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OZET

INSAN Xq21-Yp11.2 LOKUSUNUN AKCIiGER KANSERI ILE ILGiSi VE
MOLEKULER ANALIZi

SEVILAY AZPARLAK BARAK
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dah
(Yiiksek lisans Tezi / Tez Damismank: Yard. Dog. Dr. Ekrem DUNDAR)
Bahikesir, 2009

Bu ¢aligmada insan cinsiyet kromozomlarmda bulunan; biri X digeri Y
kromozomuna ait iki alelden olugan bir lokusun polimorfizmiyle akciger kanseri
iligkisi arastirilmig ve bu bélgenin molekiiler analizi yapilmustir.

Ik bulgulara gére, daha 6nce yapilmis bir g¢aligmada anlamli ve sasirtici
derecede yliksek olan korelasyonun, bu caligma kapsaminda yapilan analizler
sonucunda yliksek olmadifr ancak beklenmedik derecede degisken oldugu tespit
edilmistir, Cahgilan DNA bolgesinin tzellikle sag ve sol kenarlanimin ¢aligilan insan
gruplarina gore oldukga farkli polimorfizme sahip oldugu tahmin edilmis ve bu
yiizden ilk ¢aligilan insan grubunda %100’e yakin basari oranina sahip bir primer
cifti optimize edilmis olmasina ragmen daha sonraki ¢aligmalarda en az 4 primer ¢ifti
daha dizayn edilmis ve kullamlmistir. Bu anlamda oldukga ilging olan bu DNA
boélgesinin yaklastk 250 niikleotit ilerisinde bir transpozonun bulundugu yapilan
biyoinformatik analiz sonucu ortaya ¢ikmig ve bu transposon biyoinformatik yénden
analiz edilmigtir.

Bu galismanin en Snemli sonuclarindan birisi, iki farkli alelden olugan bu
lokusun, analiz edilen hi¢ bir bireyde kanserle korelasyon gosteren alel agisindan
homozigot durumda bulunmamasi, dolayisiyla muhtemel bir letal genotipin tespit
edilmis olmasidir. Bu tahminin testi igin bu lokustaki her iki alel ayrt ayn: kionlanmig
ve insan hiicre hatlarina aktarilarak muhtemel promoter/enhanser potansiyelinin
aragtirilmast icin ¢aligmalar baglatilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Xq21, Ypll2, akcifer kanseri, tek niikleotit
polimorfizmi, transpozon, letal genotip.



ABSTRACT

MOLECULAR ANALYSIS OF HUMAN Xq21-Ypl11.2 LOCUS WITH
REGARD TO POLYMORPHISM AND LUNG CANCER CORRELATION

SEVILAY AZPARLAK BARAK
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Ms. Thesis / Supervisor: Assoc, Prof. Ekrem DUNDAR)
Bahkesir, 2009

In this study, polymorhism of human Xq21 / Yp11.2 locus was determined
and a molecular analysis with regard to lung cancer was conducted,

A surprisingly high correlation between the polymorphism of this locus and
lung cancer that was observed based on initial results, was disappeared when the
subject group was expanded to different study groups. The left and right border of
the DNA sequence was predicted to be highly polymorphic and hence a primer pair
optimised with around 100% success did not work for different study groups.
Therefore at least 4 more primer pairs were used to complete the polymorphism
analysis of the aimed groups. About 250 nuclotides ahead of this highly unusual
DNA sequence, a transposon was identified through bionformatic analysis.

One of the most important results of this study was the absense of a
homozygous genotype consisting of the cancer correlated allel, in all the individuals
studied, which suggested a possible lethal genotype. To explore this possibility, both
alleles of the locus were cloned, and investigations to test promoter / enhancer
potentials of this sequence were started.

KEYWORDS: Xq21, Ypll.2, lung cancer, single nucleotide polymorphism,
transposon, lethal genotype.
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1.GIRIS

1.1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akciger dokusunun malignant transformasyonu (kétiiciil
degisime ugramasi) ve yayimast (metastaz) nedeniyle olusan kanser tiiriidiir.
Yapisal olarak normal akciger dokusundan olan hiicrelerin kontrol digi cogalarak
akciger i¢inde bir kitle (timor) olusturmasidir. Bu kontrolsiiz ¢ogalma, hiicrelerin
cevredeki dokulan istila etmeleri veya akciger digindaki organlara yaytlmalar ile

sonuclanabilmektedir,

Akciger kanseri, kanser 6ltimleri arasinda en sik goriilen ve en fazla 6liim
oram olan kanser tiiriidiir [1]. Diinya Saghk Orgtitii‘niin (WHO) raporuna giore
akciger kanseri tiim diinyada kanser tirleri arasinda, erkeklerde en sik 6liime neden
olan birinci, kadmlarda ise ikinci kanser tirtidir [2] ve tiim diinyada her yil yaklagik

1.3 milyon insanm Sltimiine neden olmaktadir 13].

Oliim oram oldukg¢a yitksek olan bu kanser tiiriinde vakalarmn % 85°inin sigara
kullanmig ya da kullanmakta olan bireylerde ortaya giktign goz &niine alinarak sigara
kullanmmimin akeiger kanseri gelisiminde en biiyiik etken oldugu bilinmektedir [4].
Akmger kanserinin en stk nedeni uzun stireli olarak tiitiin dumanina maruz kalmak
olmakla beraber [5], tim akciger kanserli hastalarin %15'e ulagan bir orani sigara
igmeyenlerden olusmaktadir [6]. Akciger kanseri bir¢ok nedene bagli olarak ortaya
¢ikan bir hastaliktir. Bu nedenler arasinda genetik faktorler {7, 8], radon gazt [7],
asbest [8] ve hava kirliligi [8, 9], yag-cinsiyet-itk ve cografi dagilim [10] gibi
faktorler sorumlu tutulmaktadir,




