon tagimayan) kiiciik DNA sekanslaridirlar (<100 bp). Kolaylikla amplifiye
edilebilir ve klonlanabilirler. Bu mikrosatelitler insan hekimliginde babalik testlerinde,
kalitsal hastaliklarin teshisinde ve genetik haritalarin yapilmasinda kullanilabilirler.
Mikrosatelitler ¢iftlik hayvanlarinda, verim, bliyiime hizi, vs. parametrelerin saptanmasinda
da yardimci olabilmektedir. Genelikle bunlar 4-6 baz ¢iftinin 3 den 100 e kadar tekrarlar ile
olusurlar [46].

Delesyonlar: DNA dizisi igerisinden niikleotidlerin kirilip-ayrilmasi, genin normal
uzunlugundan daha kisa olmasma neden olur. Yada bazi genlerin yada gen gruplarinin bir
daha ki nesillerde goriilmemesi seklindede goriilebilir. Insersiyon ise DNA igerisine
niikleotidlerin eklenmesi, genin normal uzunlugundan daha uzun olmasina neden olur. Bu
protein kodlayan bir gen ise, proteinin aminoasit dizisinde artma olur [47]. Hiicrelerin akridin

tiirevleriyle muamele edilmesi sonucu deneysel olarak da olusturulabilir.



2.2.3.Genetik polimorfizmin mekanizmasi:

Genetik polimorfizmler genden terciime edilen protein profilleri {izerinde etkileri lizerinde
gorevsel ve gorevsel olmayan polimorfizmleri i¢inde ikiye ayrilmistir. Bunlardan birincisi
gorevsel polimorfizm enzim ya da proteinin ifadesinin farkli seviyesi i¢indeki sonuglardan
biri DNA sekansmnin bir degisikliligidir. Digeri ise gorevsel olmayan polimorfizm onlarin
hi¢birinde sonuglanmaz. Gorevsel polimorfizm genin baglanan bdlgeleri ya da baglanmayan
bolgeleri olabilir. Varyasyonlar bir genin baglanma bdlgesi proteinin ilk sekansi degiserek
protein gorevi ya da enzim aktivitesi degistirme potansiyeline sahiptir. Bu baglanmayan
bolgeler intronlar ve proteinin ilk ifadesinin seviyesi diizenlenerek transkribe edilmeyen
regulator bolgeler olustururlar. Bununla birlikte, polimorfizm iki ucu birlestiren kesisme
noktasinda meydana gelir. O enzim ya da proteinin yapis1 etkili olabilir. Genetik ¢esitlilik
protein kendisi lizerinde degisiklikten daha ¢ok protein seviyesi uzamast ile birlikte
bunlarin kodlamayan bolgeleri ile ilskilendirilmistir [48].

2.2.4.Tek Niikleotid Polimorfizm:

Tek niikleotit polimorfizmi (single nucleotide polymorphism:SNP) eski bir kavram i¢in yeni
bir terimdir. Genetik¢iler bireyler arasindaki farkliliklar1 bulmak ig¢in onlarca yildir
ugrastyorlar. Gegmiste fenotipler protein sekansi, elektroforez, restriksiyon parca
polimorfizmi (RFLP) ve mikrosatellitlerin yerine kullanilmaktaydi. DNA sekans analizi ve
tek baz farkliliklarmin tesbiti i¢in yeni teknolojilerin kullanimiyla; bireyler arasindaki tiim
DNA sekans farkliliklarinin bulma yoluna gidildi. Yeni hedef hastalik riskleri ve tedavilere
cevap gibi fenotiplerin, genetik farkliliklarla iliskilerini bulmaktir [44, 45, 49].

actgactagctaggctagcccatcgatcgategt
actgaatagctaggctagcccatcgatcgategt
actgactagctaggctagcccatcgatccategt

™ i i

SNP SNP

Resim 2.2.2. SNP’lerin Gosterilmesi [14]
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2.3. KANSERIN GENETIiK MEKANIZMASI

Kanser hiicrelerinin en onemli o6zelligi genomlarmin degisken olmasidir. Bu genom
degisikligi kromozom ve niikleotid degisikligi olmak tizere iki sekilde goriilebilir. Kromozom
degiskenligi sonucu olarak, kanserli hiicrelerde kromozom sayilari kadar, kromozom
yapilarida degisebilir. Buna karsin, niikleotid degiskenligi, kromozomlarda gozle goriilebilen
bolgesel degiskenlik yaratmaz. Degisimlerin ¢ogu bir ya da birkag¢ niikleotid degiskenligi ile
smirlt kalir [33].

Kanserin olusum siireci soyledir: ¢cogu kanser sadece tek bir hiicreden ya da az sayida
hiicreden dogar. Bu siire¢ etrafindaki hiicrelerin yok edilmesini gerceklestiren hiicrelerden
olusan bir klonun olusumuna yol acar. Eger organizma bu klonu tolere ederse ve rahatsiz
edilmeden kalirsa, cogalmaya devam edebilir ve bu siire¢ i¢inde igerdigi hiicreler gittikge
artan sayida modifikasyon biriktirir. Boylesi bozulmus bir siiregte, sadece en uygun ve en
saldirgan hiicreler hayatta kalacak ve daha savunmasiz olan hiicrelerin yerini alacaktir [50].
Kanserleri etkileyen faktdrlerden en dnemlisi mutasyonlardir. Ornegin:KRAS mutasyonlar1
kolorektal ya da akciger adenokarsinomalarda gibi bir cok kanserde yaygindir. Iyonize
radyasyon, kimyasallar ve viriisler gibi karsinojenler (kansere neden olan ajanlar) genelde
etkilerini mutasyonlara neden olarak gosterirler [51].

Genetik olarak hastalar kansere neden olan genin sadece bir mutant allelini kalitim yoluyla
alirlar ve bu gen onlar1 kansere yakalanma olasiligin1 arttirir. Sonunda da kisi biiyiik bir
olasilikla bashh basina mutant allele, diger genlerdeki mutasyonlara ve g¢evresel faktorlere

bagli olarak kansere yakalanabildigi goriilebilir [52].



KANSER VE GEN

Kanser hicresi anser Genomu

Resim 2.3.4. Gen Aktarimi [53]

2.4.GASTROINTESTINAL SISTEM VE KANSER
2.4.1.Mide Kanseri:

2.4.1.1. Mide Kanserinin Tarihgesi:

[k olast mide kanseri olgusuna M.0.1660 yillarinda yazilan Ebers yazitlarmda
rastlanmaktadir. Hem Hipokrat hem de Galen mide kanseri ile ilgilenmistir. Mide kanseri
tanimina uyan bazi bulgular 11. yiizyilda Ibni Sina tarafindan Ibni Sina Tip Ansiklopedisine
gecirilmis ve mide kanserinin semptom ve bulgularmin erken ve dogru taninmasi gerektigine
deginilmistir. 19. yiizyillda Aussent, Chardel, Otto ve Laennec gibi bilim adamlar1 mide

kanserinin bir¢cok tanimlamasini yapmuslardir [54].

1830’lu yillarda Dr.Cruveillhier midenin selim ve habis {ilserlerinin tanimini yapmistir.
1839’da Bayle ‘maladies cancereuses’adli yayminda mide kanserinin klinik tablosunu tarif

etmistir. Hipotezde 1965’ de mide kanseri etiolojisi ilk var olan asir1 tuz tiiketimi saptanmistir

[55].