Akc:tger kansermm birgok hlstolo_pk -alt tzpi olmasma kargin, khmkte
genelhkle Kiigitk hiicreli ve Kiigitk hucrel: dist ak01ger kanserl olmak tizere ‘iki
bashkta mceienn glinkii -tedavide 1zienecek onu bu grupiandlrma beiuler Kug:uk
hucreh akczger kansen tedawsmde kemoterapl ve radyoterapl terc1h edlhrken kuc;uk

hucreh dl§1 kanserlerde ilk terc;h cerrah1d1r [1 l] SR

Dlger kanser turlenne kxyasla akc1ger kansermm prognozu kotudur Akc1ger
kansermm gorulme oram yag:la artar geneide 50 7() yaslannda goru}ur [12 13]
Akmger kansermm erken evrelermde be§ yllhk sag kahm %60 70 Jken 1ler1 evre_
olgularda bu oran %S m altina dugmektedIr Tum alt npler ve ev:reler goz onune

ahndlgmda teda\u 1Ie bes yllhk sag kahm oram %14’tur [14}

1.2 Epidemiyoloji

Ak01ger kansen 20 yuzyﬂm baglarmda nadlr goruien bn‘ hastahkken sngara
kullanumndakx art1§a paralei olarak szkhg1 glderek artrms Ve gunumuzde en 31k
gorulen kanser t1p1 hahne gelmlgtir [15] ABD'de 1290'da 956 akmger kansen vakam

kabul edﬂmeye basianmwtir [16}

S1gara 1glclhgm1n yaygmia§masmdan once oldukg:a nadlr goruien bxr hastahk
olan akmger kansen dogru durust tanman blr hastahk degzidl 1878 yzhnda otopm
materyaliermde yapﬂan bxr 9a11§mada, _tum kanser turierl ig:mde kotu huyIu (mallgn)
ak<:1ger kansen vakalarm sadece %ol'i mx oiusturmu§, fakat 1900'lerm ba$mda %10-—
IS'lere yuksehmgtn‘ [17] 1912 yihnda dunya gapmda tibbl hterature ge(;en sadece
374 vaka vardzr [18 19] Otopsz raporlanmn derlenmem yoluyla yaplian blr gozden
gef,:lrmede akczger kansen vakalan 1852'de %0 3 1ken 1952’de %5 66'ya yukseldlgl
gozlemlemmgtir [20] ' . ' : '

| Akcxger kanseri gunumuzde her 1k1 cmsxyette de kanserden oiumlerm
basmda yer a}maktadlr Erkeklerde akc;ger kanseri riski kadmlardan yuksektir ancak
1950°den 1t1baren kadmlarda goruhne nskl %500 artm;stlr [21] Uiusal Halk Sagligi
tarafmdan 31garaya kar§1 yurutuien kampanyalarm baslamaszyia akeiger kanserl

vakalarmda azalma olmu§tur Ozelhkle geng: nesilde sxgara kuliammunn ‘az olmasi
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Sayesinde ABD'de 1980'lerde erkeklerde 87/100000 olan Vaka, 1951'de 80/100000'
dugmu§tur {1 6] Ancak gehgsmekte oian ulkelerde her yas grubunda akmger kansem
oram artmaya devam etmektedlr Dunyada 1975 1990 yﬂlari arasmda akmger
kansen vakalannda oium oram erkeklerde %66 kadmlarda %110 artm;g;tlr [22] Bat1
Avrupa Kuzey Amenka Avusturalya ve Yem Zellanda da erkeklerde kanser
1980’ierde doruga ulag;mxg ve o zamandan 1t1baren azalmaktadxr Buna ka:rgm Dogu
ve. Guney Avmpa ulkelermde Japonya ve Cln’de vc (;ogu gehg;mz:} ulkedekl
kadlnlarda vaka}ar artmakta veya daha yem yava§iamaktad1r Gehgmekte olan
ulkelere alt verﬂer seyrek ohnakla beraber Asya, Afnka ve Latm Amenka
_ulkelermde artmaya devam etme31 beklenmektedlr [23} S

Akmger kansermm gehsimmde %90 oramnda sorumlu oian s;garamn [13 24]
1929 yﬂmda Almanya ‘da Fritz Llcklnt admdakx blr heklm akclger kansen ve 31gara
arasmda bir 111§k1 oldugunu 111( kez Sne. surmugtur [i 7] 1950'lerde yaymlanan Inglhz
doktorlarm blr 9a11§m331 ﬂe akc1ger kansen ve s1gara arasmdakl 1h§k1 ﬂk kez
epldemlyolopk verﬁerle kamtlammgtlr [25] Bunlarm sonucunda 1964 yzimda
;Blrlegik Devletier ASkCI'i Baghekxml (Surgeon Gener al of the Umted States)_

_tarafmdan 51gara 191cﬂerme szgarayx bxrakmalan gerekt1 g1 onenhm;;tlr [26]

Ak(:iger kanserl zgin 1Ik ba§ar1h pnomonektoml 1933 [27] ylhnda
gergeklegshrﬂnnﬁu ve pnomonektonm cerrahl tedav1 segenegl olaxak kullamlmaya
ba§1amm$t1r {28] Bununla beraber kanser evreiendirmem ve cerraln tekmklerdekl
delz§melerie 1enf nodu dlsekmyonu 1le beraber Iobektoml bugun 1(;111 daha iyl bn‘

tedavi segenefidir. [29 30}

1.3 Akeiger Kanseri Ne Kadar Siklikta Ortaya Cikar?

Akciger kanseri, 20. ylizyihin baslarinda nadir goriilen bir hastalikken, sigara
kullammmdaki artiga paralel olarak sikhifi giderek artmis ve giinlimiizde en sik
goriilen kanser tipi haline gelmistir [15]. Tiim kanser tiirleri arasinda en dliimeiil
kanser tiirli olan akciger kanseri tiim diinyada kanser tiirleri arasinda, erkeklerde en
stk Oliime neden olan birinci, kadinlarda ise ikinci kanser tiirlidiir [1]. Diinya

genelinde her yil yaklasik 1.3 milyon 6liime neden olmaktadir [3]. Bununla beraber




ABD'de hem kadm hern de erkekielde olume sebep olan kanser turler; arasmda 1.
_Slradadn‘ [31] ' '

Kanser olumlermm bagmda geien akczger kansen [32}, ABD 'de kadmlarda
meme kansen yumurtalzk Ve yumurtahk tupu kansen topIammdan daha yaygmdlr
3 3] R . EERS o -

Oium oraru oldukg:a yuksek oian bu kanser turunde dunya genehnde sxgara
igme. alzskanlﬂdarmdakt degigmeye bagh olarak hlstoiopk alt tlplenmn oranmda
degislkhk yasamms ve mgara kuHammmm Zamanla artmasuun sonucunda kadmlarda
_goruime sﬂdigmda artma gozlenm1§t1r [34] Tarlhsei olarak Qogunlukia erkekierde
Eg(:oruien bu kanser turu zaman 191nde meydana geIen sosyolo_uk degtgxkhkler
'sonucunda kadmlarm da s:gara kullanma ahskanhklarmm artma51 sonucunda

kadmlarda bu kanser turunun gorulme s;khgl artmlstlr [33]

Gehg;nng u}keierde onceler; : kanserden oiumierm %34'unden akczger
kanserierl soruqu ;ken gunumuzde %28 mden sorumludur Bu azaimaiarm nedem
gehsmis ulkelerde sngara kuHammmda behrgm azalma ve SIgara 1g:er1gmde yapllan
degxgxkhklere bagiamnaktadlr Ancak geh.smekte olan uikeierde sxgaxa kuHamrmnda
azalma ohnama31 bﬂakls artma31 sonucunda hem erkeklerde hem de kadmlarda tum

kanser olumlen 1g:1nde onemh yenm korumakta ve behrgm artls gozlenmektedlr [3 5]

Turklye de akcxger kansennden olum oram kesm o]arak bﬂmmemekie
beraber her y11 tutun ile ﬁgrh hastalﬂdardan 35000 klgmm kaybedildlgl dusunuluxse
yakiaglk 25000 k1§1mn akczger kansermden oidugu tahmm edllmektedlr [3 6]

1.4 Akciger Kanserinden Korunma

. Tiitiin urunlermm 1911mesnnn sona erd:r:lmesx akmger kanserine kargi
mucadelenm en basta gelen amacxdlr sigarayl birakma da bu sliregte 6nemli bir
koruyucu onlemdlr. Geng:len hedeﬂeym koruyucu programlar bu g1rz§§mlerde
ozellikle ¢ok Gnemlidir [37]. o '




Kamusal mekanlarda (Iokanta ve 1§yerler1 g1b1) pasif 31gara zgtcxhgim
azaltmay1 amag:fayan pohtik mudahaleier ¢ogu. Bat1 ulkelermde sxkg:a uygulamr
oImugtur Bu yonde ﬂk adimi’ 1998'de kamu aianlarinda SIgara 1(,:1mmz yasaklayan
ABD'dek1 Kahformya eyaletz atrmgtlr AB ulkeierl arasmda da 2004 te Irlanda bu
yonde 1Ik harekete gegrmgtlr Turkiye'de devlet daireiermde 51gara lg:mu 1997‘de
yasakianng;, 2008’de 1se tum kapah mekaniarda (bar kahve ve 1okantalar 19111 kanun
2009 Hamran mdan sonra uygulamaya gu'dl) ve bazi agzk mekanlarda (cann hastane_
bahgelen stadyumlar) yasaklandi Butan da____2_005_ yi_lm_dan__ bg:n _s_;gar_a_.;g_m_f_:k

ta.mamen yasaldanmagtlr [3 8]

Dunya Saghk Tegkllati (WHO) geng:lerm 31garaya ba§lamasmm bnune
:geg:mek zgm tum queIerde s1gara rek]amlarmm yasaldanma31 Ig:m g:agnda
-buiunmustur WHO bu Hir yasaklamalarm uygulamaya glrdxgl yerlerde tutun

kuilammmm %16 azaidxgml behrlemlgtir {39]

1998'de ABD de 46 eyalet sxgara 1gen klsllere sagladlklan saghk
Inzmetlermm bedehm dort buyuk ABD s1gara .§1rketlerme odetmek 1gm ag:tlklan
davanm karar a@amasmdan once taraﬂar arasmda an1a§maya varﬂdz {40] Anla§ma
sonucunda sxgara ;mketlermden §1kayetg:1 olunmayacak ve bu gnrketler geiecekte
tutun kuilammmdan kaynakianan tazmmat davaianndan muaﬁyet elde edeceklerdlr
Buna karsm mgara §1rkeﬂer1 pazarlama etkmllklemn smzriamayl kabul ettlier ve bu
46 eyalete yﬁilk bxr odeme yapmayl kabul ettzler ABD Hastaltk Kom’ml ve
Kor unma Merkezz (Cenref for Dlsease Control and Prevenrton, CDC) toplanan bu
fonlarm %IS'mm szgara 191m1yle 111§k111 hastahkiara kar§1 koruyucu saghk
halcamaiarma ayrﬂmasnu onerm1§se de (;ogu eyaiet bu oramn g:ok altmda para
harcamaktadlr [40] - ' o

1.5 Akciger Kanserinin Risk Faktorleri

Sigara zgnmnden bag;ka kanser riskini arttiran etmenler de vardur, Endiistriyel
Uiriinler (uranyum radyasyon, asbest) hava klrhhgx beslenme eksiklikleri kanserin
oiugmasmda rol alan faktorlerdendir {41] Son arag;tmnalann 1$1gmda akmger

kanserz riskini arnran en onemh faktor kanserolen maddelerm uzun siire boyunca
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solunumundan kaynaklanmaktadir.  Akciger kanserinin olusumunda rol alan

faktorler Sekil 1.1°de gosterilmistir.