Ik olarak 28 Ocak 1881 de Alman cerrah Theodone Billroth mide kanserini rezeke edip
Gastroduodenotomi yapmustir [56]. Daha sonra 1885°te Billroth parsiyel gastrektomilerine
gastrojejunostomilerini de ekledi. Bdylece literatiirde Billroth I ve Billroth II ameliyatlar1
yerlerini almis oldu. 1984 yilinda Japon gastroenterolog Tada TINO mide kanserine ilk
endoskopik mukozal rezeksiyonu uyguladi. 1995 yilinda Yamashita Y, Kurohiji T, Kakagawa

T laparoskopik olarak erken evre mide kanseri rezeksiyonunu yaptilar. Yaklasik 30 yillik
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kullanimdan sonra 1997 yilinda revizyona tabi tutulan TNM evreleme sistemi yaygimn olarak
kullanilmaktadir [57].

2.4.1.2. Mide Kanserinin Epidemiyolojisi:

Mide kanseri diinyanimn her tarafindan en ¢ok 6liime neden malign bir hastaliktir. Bunun yani
sira, akciger kanserinin arkasinda diinyanin ikinci baslangi¢ kanser sebebini igerir. 2000 y1l1
icinde bu hastaliktan 6lenlerin 870.000 den fazla olacagi kanser oliimlerinin yaklasik olarak
%12’ s1 rapor edilerek tahmin edilmistir. Mide kanseri yillarca arastirmacilarin dikkatini
cezbetmislerdir. Ozellikle bir risk faktorii olarak diisiiniilen Helikobakteri pilorinin acilligi ile
birlikte bu mide kanseri patogenezi ve etiolojisi anlasabilirliginin gelisebilmesi i¢in Ve

hastaligin aktif 6nceliginin ihtimalini ortaya ¢ikarmak i¢in ¢aligilmistir [55].

Mide kanseri Japonya, Orta ve Giiney Amerika’da And daglar1 bélgesinde ve Bat1 Avrupanin
bazi bolgelerinde ¢ok yaygindir. Erkeklerde kadinlarina kiyasla iki kat daha sik goriilmektedir
[58].

En sik Japon toplumunda 100.000 de 100 oraninda goriilmektedir. Erkeklerde 1/1.5 oraninda
daha fazla goriiliir. En sik goriildiigii yas 60-70 yaslardir[55][44]. Mide kanseri insidansi
arasinda degisiklik gostermektedir. Uganda gibi bazi Orta Afrika iilkelerinde belirgin olarak
distiktir [59].

Mide kanseri epidemiolojisinde en dramatik degisimlerden biri, lezyonun midedeki yerlesim
yerindedir. Gegen 30 yil i¢inde, giderek daha proksimal yerlesimli kanserlere dogru bir kayma

olmustur [60].

Diinya iizerinde bircok iilkeler i¢inde bu yiizyilin ilk yarisinda mide kanserinin hem
insidensi hem de mortalitesinin oranlar1 azalmaktadir. Awvustralya i¢inde mide kanseri
mortalite oran1 1950 icinde 2.6 milyondan 1994 de 0.67 milyona diismektedir. Japonya’da
ayni peryot mortalite orani ilk 1970’e kadar goriiniiste azalis olmamistir. Bunun aksine toplam
mide kanseri oranlarin azalisi, gelismis iilkelerde lokalize olmus kardia mide kanserinin
insidense i¢inde bir hizli artis olmustur [55]. Ulkemizde 1995 yili istatistiklerine gore
insidans1 yiiz binde 4,4’diir. Ulkemizde bolgelere gore farklilik gostermektedir. Tiirkiye’de
gastrointestinal kanserler arasinda ilk sirada iken, tiim kanserler arasinda dordiincii sirada yer

alir [61].
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2.4.1.3. Mide Kanserinin Patolojisi:

Mide tiimorleri arasinda en sik rastlanilan adenokarsinomdur (%90-95). Sirasiyla lenfmalar
(%4), karsinoidler (%3) ve mezankimal igsi hiicreli timorler (%2) gelmektedir [62].
Adenokarsimolar iki kategoriye boliinur bunlar intestinal ve diffuse tip diye adlandirilir [55].

2.4.1.4. Mide Kanserinin Etyolojisi :

Mide kanserinin etiyolojisinde ¢evresel faktorler, beslenme aligkanliklarindan gok sicak yeme,
tuzlu yagli, taze sebze meyvenin ¢ok az tiiketilmesi, atrofik gastrit, serum pepsinojen
diizeyinin diisiikk olmasi, Helikobakteri Pilori infeksiyonu ve genetik faktorler gibi etkenler rol
oynamaktadir [61]. Ayrica sigara i¢imi, igilen sudaki ¢inko ve kursun ile atmosferdeki talk
ve asbestoz da hastaligin etiyolojisinde rol oynamistir [63]. Sigara i¢imi ile ilgili bilgiler
celiskili olmakla beraber bazi arastirmalarda doza bagimli kanser riski arttigi belirtilirken
bazilarinda kanser riskini arttirmadigi belirtilmektedir. Mide kanserine yakalanma riskinin

alkol igenlerde, icmeyenlere gore 2 kat fazla oldugunu belirten ¢alismalar mevcuttur [64, 65].

2.5. DNA Onarmmi ve Kanser:

Deoksiriboniikleik asit ya da kisaca DNA, niikleik asit olmakla beraber tiim organizmalarin
ve bazi virlslerin canlilik islevlerini ve biyolojik gelismelerini diizenlemek igin genetik
talimatlar1 tasir. DNA’nin baslica rolii bilginin uzun siireli saklanmasidir. insan genom projesi
ile yapilan arastirmalarda insan genom organizasyonunun tahmin edilenden daha ¢ok karisik
yapida oldugu ortaya ¢ikmustir. Sahip oldugumuz DNA’ nin aslinda %10’ nundan daha az bir
kismi proteine kodlanmaktadir [66]. Genomumuzun toplam uzunlugunun dortte biri kadari tek
kopya DNA’dan olusmaktadir. Genomun geri kalani tekrarlayan DNA dizilerinden olusur.
Tekrarlayan dizileri DNA dizileri genom iginde bir veya birka¢ bolgede kiimelestigi gibi
genom boyutunca tek kopya diziler arasinda yer almaktadir [67]. Birbirinin ayn1 ya da degisik
bi¢imlerde oldugu goriiliir. Memeli DNA” s %350’ sindan fazlas1 ¢ok tekrarlanan DNA

dizisinden olusur. Bunlarin bazilar1 genom basina 10® kopya halinde bulunur [68].

Canli organizmalar DNA’larin1 korumak i¢in ¢esitli DNA onarim mekanizmalarina sahiptir.
Memeli hiicrelerinde farkli DNA hasarlar1 farkli DNA onarim yollar1 ile onarilmaktadir [69].
DNA tamiri hasarli DNA’da en az dort yolla belirli ¢alismasina ve her bir yolunun ¢ok sayida
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molekiiler tiirleri igerir. DNA’da olusan hasara verilen cevapta ii¢ olasilik vardir. Bunlardan
ilki olarak “hasar tolerans1” adlandirilan ve hasarli bolgenin onarilmadan once replikasyon
mekanizmasi tarafindan taninarak lezyonun {izerinden atlanmasiyla replikasyona devam
edilmesini saglayan yolu olusturur. ikinci yol olarak ise hasar tipine gore islev gdren onarim
yolaklarmin gorev almasini gosterebiliriz. Son olarak ii¢ilincii yol ise; hiicrenin kompleks
sinyal yolak agma sahip olmasi nedeniyle hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve kontrol
noktalarinin aktivasyonu saglanarak hasarli DNA’nin onarimi veya programli hiicre dliimiine

gidilerek cevabin saglanmasi olayidir [66].