@1 w @ffﬁ |
= -y
AGIR \_ @)
\ETALLER

M

p W

W
— ——

RADYOIZO |
R

OPLA
&

Kkeonik
INTERTISYEL

} PNOMONITH J
\ X

I3 " 7
HALOJEN i

o
\ETERLER
— - b
~i L VITAMIN INGRGAN ‘Q} )
{ AVEE L~ KARSEN\'K
vsmuei \

Sekil 1.1 Akciger kanserinin olusumunda rol alan faktorler [41]

1.6 Sigara

Akciger kanseri gelisiminden %90 oraminda sigara sorumludur. Sigara
igenlerde akciger kanseri riski igmeyenlerden 24-36 kat daha fazladir, Bununla
beraber akciger kanseri, sigara igmeyenlerde de goriilebilmektedir. Pasif sigara
iciminde risk %3.5‘tur [42]. Tiirkiye‘de sigara igme orant kadinlarda %24,
erkeklerde %63’tiir [42]. Akciger kanserli erkeklerin %10 ve kadinlarin ise %20-
25'inde gelisen kanser sigara ile iligkili degildir [43].




Geh§m1§ ulkeierde 31gara 19me orant kadmlarda %20-40, erkeklerde %30-40
1ken gehgmekte olan ulkelerde 'bu 01anlar snfaSIyla %2 10 ve %40 60 tr [44}
Turk1ye de yapﬂan g:ahgmalarda akmger kanserh kadmla:ﬂn %17 sinin, erkekienn
ise %94 unun 31gara i(,:tlklel’l blidlnhm§t1r [35] Paszf szgara 1910111g1 (mgara lg:lien
ortamda bulunularak mgara dumamna maruz kahna) de 51gara kulianmak gibl akc1ger

kansen aglsmdan nsk faktorudur

Kanser gehgme I‘lSkl sxgara 1g:me suresx gunde 1gzlien 31gara say1sx. erken
baglama ya§1, denn (;ekme (mhalasyon), katran (“tar“) rmktarl ﬂe artar kulianmn
kesme sures; 11e azahr {35 45] Bayanlara k:yasia erkekler 31gara 19meye daha
erken ya.gta ba$lamakta daha (;ok ve daha uzun sure szgara kullanmakta dumam
:daha derm c;ekmekte ve daha katranh szgara satm aimaktadlrlar [42} Slgara
19101Eer1nde akc1ger kanserme yakalanma I’ISkl szgara 191m1n1n suxesme ve bll‘ gnnde
1gzﬂen 31gara saylsma bagh olarak deg1§eb1lmekted1r [4] Sigara kuﬂamml ozelilkle
yilda 20 paketf geg:tikten sonra goreceh nsk behrgm olarak artzg gosteru" Sigara
d;smda puro 1genlerde l‘lSk 3 kat plpO kullananlarda ise 8 kat artmaktadlr Fﬂtreh ya

da duguk katran 1gzeren ”hght" 31gara1ar1 n;enlerde kanser IlSkl azalmamaktadlr [45] _

Slgara ve dlger tutun urunlerlmn kullamm rmktarx ve suresx arttlkg:a akCIger kansen
(ve bagka kanserlenn) gehg;me 1ht1mah artmakta blraklhnam durumunda da zamanla
azalmaktad;r Akmger kansen gehsme nskl s1garay1 birakmay1 taklben 1{)-20 yﬂ
1q;1nde hlg: 1g:meyenlerm duzeyme yaklagmaktadlr [35]

1.7 Endiistriyel ve Cevresel Maruziyet

1_.7._1 _M_es_lek_ .

_ Endustn ve madenczhk glbx bazf mesleklerde (genn yapzml, yapl
rﬁaizemelen g;anak-g;onﬁek matbaa) gahganlarda akcxger kansen daha sﬂc
gorulmektedlr Baghica. meslekx karsmogenier arasmda asbest msemk ahmmyum
bis — krometll eler, krom h}drokarbonla.r (pohslkhk aromatik karbonlar gibx), hardai
gazl, mkei ve mkei bﬂegenlem radyasyon radon VIml klorld benlyum kadmlyum
ve formaldehlt sayllablhr [35, 45} Dunyada yaygin olarak bulunan (tremoht 1(;eren

ak toprak ve zeoht) ve genlg endustnyel kuHamml olan (genn 1zolasyon otomotlv




sanayx gibi) asbest bunlarmn en onemlzsxdlr ve basta mezotelyoma olmak Tlizere
: .akc1ger kauserlerme neden o]abﬁmektedzr [46} Asbest 1§gllermde akcxger kansen
I‘iSkl 6- 10 kat, SIgara 1gzen 1sgﬂerde 1se 50 100 kat artmaktadu [47] Ingnltere‘de

asbest akc1ger kansermden Olen erkek}erm %2 3 tintin sorumlusudur [48]

S}gara dumam kanser olusumu surecmde g:evre klrkhg} maddelen 1le
etkzlesmektedlr Bu durum 31gara 1gen ura;nyum ve asbest 1$9ﬂermde galplm bn'
§ekﬂde 1ziemr Oyie k1 akager kansen I'ISkl 31gara 1§en asbest 1$gniermde 92 kat

Slgara 19meyen asbest 15(;11ennde sadece 5 kat faziadIr [3 5]

1.7.2 Radon

Radon toprakta dogal olarak . bulunan, kokusuz radyoaktif bir - gazd1r ve
Uranyumun pargaiamna urunudur [49} Radon gam ABD de akcnger kansermm
1kmc1 en sxk (%10) nedemdn‘ ve. her y11 6000-360000 akmger kanserh klgmm
olumunden sorm‘nludur Solukla ahndigmda radon ga21 akczger ep1teh veya dlger
hucrelen 1le etkllegip kansere neden olur Toprakta dogal olarak bulunur ve zyl
havalandmlmayan ev ve 1§yerlerm1n altmdaki topraktaki nnktanna bagh olarak_
kapah mekandakl havadakx radon mlktarl yuksek olabihr Ust snm 4 pC1/L olup 8.
pr/L'mn ustune glk’ugmda kanser nsk1 artmaktadlr Yogun radon etklm altmda
kanser nskx 20 kat artmaktadlr Slgara 1le radonun etk11e§1m1 smerjlknr ve kanser
nskx 1.3- 1 8 oranmdadnf [50] Zemm kat eskx bmalarda yagayaniarda sik rastlamr bu

nedenle metro ve tunel 1§;§:zler1 g1b1 meslek gruplarmda I‘lSk tagu‘

1.7.3 Viriisler

Hayvaniarda yaplian g:ahsmalarda virlislerin ak01ger kanserine yol aqab11d1g1
gosterﬂmlgtn' [43 51] Son yﬁlarda yapllan 9a11§malarda, msanlarda da vn’usierm
akczger kanseri 19111 bxr nsk faktoru o}dugu gosterﬂmlgtir Insanlarda nsk faktoril
oldugu 11er1 surulen vu'usler a;rasmda Insan papliioma virtis {52] John Cmmmgham

vn‘us [53], mman vn'us 40 ve sztomegaiovxrus {54] sayﬂablhr




1.7.4 Skar Gelisimi — Fibrozis

Slhsyum marumyeh 1]e ortaya f;lkan s1I1k021s glbi akmger hastahldan ve
akc1ger dokusunda ﬁbr031z 116 Seyleden hastahklar yara 121 dokusunun kanserogen
etk131 nedemyle tumor olu§turma 1ht1ma1m1 arttmr [45] Akc;ger skar alanlarmda ve
yaygm akmger ﬁbrozm olan hastaiarda akczger kansen gehstlgl blidmhmstlr Skar
yakmmda mlkroskoplk oiarak eplteiyal dokuda a§1r1 buyume saptanmlstzr Skar
zemimnde kanser gehgmumn surecz henuz tam olarak blhnmemektedkr Skar ve
ﬁbroms sonucu gehgen damarlag;ma eksxkhgz ve dokuda oksgen yeters:zhg1
epltelyum metaplaz;sme yol ag:tigl ve kanser olug;umunu hazulad1g1 duwnuhnektedu
Skar aianlarmda yuksek akc1 ger adenokarsmomi vakalan blidmlm}gtn: Ca11§malarda
akc1ger kansermm sarkoxdozlu hastalarda 3. kat fazIa ge11§t1g1, tuberkulozlu
-hastalarda ust lobIarda kansenn de blrhkte bulunabﬂdlgx ve yakia§zk 8 kat fazia_
goruldugu [SO] brongwlo alveoler tlp kanserierm aileden gehne klstlk akmger
hastahgl ﬂe 11151{111 olablleceg1 belu'tlimektedir [3 5] '

"~ 1.7.5 Beslenme

Akmger kanserinde beslenmemn etkili oldugu 1ler1 surulmektedlr ergok
ep1dem1y01031k gahgmada besm}e sebze a.hmmm akciger ve chger kanser nsklerml
orta derecede du§urdugu gostenlrmgm Bunlari takxp eden aragtxrma}arda retmoi
veya v1tamm A 1c;eren retanmdlerm onculu olan beta karoten akmger kansen nsklm
du@urmektedlr [50] Slgara 1g:enlerde serum beta karoten duzeylerl 1(;meyenlerden
duguk bulunmug;tur Bu du;sukluk beta karotenlenn 51garanm absorbsxyon ve
metaboilzma uzermdek1 etk181 nedemyle dLyeﬂe daha dug.uk ahmma bagiammwr
Retmmdlerm bm;ok (;ahsmada antlkarsm()jemk etklierl gostenimlgtxr Aynca v;,tamm
A eks;khgi solunum sxsteml epitehnde skuamoz metapiamye neden olmaktadxr
Yam nonnaldekl solunum 31stem1m d0§eyen epltel hucrelen ozelhklermr kaybedip
yasst hucrelere donugur Vltamm A fakiri dlyeﬂe beslenenlerde Vltamm A zenglm
besleneniere Iﬂyasla akcnger kanser l'iSkl 4, 6 kat daha fazla buiunmu§tur Vltamm C
ve seler_ayum_cksﬂdlg_l, _s_1yah ¢ay ve _kolest_ero_l de _so_rum}_u tui_uhnustu_r. _Bunun yar
stra yesil ¢ay _ti_i_keﬁ_xﬁi de quﬁyupu t_:tki gﬁs_ferir__[S_O]. I |




1.7.6 Genetik Yatkmhk

: Akmger kanserinin dunyada farkhlﬂdar gostermem s1gara kullammmm tek
basma etklh olmadlgtm genetik ozellxk}erm de akc;ger kansennde etkm oldugunu
gostermektedlr [21] Allesmde oykusu olan klsilerde ya§, cmswet 31gara Ve gevresel
maru21yet ile. ﬂglh duzeltmeler yapﬁdlktan sonra akcrger kanserl nskl aﬂe oykusu
oImayan klgﬁere gore 13 = -7 2 kat daha fazla bulunmugtur [55] ancx derece
akrabaiarmda akc:iger kansen olan klgllerde kanser geh;;tlrme nskz 2 4 kat
artmaktadlr Aﬂe oykusunde akcxger kansen buiunan kaduﬂarda nsk 5-7 kat
artmaktadlr Alle oykusunde akczger kansem bulunmasmm yanmda 31gara Igme

oykusu de varsa rzsk 30 kat artmakta aﬁe oykusu olmaksxzm sadece sugara oykusu

Evau'sa 15 kata kadar artmaktadir [3 5] Ancak bunun tamamen genetxk faktor}ere bagh