DNA onarim sistemleri kansere uzanabilen mutasyona karsi korumak i¢in bir kritik role
sahiptir ve genomun boslugunu elde edilmesi igin DNA onarim sistemleri vardir [70]. Her
hiicre, DNA hasarina neden olan yalnizca radyasyon ve distan dogan mutajenik kimyasallerle
degil hem de i¢ kaynakli bas radikallerden siirekli saldir1 altinda kalmaktadir. DNA hasari,

DNA onarim aktivitelerine sahip olunan 20 enzimden fazla bir kompleks serileri igerir [71].

2.5.1.Homolog Rekombinasyon:

Insan genomu ¢ok fazla sekilde i¢ ve dis etkilere maruz kalarak yapisinda genomik yap1
bozulmalara ugrayabiliyor. DNA tamiri bu yonde ¢ok onem arz etmektedir. Her hiicrede
defalarca yapisi bozulan DNA’ y1 tamir edecek proteinler mevcuttur. Bu yontem en c¢ok
Homolog rekombinasyon seklinde olmaktadir [72,73]. DNA’daki baz ¢iftlerindeki
radyasyondan ya da bazi ilaglardan dolayir kirilmalar en tehlikeli degisiklikleridir. Bu
kiriklarm tamiri ¢ok kisa siirede ve biiylik verimle yapilmasi ¢ok 6nemlidir. Hiicrelerde bu
kirikliklarin hiicreyi hemen yok etmemesi icin DNA tamirine siire taniyacak sekilde bir sinyal
proteinleri mevcuttur [74]. Bu kiriklarin ya da mutasyonlarin tamiri saglanmazsa genom
diizensizligi ve bunun neticesinde hiicrenin dliimiine kadar varir. Bu yiizden RAD51, XRCC2,
XRCC3 proteinlerle ilgkili olan genlerle hiicre kontrol ve tamir vazifesini homolog
rekombinasyon ya da non-homolog DNA uglar1 birlesmesi seklinde yapmaktadir [75]. Sekil
2.5.2.1.de DNA onarmunin iki farkl sekilde olusmasi asamalariyla birlikte gosterilmistir.
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2.5.2.Homolog olmayan ug¢larin baglanmasi:

Homolog bir kromozomdan yararlanmadan DNA uglarinin baglanmasinin biyokimyasal bir
yoludur. Ciinkii kirik DNA uglar1 baglanabilir durumda olmayabilir ve bu yol bazen genetik
bilgide kayba da neden olmaktadir. Homolog olmayan u¢ baglanmasindaki sorunlar iyonize
radyasyon duyarliligma ve immiin yetersizlige neden olmaktadir. Bunlara X isinlar1 ve
peroksitler gibi bazi kimyasallar maddeleri 6rnek verebiliriz. Bunlar DNA omurgasinda
kiriklara neden olabilmektedirler. Tek zincirdeki basit kiriklar DNA ligaz tarafindan
onarilmaktadilar. Ancak, DNA ligaz, sadece 5’-fosfat (P) ve 3’-hidroksil (OH) gruplarina
sahip uglar1 birlestirebilir [76].

Homolog Rekombinasyon
Kirlma Homolog Olmayan Uglarin

-~ E-a%lan masi o Kirilma

* Tamma

Rezetaiyon
V

R —— .
r'ﬁl’
£
=

©

Takviye i @

Zincir Degis tokusu

Baglanma

Baglanma

Sekil 2.5.2.1. DNA onarimi [69]
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2.5.3. Baz Hasar1 Onarim Mekanizmalarn

2.5.3.1. Hasarin Dogrudan Geri Dondiiriilmesi

Hasarmn dogrudan geri dondiirilmesi durumu Fotoreaktivasyon, O-6-metilguanin onarimi,
Basit tek zincir kiriklarmin ligasyonu olmak iizere ti¢ sekilde gergeklesir. Fotoreaktivasyon:
Hasarin geri dondiiriilmesi onarimi en kolay yol gibi goriinmesine karsmn,bu durumda

termodinamik ve kinetik nedenlerden dolay1 pek miimkiin degildir [77].

2.5.3.2 Baz Cikarma Onarim (BER)

DNA hasarmin dogrudan geri dondiiriilmesinde bazlardaki her kimyasal degisiklik kendine
0zgii bir onarim mekanizmasmi gerektirir. Ancak, hiicreler bir¢ok kimyasal hasar tipini
diizeltebilecek genel bir onarim mekanizmasina ihtiya¢ duyarlar. Bu da ekzisyon onarimdir.
Yanlis eslestirilen hasarli onarim mekanizmalarin1  uzaklastrmak i¢in  kullanilan

mekanizmadir [78].

2.5.3.3. Niikleotid Cikarma Onarimi (NER)

DNA bazlar1 iizerinde biiyiik eklentiler olusturan bir ¢ok farkli hasar1 taniyabilen bir onarim
mekanizmasidir. NER mekanizmasi en az 20 proteinin gorev aldigi bir kesme ve yapistirma
mekanizmasidir. NER’in ilk basamagi, hasarin taninmasi ve hasarl zincirin 24-32 bazlik
kisminm oligoniikleotid olarak ¢ikartilmasi islemidir. Bu basamagi, DNA zincirinin DNA

polimeraz I ile uzatilarak boslugun doldurulmasi ve ligasyon basamagi izlemektedir [79].
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A Baz Cikarimi Onarimi B Mukleotid Cikarimi Onarimi
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bdz cikarilan balge
gikarilan bilge Fragmentin Kesilmesi "% e

,L Ve Crianimi w—
\

Sarmalin agilmas:

Polimerizasyon ve
Baglanma

Sekil 2.5.3.3.1. Niikleotid Cikarma Onarimi ve Baz Cikarimi Onarimi [69]

Polimerizasyon ve baglanma I

2.5.3.4. Hatah Eslesme Onarimm

Bu onarim mekanizmasi, DNA replikasyonu esnasinda meydana gelen ve ¢ift sarmalda
anormal boyutlarda neden olan, normal bazlarin hatali eslesmesi seklinde hatalar1 diizeltir.
DNA replikasyonun dogrulugundan sorumludur. Hatali Eslesme Onarimi kiigiik tek zincir

DNA halkalarinin ve yanlis eslesmenin replikasyon sonrasi tamirinden sorumludur [80, 81] .

DNA onarimimda gorev alan Onemli genler vardir. Bunlardan bir kact RAD51, XRCC2 ve
XRCC3°dir. Daha onceki literatiir aragtirmalarinda bu genlerden kaynaklanan
polimorfizmlerin sindirim sistemine bagli kanser vakalariyla iligkisi tesbit edilmistir. Bu
calismada mide kanseri tizerinde, XRCC2 ve XRCC3’ deki polimorfizmlerinin varligi ve

yayginligi arastirilmustir [82, 83].
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Cizelge.2.2.1. Genler ve Kanser [40,69]

Kanser Gen Kaynak
Mide kanseri OGG1 Hanaoka et al.
2001
XPC, XRCC1, Shen et al. 2000
PIK3CA, TGFBR1, Scientific
FGF3, BAX,APC American

Ozafagus kanseri
Kolon kanseri

Kolorektal kanseri

Pankreas Kanseri

RAD51

XRCC1

NTRK3, NTRK1,
PIK3CA, TGFBR1,
SMAD?2, BAX, FES,
FBXW7,APC

NTRK2, K-RAS2

DPC4

275(3):62-70
Poplawski et al.
Lee et al. 2001
Scientific
American
275(3):62-70

Scientific
American
275(3):62-70
Scientific
American
275(3):62-70

2.6.XRCC2, XRCC3 Genleri:
2.6.1. XRCC2 Geni :

Memelilerde basta RADS1 olmak iizere yedi tane onemli gen DNA tamirinde Onemli
gorevleri gormektedirler. Bunlar RAD51L1/B, RAD51L2/C, RAD51L3/D, XRCC2, XRCC3
ve DMC1/Lim15 dir [84]. Burada XRCC2 ve XRCC3, RADS51’e akrabadir [85]. Cui ve
arkadaslarinin IRS1 ve irs1SF fareleri tlizerinde yaptigi ¢alismalardan XRCC2 ve XRCC3
genlerinin  DNA tamiri ve kromozom diizenlemesinde hayati 6nem tasidigi goriilmiistiir.
Insan genomundaki XRCC2 ve XRCC3 tasiyan kromozomu fare hiicrelerine vermis ve bunun

neticesinde radyasyona ugrayarak bozulan fare DNA’s1 tamir edilmistir [86].
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XRCC2 Geni
Kromozom 7:152,341,864-192,373,250

P ! i ]
chromosome 7

' '
HE736_PATCH HG346_PATCH

HG14_PATCH, HG115_PATCH
HG1257_PATCH

i HET
HG1308_PATCH

125 82 2.862

Sekil:2.6.1.2: XRCC2’nin insan geninin 7. insan kromozomu iizerinde ve ekson (mavi kutu)

ve intron (\\) olarak sematik gosterimi [87]

2.6.2. XRCC3 Geni:

XRCC3 proteini Xrcc genleri tarafindan iiretilir. Son derece duyarli hamster mutant hiicreleri

tamamen siklikla rapor edilmistir ki XRCC3 homolog rekombinasyon tarafindan DSB

(Double strand breaks)’ nin onarimi i¢in Onemlidir ve melanoma deri kanseri ile

iliskilendirilmistir. Memelilerde XRCC3 mRNA beyin i¢inde ifade edilmistir [88]. XRCC3

mutant mitozin C diren¢ kismen retor edildi. Gorevsel ¢cDNA klonlar1 bir kosmid

kiitiphaneden ikinci tranforment hazirlanarak ortiilmiistiir [89].
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XRCC3 Geni
Kromozom 14:104,163,946-104,181,841

chromosame 14 02 LN || mE 1 |

81 102 38 213 155 213 47

213 1 1.401

Sekil.2.6.1.3:XRCC3’{in insan geninin 14. insan kromozomu iizerinde ve ekson

(mavi kutu) ve intron (\\) olarak sematik gosterimi [87]

2.7.KALITSAL HASTALIKLARIN TANISINDA KULLANILAN MOLEKULER
YONTEMLER

Kalitsal hastaliklarin tedavisinde cok degisik yontemler vardir. Bunlar1 {i¢ bashk altinda
toplayabiliriz: polimeraz zincir reaksiyonu (pcr), indirekt analiz (baglant1 analizi), dogrudan
analizdir (bilinen mutasyonlarinin taranmasi). Bunlarm en Onemlisi polimeraz zincir

reaksiyonu (pcr) teknigidir [90, 91]

2.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Ik kez 1983-1985'de Kary B.Mullis tarafindan bilim diinyasma sunuldugundan itibaren hem
arastrmada hem de klinik laboratuvarlarda tanida yeni bir ¢igir agmistir. Bu bulusundan
dolayr K.Mullis, 1993 yili Nobel Kimya Odiiliine hak kazanmstir [92]. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) DNA'nin bir bolimiinii in vitro ortamda ¢ogaltip, manupule edilir hale
getirmek i¢in kullanilan hizli bir yontemdir. Bu yOntem, genetik hastaliklarda, DNA'da
mevcut mutasyonlarin ve polimorfizmlerin bulunmasinda; enfeksiyon hastaliklarinda patojen

organizmalara ait DNA'nin veya RNA'nin varligin1 ve miktarin1 gostermede biiyiik kolaylik
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saglar. PCR teknigi, DNA'nin istenilen bolgesinin, 20-30 bazlik spesifik oligoniikleotid
primerler kullanilarak, 1siya dayanikli bir DNA polimeraz olan Taq DNA polimeraz enzimi ile

cogaltilmasina dayanir. PCR, diger analiz sistemlerine ge¢gmek icin hizli ve duyarli bir ara
metod olarak kabul edilir [93].

30 - 40 cycles of 3 steps :

%ﬂ”*#“}“’ﬁd}qﬁb Step 1: dn:nmuralio]q

1 minut 94 =C
T 1TTTT'T1TI'I"|_|_"I'IT"I‘"I'_|'T_H rr—nm-rrrT“TT[H T I|'|_|'I| I
L 00 s gy g AP g gt g g g B

I“rrrmrmunm T II-|'|"I'T“'rT'|'|1TI'I'|_lT[T1_r-|T_|T|'"'I_r|_I'I_]T ¥ Step 2 : anncaling ];

X L
5 N % 45 seconds 34 °C
5.:.“_‘_'_“\.” 3 £ # & £ i i
. £ 1 3 = 1 OMAWAard and roversce
3 %MMM%WM 5 primers ! o

S U T R LR g L R s . i
N }_a ~ — ) e MMM I § Step 3 : extension [
o - -
| | -~ - I £ I_ ! s g 2 minutes 72 °C
mT'n‘r"mTf"r” eI . only dNTP's
3 LI W”
-J.LLL'I‘J"I‘HLU_LJ JMLJL[{JLMM L s i Viestamerter 88951

Resim:2.7.1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu [91].

2.7.1.1. PCR Cesitleri:

Real-time PCR: Hedefin amplifikasyonu ve tesbiti ayni tiipte es zamanli olarak
olugmaktadir. Bu sistem floresans olusumunu monitorize eden, belli optikleri olan 6zel 1s1
dongiisii cihazi gerektirmektedir. Bilgisayarlar herbir reaksiyon ve siklusta olusan
amplifikasyonu gozlemleyen bir yazilim ile desteklenmektedir. Real-time PCR bizi klasik
PCR sonrasi1 yapilmasi zorunlu jel elektroforez gibi diger degerlendirme ¢aligmalarindan da

kurtarir [94].

Coklu (Multispleks) PCR: Bir PCR ile birden fazla hedef dizinin ayni1 reaksiyonda birlikte
cogaltilmas1 ¢oklu (multipleks) PCR olarak adlandirilir. Burada iki veya daha fazla primer
cifti farkl hedefleri amplifiye etmek i¢in ayn1 reaksiyon karigiminda bulunur. Bu reaksiyonda

secilen primerlerin ayni yapigsma 1sisina sahip olmasi ve dikkatli bir bigimde seg¢ilmesi
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gerekmektedir. Multipleks PCR yontemi, tek primer setli PCR ydntemine gore daha
karmasiktir ve duyarliligi daha azdir [95, 96].

Touchdown PCR (kademeli sicakhk diisiirme pecr): Touchdown polimeraz zincir
reaksiyonu, polimeraz zincir tepkime primerleri ile spesifik olmayan sekanslar1 yiikseltmeyi

onlemek i¢in olusturulan polimeraz zincir reaksiyonu olan bir yontemdir [97].