'olmadlgl akrabalarm aym ortamda bulunmasmm da etk131 oldugu dusunuimektedlr

Kromk karsmo_]en maruzzyeti sonucunda genetik yaplda hasar 01u§maktad1r
Hucreyl kanserlegmeye goturen hasarm temeimde hucre gogalmasml kontrol ‘eden
genierdeki deglgikhk yatar Aﬁesel yatkmhga neden olan genetlk deglglklﬂder
ozelhkle kansero_}enlerm aktwasyonunda ve. detoks1ﬁkasy0nunda rol ‘alan
enzunlerden sorumlu oian genlerde ortaya gikmaktadlr [56 57] Ancak akmger

kanserme neden olabllecek herhangl blr gen ortakhgz tesplt edﬁemenn,star [5 8}

1.8 Akciger Kanserinin Evrelendirilmesi

_ ~Kanserli hastaiarm tedavﬂenm p}anlayabﬂmek 19111 hastalarin prognoz
ozeihkierme gore gruplandmlmasma gerek duyulmug;tur ve bunun, sonucunda bir
evreieme msteml gehgtmlmwhr Ak01ger kanserl n;m bmncﬁ tumorun buyukkugu ve
yaylmma bolgesei lenf bez1 tutulumuna, uzak metastaz varhgma dayanan TNM
evreiendmne51 yapihm.s.tlr [59] Sonrakx yﬂlarda daha saghkh evreiendlnne
yapablhnek amac1yla TNM szstemlmn yemden gehstm}mesz 1le skuamoz buyuk
hucreh ve adenokarsmomiu (Kuguk hucreh dxsx Non—small cell NSCLC) hastalar
yapalacak tedav; e prognoz yonunden Evre IA IB 1A, IIB IHA iHB ve IV
§ekhnde snnﬂandmlmaktadlr Kuguk hucreh kanserh hastalarda TNM smteml
yerme VALG (Veterans Admmzstr atlon Lung Cancer Group) tarafmdan onenlen
ev_rcle_mg__ sl_st_eml_ _ku_l_lam_l_mak_tadlr, : Bun_a gbre h_astahgm konut_nu _g_og_us_kafesmm
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yarlsmda-(bir hemitoraksta) ise "sumrl" ve hemitoraksm 'dlslnda daha yaygm ise

yaygln“ olarak evrelendmh‘nektedlr ‘Bununla beraber TNM evreleme sistemi kuguk
hucreh hastalarda da kuilamlabllmektedzr [35} R

A.“."iéer kme'rterinjde evrsl_em.e '[3_5_1_ L

Evre 1: Tumor sadece akmgerm ku(;uk bir bolumunde gorulme hahdlr

.'o

o -

__ Evre lA Kanser sadece b1r akmgerdedxr

Evre 1B Kanser ya {a) ak(:lger 19111de buyur, ya (b) ak(:lgerm ana

bronga yayﬂlr ya da (c) akcagen kapiayan p]evramn 19 tabakasma

" :yayzhr

Evre 2 Hastahk en yakm 1enf bezelerme atiamls durumdad1r T

' o

0 .

Evre 2A Kanser goguste bulundugu taraﬂaki lenf bezlerme yayﬁ]r .
Evre 2B Kanser ya Evre 1B dek1 gzbldlr ve aym taraﬁakt lenf

i bezlerme yayllmlgur Veya kanser lenf bezlerme yayﬁmamxstlr ama

f sunlardan blr veya daha fazlasma yayﬁmlstxr (a) Gogus duvarma

._::-(b)Diyaframa veya (c) akczgerler arasmdakl pievraya, (d) kalbm

L .Z etraﬁndakl Zara ve/veya (e) ana br0n$a

. Evre 3 Tumor plevra veya 1k1 akc:1ger arasmdakn med1asten denen bosiuga

veya buradakl bezelere yayxlmlgsa bu durum 3 evredlr

o]

Evre 3A Ka.nser kendlslyle aym taraftaki ienf bezlerme yay11m1§tlr

Aynca $unlardan bu" Veya daha faziasma da yayxlmxg oiablhr (a)
g Gogus duvarma (b) DLyaframa, veya (c) akmgerler arasmdakl
: pIevraya (d) kalbm etrafmdakx zara (penkardzum ) ve/veya (e) ana

' | bronga

"-.Evre 3B Kanser koprucuk kemlgmln ustundekl 1enf bezlerme Veya
-gogsun kargl tarafmdakl 1enf bezlerme yay11m1§t1r ve veya §unlardan

| _bm veya, daha fazlasma yaylhmg.tlr (b ka]be (©) a§ag1 vena kava ve

" 'aorta (d) gogus duvarma (e) dlyaframa (f)trakeaya, (© stemum ve
: :yutaga Kanser aynca pievra tabakalan arasmdakl swxya da yay1]m1§

. olablhr

o Evre 4 Karamger kemik, bobrek Ustll bezi gxbx "uzak organlara yay;lm1§

durumudur
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1.9 Histopatolojik Siniflama