Nested PCR (yuvalanmus per): I¢ ice polimeraz zincir reaksiyonu nedeniyle beklenmedik
primer baglanma siteleri i¢in amplifikasyon tirlinleri spesifik olmayan baglanmay1 azaltmak

amactyla, polimeraz zincir reaksiyonun bir modifikasyonudur.

Revers Transkriptaz PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ¢esitli tiirevlerinden biridir.

Bu teknik genellikle RNA ifade diizeylerinin saptanmasi1 molekiiler biyolojide kullanilir.

2.7.2.Dogrudan Analiz (bilinen mutasyonlarinin taranmasi)
2.7.2.1.REA (Restriksiyon Enzim Analizi)

Tek bir baz ¢iftinin degisimi ile olusan bir mutasyon restriksiyon enzim bdlgesinin ortadan
kalkmasina veya yeni bir kesme bdlgesi olusmasina neden olabilir. Restriksiyon enzim analizi
ile tespit edilebilen mutasyonun saptanmasinda kullanilan yaklagim, mutasyonun bulundugu
bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi ve ¢ogaltilan DNA'nin mutasyona 6zgii restriksiyon enzimi ile

kesildikten sonra analiz edilmesinden ibarettir [98].

2.7.2.2. Heterodupleks olusum analizi

1-5 niikleotidlik delesyon mutasyonunu jel iizerinde saptamak oldukg¢a giictiir. Fakat
homozigot normal ve mutant bireylere ait DNA 6rnekleri, ayni tiip i¢inde amplifiye edildikleri
takdirde, heterodupleks denilen yapilar1 olustururlar. Heterodupleksler, tam uyusmayan baz

ciftlerinin varligi nedeni ile homoduplekslere kiyasla farkli bir elektroforetik 6zellik gosterir

[23].

2.7.3. Indirekt Analiz (Baglant1 Analizi)
Bu analiz, mutasyonun tespit edilemedigi durumlarda aile i¢inde anne/annetbaba ve hasta
cocuk arasindaki allel gegislerinin belirlenmesine dayalidir. Bunun igin RFLP (Restriksiyon

Parca Uzunlugu Polimorfizmleri) ve VNTR (Degisken Sayida Tandem Tekrarlar1) markirlari
kullanilir [99].

21



2.7.3.1.Restriction Fragment Length Polymorphisms; Restriksiyon Parca Uzunlugu
Polimorfizmleri (RFLPS)

Hastaliga neden olan mutasyonlarin tanimlanmadigi durumlarda aile i¢inde hastalik ile

birlikte kalitilan allelin dolaylt bir yaklagim kullanilarak tespit edilmesidir.

2.7.3.2.Variable Number of Tandem Repeats; Degisken Sayida Tandem Tekrarlan
(VNTRs)

Dolayl bir yaklasim kullanilarak prenatal tani ve tasiyicilik tanisi verilmesinde kullanilan bir
yontemdir. VNTR yonteminde kullanilan DNA polimorfizmleri, farkli sayilardaki tandem

tekrarlaridir. Her tandem tek bir birim olarak ele alinir [23].
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.Cahisma Grubu:

Bu ¢alisma Mayis 2012-Mayis 2013 tarihleri arasmmda Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi
Cerrahi Poliklinigine miiracaat eden mide kanserine bagli kanser vakalarinda XRCC2,
XRCC3 genlerinde polimorfizm yaygmliginmn arastirmak i¢in yapildi. Arastrmadan once
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul tarafindan onaylanmis “Etik kurul

belgesi ve Bilgilendirilmis Goniillii olur formu” kullanildi.

Arastirmaya dahil edilen tiim bireylerden etik kurulda belirtilen ve onaylanan kosullara bagh
kalinarak 8 ml periferik kan alindi ve DNA izolasyonu yapildi. 2012 yilinda temin edilen
ornekler icin laboratuar calismalari Kafkas Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
boliimii  Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda ve 2013
yilindaki tiim calismalar ise Kafkas Universitesi Mimarlik-Miihendislik Fakiiltesinde

Biyomiihendislik Boliimii Laboratuarinda gercgeklestirildi.

3.2. Hastalar ve Demografi

Calismaya alinan 61 hastanin 15’1 kadin 46°s1 erkektir.

Cizelge 3.2.1: Hastalar cinsiyet ve yaslara gére dagilimi

Kadin % Erkek %
n n
40-60 yas 8 13,11 18 29,51
>60 yas 7 11,48 28 45,90
Toplam 15 24,59 46 75,41
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3.3.Kontroller Ve Demografi:

Kontrollerin 24’4 (% 30.76) kadin, 54’1 (% 69.24) erkektir.

Cizelge 3.3.1:Kontrollerin cinsiyet ve yasa gore dagilimlari

Kadin

Erkek

n % n %
18-20 yas 11 %14.10 18 %23.06
20-40 yas 13 %16.66 34 %43.58
40-60 yas 0 0 2 %2.5
Toplam 24 %30.76 54 %69.24
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3.4. Kimyasal Maddeler :

Kimyasallar MARKA
Trizma SIGMA
Hidroklorik(TRIS-

HCL)

Sodyiim Kloriir(NaCL) SIGMA
EDTA disodyum siilfat SIGMA
dihidrat

Amonyum Klorid SIGMA
Trizma baz SIGMA
SDS SIGMA
Potasyum MERCK
hidrokarbonat

Etanol (etil alkol) MERCK
Etidyum Bromid VIVANTIS
Proteinaz K SIGMA
dNTP VIVANTIS
Tag DNA polimeraz VIVANTIS
Primerler GEN MAR
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3.5. Gerecler :
Gerecler

Sogutmali Santrifuj

Etiv

Buzdolabi1

Mikrodalga Firin

Elektroforez
Diizenegi

Minisantrifuj

Manyetik Karistirict

Hassas Terazi

Vorteks

Su Banyosu

Jel Gortintileme
Sistemi

Derin Dondurucu

Pcr

Otomotik Pipet Seti

26

MARKA
NUVE(NF 400R)

NUVE (FN 500)

BEKO

BEKO

TERMO(EC300XL)

SCAN SPEED

VELP
SCIENTIFICA

SCAL TEC

VELP SU

NEMMART

CARASTREAM

ARCELIK

BIONEER

NICHIRYO



3.6.Soliisyonlar:
ELB (Eritrosit Lizis Buffer)

82,9 gr NH4CI ve 10 gr KHCO3 hassas terazide tartilarak cam siseye diikiildii, tizerine 0,5
M’lik 20 ml EDTA eklendi. Karigimin iizerine 1 litreye tamamlayacak kadar distile su eklenip

icine karistirict yardimiyla karigimi saglandi.

NLB (Nukleaz Lizis Buffer)
23.4 gr Nacl, 10 ml Tris HCL (1M),40 ml EDTA(0.5 M),1000 ml distile suda ¢6ziildii.
Tris HCI

Ik 6nce 12,1 gr Trisbone 10 ml distile suda ¢dziildii. pH’mm ayarlamak i¢cin NaOH ilave

edildi ve 100 mI’ye tamamlandi.

SDS (Sodium dodesil siilfat)

10 gr SDS distile suda ¢6ziindii. Ve 100 ml’ye tamamland.
NaCl

87,69 gr Nacl 250 ml distile suda ¢6ziildii.

3.7.Periferik Kandan DNA Izolasyonu:
Alman kan Ornekleri tizerine 40 ml ELB eklenir ve hafif¢e galkalandi. Buz dolu bir kap
icerisinde 30 dk bekletildi. Bu asamadan sonra falkon tiipledeki ELB eklenmis kanlar
4°C’de, 10 dk, 2500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifuj bittikten sonra tiiplerin istteki
stipernatant (s1v1 kisim) dikkatli bir sekilde tiipten uzaklastirildi ve tiipiin iizerine 40 ml ELB
eklenerek kuvvetli bir sekilde ¢alkalandi .

Bu tiipler 4 °C de, 10 dk, 2500 rpm’de santrifuj edildi. Supernatan dikkatli bir sekilde tiipten
uzaklastirildi ve kalan kisim iizerine 25 ml ELB eklenerek kuvvetli bir sekilde ¢alkaland1 ve
10 dk. 2500 rpm’de santrifuj edildi. Santrifujden sonra siipernatan tiipten uzaklastirild: ve
tiipte kalan kisim {izerine 4ml NLB ve 120 pul proteinaz K eklendi ve tiipler vortekslendi
.Son olarak tiiplere 425 ul SDS eklendi ve 37 °C’de bir gece etiivde inkiibe edildi.
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37 °C de bir gece inkiibe edilmis 6rnekler 30 dk. oda 1sisinda bekletildi. DNA’lar i¢in 2 ml’lik
contali tiiplerin {izerleri yazilarak hazirlandi. Herbiri bir falkon tiipe 1.4 ml 6M NaCL eklendi
15 sn ¢ok hizli bir sekilde ¢alkalandi. Bu 6rnekler oda 1sisinda 15 dk 4000 rpm’de santrifuj
edildi. Bu sirada her bir tiip i¢in temiz bir falkon tiip yazildi ve hazir bir sekile getirildi.
Stipernatant yavasca 50 ml’ lik temiz falkon tiipe bosaltildi. Altta kalan pelletin temiz tiipe
alinan stipernatana karismamasimna dikkat edildi. Alian bu tiipler siipernatan 20 °C’de 15 dk
6000 rpm’de tekrar santrifuj edildi. Bu asamada yine 50 ml’ lik falkon tiipler iizerleri
yazilarak hazirlandi. Siipernatant tekrar temiz falkon tiipe dokiildii. Bu asamadan sonra yeni
tiiplere alinan siipernatanlar1 tizerine toplam hacmi 20 ml oluncaya kadar yavas yavas %96’ lik
Etil Alkol eklendi. 1-2 dakika bekletildikten sonra yavas bir sekilde alt—iist edildi ve DNA
bir araya getirildi. Kapaklar1 sikica kapatilmalidir. Falkon tiip i¢inde bir araya gelmis olan
DNA pipet yardimiyla 1.5ml’ lik ependrof tiipe alind1 ve tizerine 500 pl %70’lik etil alkol
konulur.1.5 ml’lik ependorf tiipiin kapagi kapatildiktan sonra bir iki kere alt tst edildi ve
mikrosantrifujde 45 sn 1000 rpm’de sanrifuj edilerek DNA peleti ¢oktiiriildii. Bu asamada
alkoliin fazlas1 dokiildii veya diger bir sekille 1 ml’lik pipetle alind1 ve dokme sirasinda
DNA ‘nin dokiilmemesine dikkat edildi. Daha sonra bir kez daha 1000 rpm’de 30 saniye
cevrildi ve tiiplerde kalan ET-OH 200 ul’lik pipetle alindi. Tipiin kapag: kalint1 etil alkol
ucana kadar ag¢ik tutularak kurumaya birakildi ve alkol uctuktan sonra DNA’nin tizerine 500

ul distile su ilave edildi. Distile su koyulduktan sonra -20 °C’de derin dondurucuya alindu.

3.8. DNA Konsantrasyonun Nanodrop Spektrometresinde Ol¢iimii:
Nanodrop Spektrometresinde (Nanodrop ND-1000) izolasyonu yapilan DNA’lar 6lgiildii.
Birer ul alinarak DNA Orneklerinin konsatrasyonlarinin degisimi saptandi. Ortalama

konsantrasyon degisimi 45-300 ng/ul arasinda bulundu.

3.9.Mide Kanseri Hastalar ve Kontrollerin PCR ile Polimorfizm Analizleri :

Optimum c¢ogalmanin gergeklestigi PCR karigimi: 10X’lik tampon c¢ozeltisinden 2,5ul,
magnezyum klortir (50mM) 1pl, ANTP mix (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 2pl, ileri primer (
100uM) 2,5 ul, geri primer ( 100uM) 2,5 pl, genomik DNA (100ng/ul) 1ul, DNA taq
polimeraz enzimi (5u/pl) 0.2 ul ve son olarak toplam hacim 25 ul olacak sekilde distile su ile

tamamlandi.
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Buna gore XRCC2 290 kb’lik bir bolge PCR ile genomik DNA’dan ¢ogaltildi. DNA’s1 elde
edilen hasta ve kontrol grubu olgularma XRCC2 DNA tamir geninin Cizelge 4.2°de PCR
caligmasiyla gosterildi. PCR friinleri %2’lik agaroz jelde yiiritiildii ve 290 kb oldugu
gosterildi ( Resim 4.1).

Cizelge 3.9.1. XRCC2 Gen Primerleri:

GEN PRIMER

XRCC2: Tleri primer:
5’-TGTAGTCACCCATCTCTCTGC-3’

Geri primer:

5’- AGTTGCTGCCATGCCTTACA-3’

Cizelge 3.9.2. XRCC3 Gen Primerleri:

GEN PRIMER

XRCC3: {leri primer:

5’-GCCTGGTGGTCATCGACTC-3’
Geri primer:

5’ACAGGGCTCTGGAAGGCACTGCTCAGCTCACGCACC-
3 2
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Cizelge 3.9.3. Hasta ve Kontrol Grubu XRCC2 ve XRCC3 genleri PCR reaksiyonu
karigimi

Stok Konsantrasyonu Miktar Son Konsantrasyonu
Taq buffer(10X) 2.5 ul 1X
Mgcl2(50 mM) 1l 2mM
dNTP(2,5 uM) 2 ul 0.2uM
[leri primer(100uM) 2.5 ul 10uM
Geri primer(100uM) 2.5 ul 10uM
Genomik DNA(100ng/ pl) 1l
dH20 13.3 ul
Taq DNA polimeraz(5 U/ pl) 0.2 ul 0.04U
TOPLAM HACIM 25 pl

Cizelge 3.9.4 Hasta ve Kontrol Grubu XRCC2 ve XRCC3 Genleri Siklus programi

Reaksiyon Sicakhk °C Siire Dongii
asamasi Sayisi

Baslangic 95 3 dk. 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 94 30sn
Primer baglanmasi 57 30 sn. 35
Zincir Uzamasi 72 45 sn
Son Uzama 72 7 dk. 1

XRCC3 i¢in kullanilan primerler Cizelge 3.7.4. gosterildi. XRCC3 136 kb’lik bir bolge PCR
ile genomik DNA’dan cogaltildi. DNA’s1 elde edilen hasta ve kontrol grubu olgularina
XRCC3 DNA tamir geninin ¢izelge 4.5°de PCR g¢alismasinin sonucu tesbit edildi. PCR
tirinleri %2’ lik agaroz jelde yuriitiildii ve 136 kb oldugu gozlendi. (Resim 4.3).
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3.10.Agaroz Jel Elektroforezi:
%1 ‘lik 150 ml TBE ile hazirlanararak %1 i¢in 1.5 gr agaroz 150 ml TBE ile karistirilarak
mikro dalga agaroz eriyinceye kadar bekletildi. Soguduktan sonra etidyum bromiir eklendi.