Eplte} hiicrelerden koken alan. tiimdrlere karsinom denilmektedir., Akmger

_kanserlermm buyuk bir gogun}ugu karsmomdur Ak01ger karsmomlan iki ana gruba

ayuhr kug:uk hucrelz dz;z (%80 4) ve . kuz;uk hucreh (%16 8) [60] Hlstolo_uk
knterlen baz aian bu suuﬂama khmk yaklag;lm Ve hastahgm prognozu ag:lsmdan
onemhd]r Kuc;uk hucreh d1§1 akmger karsmomiarmm tek b1r grupta toplanmasmm
nedem bu gmptakl karsmom tlplenmn prognoz}ar ve tedav1 yaklasnnlanmn benzer
olmasndlr Baghca ug: alt t1p1 gunlardzr Skuamoz hucrelz karsmom adenokmsmom

ve buyuk hucrelt karsmom

_ Blrmczl ak<:1ger kansermde tumor tlpmm bzhnmem tedav1 yontemmm
seg:ﬂmesx ve prognoz agismdan onemhdlr [61] Erkeklerde en S].k epldermmd kanser
(skuamoz hucreh karsmom) gorulurken kadmlarda en sﬂ( gorulen tumor
adenokarsmomdur {62] Adenokarsmom daha gok Qevresel yerle§1mhd1r Skuamoz
hucreh karsmom zse t1p1k olarak santral brong yerleslmh oldugu 1g:m h:ius ve

medzasten cwarmda 1zlemr f_ Buyuk hucreh karsmom genelhlde per:fenk

yerle§1m11dn‘ Kug:uk hucreh karsmom proksxmal hava yollanndakl yerle§nm ﬂe_

yme hﬂus ve, medlasten bolgesmde yerle.;m‘ ve oigularm %78'mde santral yerleglmh
radyolopk 1ezyon 1le kar.g;mnza g:lkar [63] Santral tumorier sxkhkia kug:uk hucreh
veya skuamoz hucreh penfenk tumorler 1se adenokarsmom veya buyuk hucreh

tlptedlr [35]

Akeigrer kanser tipleri [35]

. _-'-Bronkojenik karsinom %9095 * -
. Noroendokrm tumorler %5 :

. Mezenk:mal tumorler %2 |

o Metastatlk tumorler .
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1.9.2 Bronkojenik karsinom

o BronkOjemk karsmom brong epitelinden kaynaklamr Her iki cinste de en
olumcul mahgmtedlr Erkeklerde daha 31k goruimektedxr 4 alt t1p1 vardir. Bunlar
Skuamoz hucrell karsmom Adenokarsmom Kuguk hucr elz karsmom ve Buyuk

hucr eh kai smom 'dur :

Skuamoz Hucreh Karsmom Erkeklerde daha 31k gorulur Slgara kuliamrm
':1le yakm 111§k1hd1r Buyuk boyutta merkezx (santral) yerlesunhdn‘ Metastaz

biraz ge(;, oiur

. '-Adenokarsmom Kadmlarda ve 31gara lf;meyenlerde daha 31k goruien tlptll‘
) aha kug:uk boyutta Ve penferal yerlesxmhdir Spe51ﬁye edﬂemeyen ve

o bronkioalveolar alt tlplen vardlr

| o Bronkmalvealar Karsmom Tumor hucrelen aiveolar septay1 d0§er

temel alveolar yapl korunur Nad1r gorulen bxr t1p olup, daha (;ok

sagara 1gmeyenler ve kadmlarda gorulur [64]

. -'Kug:uk Hucreh Karsmom Bu gmp tumor hucrelenmn g:ogu norosekretuvar
:granui 1(}61‘11‘ En saldlrgan gruptur Bununla beraber kemoterapiye yamt
L 1y1d1r Kug;uk hucreh akmger kansen daha saldlrgan seyxrh bu tumor olup,

> 'uzak metastaz oram daha yuksekt}r Bu tumor grubu sxkhkla kemoterapl

_' ve/ veya radyoterap1 1le tedav1 edﬂlr [65]
. _Bi_jy_iik_H_iicrel_i_ _Ka;fsin_om_: _Anaplastikti_r, Farkl__ﬂ_é_l_srné ypkhir. | e e
1.9.3 Noroendokrin Tiimbrler

Tumerlet Iyi huylu noroendokrm tumordur Endokrm hucrelerm yer1e§1k

(Iokahze) 90 galmas1 veya kug:uk karsmmd kabul ed1hr -

Karsmmd Tumor Santral penferai atlplk t}plen vard1r |
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1.9.4 Diger ve Mezenkimal Tiimorler

' Hamartom mﬂamatuvar pseudotumor kondrom hpom teratom, leyoxmyom

endometnoms g1b1 tumorler ornek Verﬂeblhr Bunlar iyi huylu tumorlerdu

1.10 Akciger Kanserinde Giriilen Molekiiler Anomaliler

_ ' Saghkh b1r akczger hucresmm mahgn ‘hale donus,;umune blrgok genetxk
:deglg;im neden olablhr [66} Akcxger kansermm baglama& ve ﬂeriemem hucre
dongusu ve programh hiicre - olumunde rol oynayan ras, myc, ’ocl—2 erbB—2 g1b1
onkogenlerm faz}a 1fadelenmesz ya: da 953 RB p16 g1b1 tumor baskﬁaywl genlerm

ekmkhgz 11e 111§k111d1r [67} Tumorqemk surecm anlas;lmasmda mmor hucrelernu

tetlkleyen genlerm karakterlze ed1lme31 ve behrlenmem onemhdlr [68] Geg:ug]mm'

20 yd boyunca akmger kansen ge]:grmmde rol oynayan genler; tammiamak 19111
olduka;a fazia g:aba sarf edﬂrnesme ragmen mutasyon tagldlgz tesplt edﬁen genlerm
saylsl akcxger kanserme neden olan genlerm tahrmm sayxsma klyasia g:ok sm1r11

kahnakta bu da akmger kansen tedavﬂermdekx 1Ierlemeler1 yavaglatmaktadlr [69]