Her 20 ml i¢in 1 ml etidyum bromiir ilave edildi

DNA o6rneklerinin dibe ¢okmesi igin 2 pl boya (loading dye) DNA eklendi ve kuyucuklara

yiiklendi.. Daha sonra jel yiiriitiildiikten sonra transiluminatérde UV 15181 altinda gézlendi.

3.11. Restriksiyon Parca Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP) Analizi:

Primerle ¢ogaltilan XRCC2 geninin Hphl enzimi ile kesilmesinde uygulanan protokol ise:
10X Buffer 2.0 pl, PCR iiriini 10 pl, Hphl enzimi 0.5 pl, dH20 7.5 ul olmak iizere
toplam 20 pl dir. PCR driinleri 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi ve %3’lik agaroz jelde

goriintiilendi.

Primerle gogaltilan XRCC3 geninin Ncol enzimi ile kesilmesinde uygulanan protokol ise:
10X Buffer 2.0 pl, PCR iriini 10 pl, Ncol enzimi 0.5 ul, dH20 7.5 pl  olmak iizere
toplam 20 pl dir. PCR iriinleri 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi ve %3’liik agaroz jelde

goriintiilendi.

3.12.istatistik Analiz:

Bu calismada istatistiksel analizler GraphPad Prism paket programu ile yapildi. Verilerin
degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel metotlarin (ortalama, standart sapma) yani sira
ikili gruplarm karsilastirmasinda student’s y testi, nitel verilerin karsilagtirmalarinda Fisher

gergeklik testi kullanildi. Sonuglarm degerlendirilmesi 0=0.05 diizeyinde esas alindi.
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4 BULGULAR

Calismaya dahil edilen 61 mide kanseri hastasinda XRCC2 geni Arg188His
polimorfizmindeki degisim oran1 24’iinde %39 oraninda ve ayni grubun saglikli bireylerinde
78 kisinin 12’sinde %15 oraninda niikkleotid degisimi gozlendi. XRCC3 geni Thr241Met
polimorfizmindeki degisim oran1 61 kisinin 18’inde %29 ve ayni grubun saglikli bireylerinde

ise 78 kisinin 11’ininde %14 oraninda polimorfizm degisimi goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. XRCC2 Geni hasta ve kontrol Grubu polimorfizm dagilimlari

Polimorfizm Tipi Hasta \ Kontrol

Erkek Kadin Erkek Kadin
Arg188His Polimorfizmi 16 8 8 4
Toplam 24(%39) 12(%15)

Cizelge 4.2. XRCC3 Geni hasta ve kontrol Grubu polimorfizm dagilimlar

Polimorfizm Tipi Hasta | Kontrol

Erkek Kadin Erkek Kadin
Thr241Met Polimorfizmi 11 7 7 4
Toplam 18(%29) 11(%14)
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XRCC2 Hasta Grubu

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Resim 4.1. Mide Kanseri Hastalarda XRCC2 Geni PCR urinii Jel Goruintisu

XRCC2 GENI ICIN KONTROL GRUBU

markee

40414243 44454847 4840850515253 54855057 58500001 626364656567 0869707172737475767778

LR LU B e

Resim 4.2. Kontrollerde XRCC2 Geni PCR iiriinii Jel Goruintiisii
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XRCC2 XRCC3
M 3132 3334 353637383940 1 2 3 4 5 ¢

XRCC3
M 12 1314 15186 : %
~S ARSI S S WA

Resim 4.3. Mide Kanseri Hastalarda XRCC3 geni PCR iiriinii Jel Goriintiisii

XRCC2Z Hphl XRCC3 Neol
M1 2 3 45 O y b p 3 4 5 6 7

‘b Heterozigot Homozigot
‘B

Resim 4.4 : A)Hasta ve kontrollerde XRCC2 geninin Hphl enzim kesimi sonucu jel resimleri

B) Hasta ve kontrollerde XRCC3 geninin Ncol enzim kesimi sonucu jel resimleri

Burada XRCC3 igin enzimle muamalesi sonrasi homozigot Thr/Thr genotipi 36 ve 97 kb
fragmenti, heterozigot genotipi ti¢ fragment 136, 97, 36 kb ve homozigot Met/Met genotipi
136 kb oldugu goriilmektedir. 3,4,6,7 numarali ornekler heterozigot, 5 numarali ornek

homozigot’tur.

34



Cizelge 4.3. XRCC2 geninin Arg188His polimorfizmlerinin Hasta ve Kontrollerin dagilimi

Polimorfizm Hasta Kontrol Toplam

Arg188His 24(%39.34)  12(%15.38) 36

Arg188His 37(%60.65) 66(%84.61) 103
olmayan

Toplam 61 78 139

Mide kanseri

e
g

66 Hl hasta (Mide kanseri)
kontrol

&
h

37

$

24

. .

SHPl SNP"siz
Genetik polimorfizm

Ornek Sayisi

]
=]

=

Sekil 4.1. XRCC2 Arg188His polimorfizminin Hasta ve Kontrollerin dagilimlar1

Istatistiksel sonuglara gore Argl88His polimorfizmi icin P smir1 0.05’ten kiigiik oldugu igin

anlamlidr.
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Cizelge 4.4. XRCC3 geninin Thr241Met polimorfizmlerinin hasta ve kontrollerin dagilimi

Polimorfizm Hasta Kontrol Toplam
Thr241Met 18(%29.51) 11(%14.10) 29
Thr241Met 43(%70.49) 67(%85.90) 110
olmayan
Toplam 61 78 139
Mide kanser
B0~ _
67 Bl hacta (Mide kanseri)
kortrol
- 60
5
o ® 43
[
S 2 -~ 11
° N
0 .
SHP'N SHP siz

Genatik polimorfizm

Sekil 4.2. XRCC3 Thr241Met Polimorfizminin Hasta ve Kontrollerin Dagilimlari

Istatistiksel sonuglara gdre Thr241Met polimorfizmi i¢in P smir1 0.05ten kiigiik oldugu icin

anlamlidur.

Cizelge 4.5. Mide Kanseri Hastalar1 ve Kontrol Grubu Cinsiyet Dagilimlari

Hasta Kontrol Toplam
Erkek 46(%75.41) 54(%69.23) 100
Kadm 15(%24.59) 24(%30.77) 39
Toplam 61 78 139
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Bl Hasta(Mide Kansern)

&0 - 54
46
ko ntrol

Za0 -
e 24

¥

E20 15

N -

0 - T
Erkek HKadmn

Sekil 4.3. Mide Kanseri Hastalar ve Kontrol Grubu Cinsiyet Dagilimlar1
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, hiicrelerde DNA’nm hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde
biiyiimesi ve ¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir. Kanser immiin sistemini etkileri ve uzaktaki
dokular1 da istila ederek metastazlar olusturabilir. Ayrica metabolik ve davranissal
degisiklikler gecirerek, ¢ok basamakli otoimmiin bir hastalik oldugu bilinmektedir [100].
Diinyada akciger kanserinden sonra en ¢ok goriilen kanser tiirii mide kanseridir. Mide kanseri
toplumumuzda yayginligi % 8 oraninda goriilmektedir [101]. Son 20 yil i¢inde yapilan
genomik incelemeler kanser olusumunda 100 den fazla gen ve ¢ok sayida polimorfik

degisimin timor olusumunu etkiledigi agiklanmustir [102].

Insan genomundaki biiyilk kromozomal seviyedeki degisikliklerden, delesyonlar,
insersiyonlar, translokasyonlar ve genlerin asir1 kopya sayilart (CNV) ve popiilasyonlarin
polimorfizm farkliliklar1 kanser olusumunu tetikleyebicegi gibi populasyonlardaki polimorfik
cesitlilik kansere duyarliligi artirabilir [103-111].Bu baglamda iilkemiz popiilasyonunda
polimorfizm farklihigini arastirdik. Arastirmada ¢alisilan genler XRCC2 ve XRCC3 iginde
yer alan polimorfizmler bir ¢cok kanser tiirleri ile duyarliligi saptanmistir. XRCC3 T241M
polimorfizm oncelikle meme kanseri riski ile iliskili bulunmustur [112]. Ulkemizde 2009
yilinda yapilan bir ¢alismada 85 mesane kanseri ve 45 kontrol grubunda XRCC3 geni
karsilastirilmis ve T allelinin kanser hastalarinda kontrollere gore 5 kat daha etkin oldugu

saptanmustir. Ayrica APE geninin G aleli yaygin kanser tiplerinde daha sik goriilmistiir [113].

Cin populasyonunda 2012 yilinda yapilan ¢alismada XRCC1 ve XRCC3 polimorfizmlerinin
sinir sisteminde timor olusumunu etkiledigi ve sindirim sistemi ile ilgili olarak XRCC1 ve
XRCC3 polimorfizmlerinin iligkili olmadigin1 ileri stirmiislerdir [114]. Bizim arastrmamiz
XRCC3 polimorfizminin sindirim sistemine bagl kanser vakalarimda duyarli olabilecegi

yoniindedir.

Shiahong ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir caligmanin sonuglarina gore
melanoma deri kanseri, bas ve boyun, mesane gogiis kanseri i¢in diisiik penetransi oldugu,
XRCC3 yiiksek bir sekilde kansere duyarl siipheliligi aday gen olarak gosterilmistir. Ancak
ayni grup XRCC3 geni polimorfizmlerinin gogiis kanseri riskine dnemli derecede duyarly,
deri kanseri riskine duyarsiz oldugu gostermislerdir [115]. Bu manada ¢alismamiz genis
kapsamli degildir.

Krupa ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar1 caligmalarda sindirim sistemi kanser tanili

hastalarda 100 birey (36 erkek, 64 kadin) {izerinde yapmis olduklar1 ¢calismada XRCC2 ve
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XRCC3 polimorfizm etkilerini incelemislerdir. Ayri grubunda ¢aligilan popiilasyonun %90 1n1
tesadiifi hastalardan olusturulmus ve bunlar polimorfik varyantlara gore biitiin AA genotipleri
ve Kanserin olusumu ve kanser hastalarin durum patolojik parametrelere gore kategorize
edilmiglerdir. Ayrica XRCC3 geninin Thr241Met polimorfizmi ile XRCC2 geninin
Argl188His polimorfizmi kanseri marker olarak kullanilabilinecegini belirtmislerdir [82].

Arastirmamiz Krupa ve arkadaglarinin ¢aligmalari ile paralel sonuglar icermektedir.

Butkiewicz ve arkadaglarmin 2001 yilinda ABD de yaptig1 calismada DNA tamir
genlerindeki polimorfizmlerin akciger kanseri ile iliskileri gosterilmistir. Bu calismalarda
XRRC1, XRCC3, XPD ve XPF tamir genlerindeki polimorfizmler 96 ileri derecedeki akciger
kanseri ve 96 normal kontrol genleri {izerinde arastirilmistir.[115] Bu c¢alismalarda XPD
genindeki polimorfizmler digerlerine gore daha ¢ok kanser etkisinde rol almiglardir . Baska
benzer c¢alismalarda Spitz ve arkadaslarinin 2001 yilinda ABD de ve ayrica Hou ve
arkadaslarmin 2002 yilinda Isve¢ te yapmis olduklar1 calismalarda XPD geni konusunda

benzer sonuca ulagmislardir [116,117].

Perez ve arkadaglari 2013 yilinda Arjantinde rahim kanseriyle ile ilgili arastirmalar
yapmistir. Bunlarim XRCC2 ve XRCC3 polimorfizmleriyle iliskisini aragtirmiglardir. Sonugta
rahim kanseri ile XRCC2 arasindaki iligki istatistiksel olarak gostermislerdir [118].

Romanouwicz. Makowska ve arkadaglarinin 2012 yilinda yaptiklar1 ¢calismada Polonya
populasyonda girtlak kanseriyle tiitiin ve alkolun akrabaligini iki gen (RAD51 ve XRCC2) ile
iligkisini arastirmislardir. Sonucta girtlak kanseri sigara ve igme ile ilgili iliskisini ortaya
cikarmuslardir [114]. Synowiec E ve arkadaslarinin 2009 yilinda Yunanistanda yaptiklari
analizlerde, XRCC3 Thr241Met polimorfizminin Asyalilarda ve beyaz wrkta mide kanseri
riskini etkileyebilecegini gosterilmislerdir [119]. Yukarida cesitli kanser vakalarinda
verilen DNA tamir genlerinden olan XRCC2 ve XRCC3 ve ilgili polimorfik bdlgelerin

degisimleri kanser olusumunu tetikleyebilir goriisii yaygindir.

Bu bilgiler 1s13inda c¢alismada mide kanseri hastalarda XRCC2 ve XRCC3  gen
polimorfizmlerini dar bir populasyon olan Kars ilinde arastirildi. Yaptigimiz ¢alismalarda
Mide kanseri vakalariyla XRCC2 geni i¢in Argl88His polimorfizmlerini, XRCC3 geni i¢in
Thr241Met polimorfizmlerin genomik diizeyde incelendi. Elde edilen bulgular XRCC3 geni
icin Thr241Met polimorfizmiyle iliskili oldugu saptanmustir.
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Bizim bulgularimiz yaklasik benzer populasyon olmasi bakimindan XRCC3 Thr241Met

polimorfizminin mide kanserine hassas olabilecegi yoniindedir.

Sonug olarak 61 (15 kadin /46 erkek) mide kanseri hastasinda XRCC2 geni Argl88His
polimorfizmindeki degisim orani 61 hastanin 24’tinde %39 oraninda ve ayni grubun saglikli
bireylerinde 78 kisinin 12’sinde %15 oraninda niikleotid degisimi gozlendi. XRCC3 geni
Thr241Met polimorfizmindeki degisim orani 61 hastanin 18’inde % 29 ve aynmi grubun
saglikli bireylerinde ise 78 kisinin 11’ininde %14 oraninda niikleotid degisimi goriildii.
Bulgularda mide kanseri hastalar ile saglikli bireylerdeki polimorfizm degisikligi agisindan
karsilastirildiginda hastalardaki ilgili polimorfik degisimlerinin istatistiksel olarak anlaml
oldugu her iki polimorfizm bdlgesindeki degisimlerinin kanser riskini tetikleyebilecegi
diisiinmekteyiz.

Bu anlamda gelecekte yapilacak ¢alismalarda bizim galistigimiz DNA tamir genlerinin yani
sira ¢alisma yapmadigimiz RADS1 genininde daha genis popiilasyonlarda ¢alisilmasina

ihtiyac oldugu kanisinday1z.
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