Akmger kansenmn altmda yatan ge§1t11 sebepler arasmda tumor supressor
genleldekl (TSG) mutasyonlar ve deglglkhklen 1g:eren faktorier Vardlr [70]
yuzden molekuler teshisler yardlml ﬁe bam akm ger kanser tiplerznm tamsz yapxiabzhr
[71] p53 RB Ve p16 genierl akmger kanserlermde kromozom delesyonlan 1g:1n
bag;hca hedef o}arak kabui edlllr ve bunlar b1r gok 51t0genet1k ve. molekuler

gahgmaiarla behrlenebﬂmektedir [72]. Omegm 1nsan 3 kromozomunun klsa kolu

akcxger tumorlermm olu§umunda onemh rol oynad1g1 dugunuien bn.' bolge (3p21 3)_

1g:ermekted1r [73] Bu bolge. akczger ve gogsun premahgnant Iezyorﬂannda ve kanser
hucre hatlarmda genetik harltalama axacxhgn 11e tammlanmmtxr ve homoz1got
deIesyonlarl kapsad1g1 tesplt edlhmstn‘ [70} Yaklagik 630 kb’ilk homomgot
delesyon ta§1yan bu bolgede birden fazla TSG tammlannng;m {74} dolayisiyla bu

bélgenin kaybmm tespltl akmger kanserme yatkmhk 19111 kuﬂamlabﬂecek b1r 1pucu_

olabilecektn‘

Akmger kansermde kromozomal delesyonlar LOH (heter021gotlugun kaybr)
ve HD (homozigot delesyon) §ek1mde kargimlza glkmaktadlr ‘HD’a ugrayan aday
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tumor suppressor genlerden bazﬂam DUTTI FHIT GNAIZ Sema 1v, BpK BAPI
MTAP, SMAD2, SMAD4 ve p53 genlenchr [72]. LOH sekhnde olan kromozomoi
'delesyonlara ugrayan genlere omek olarak p73 VHL PRLTS HICI verllebihr [72}
3p21 3 boigesmde LOH’un . yaygm olma31 ve ak01ger kanser gehgm}mde erken
saﬂ1alarda rastlanmasz bu bolgenm akczger kanserxyle a]akah tumor baskxlayim

genlen bulundurduguna 1$aret etmektedar {75]

111 X-Y Kromozomlan ve Kanser

| Insanogiunun kokemnln ara.stmhnasmda ‘DNA molekuiu yapltagu ohna
:ozelhglyle buyuk blr oneme sahxptlr Bu nedenle DNA zmc;rlennden olusan
;kromozomiar ozeihkle c1n51yet1 beiu'leyen kromozomlar blhmsei ara§t1rmaiar 19111

:en onemh materyallerdlr

_ Kromozomlar kadln “ve: erkeklerde I’den 22’ye kadar aym $ek11de
numaralandzrﬂu Bunlar otozomlar oiarak zsxmlendmhr 23 uncu glﬁ kromozomlar
kadm ve erkek}erde farkhdlr ve bunlar cmmyet kromozomlan olarak 151mlendmhr
Bmsz X kromozomu, dlgen 1se Y kromozomu oimak uzere 1k1 gesrt cmsxyet
kromozomu vardir [76] X veY kromozomiarmm birblrlermden farkh genetlk
yapllan bulunmaktadlr Y kroinozomu (;ogu sperm uretnmnden ve erkeldigi
tammlaylcl dxger ozelhklen oiugtunnadan sorumlu genlerden 1baret b]l'
kromozomdur Gen zenglm X kromozomu 1se renk korlugu kas geh§nm sorunlarl
ve 1k1 yuzden fazla 21h1nsel bozukluk g1b1 mutasyon}arla lhg;kxh oldugu tahmm edxien
yakla§1k {i¢ yuz genetlk hastahga ve bozukluga kar;;l erkeklerl savunrnas1z haie
getird1g1 icin msan vucudundakl 23 kromozom arasmda uzermde en gok g:ah$1land1r
[77}

= Kadmlar her bir ebeveynlennden gelmek uzere toplam iki X kromozomuna

sahlpken erkekler armeiermden geien b;r X ve babalarmdan gelen blr Y

kromozomunu taglmaktadir ng;l bn‘eyler X kromozomlarmdan 1k1 kopyaya sahlp

olmalan nedemyle X—e bagh gen. urunlenm de ﬁu kat fazla uretme potan31yehne
sahlptzr X—Kromozom maktlvasyon (XCI) 1le d1§1 bireylerm embnyomk gehgumn

erken donenﬂermde ki X kromozomundan ‘bir tanesmm —gen expresyonu
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engeilenerek inaktif hale getmhr Boylece sadece bir X kromozomuna sahlp
erkeklerle 1k1 X kromozomuna sath digiler axasmdalu X kromozomu dengesi
saéianmxs olur, Bu durum yaplsal olarak ﬂk kez 1949 da Murrey Barr tarafmdan
tesplt edﬂml§t1r [78] 1961 yﬂmda Mary Lyon bu 0131mc1klerm makt:f X
kromozomian oldugunu ortaya koymugtur [79] T R

Diizensiz X kromozom inaktivasyonu (Skewed X Chromosome Inactivation:
{SXCD ile ilgili birkag tane mekanizma 6ne siiriilmiistiir ve bu mekanizmalarin
dnemi hakkinda ¢ok az bilgi meveuttur, SXCI'min yumurtalik kanseri ve BRCA1
mutasyonlart ile baglantih olabildigi bilinmektedir {80, 81]. Kristiansen ve ark. [82]
geng gbiis kanserli bireylerin kan hiicrelerinde yapilan ¢aligmada SXCI sikligimin
artmasma_ paralel olarak erken donemde gogiis kanserinin gelisimi ile alakali
olabilecegi tne siiriilmiistiir. Son yapilan ¢aligmalarda 60 yas ve daha yaslt olan
kadimnlarda, geng bireylere oranta SXCI frekansinin daha yitiksek oldugn saptanmustir
[83]. Kadinlarda kan hiicrelerindeki SXCI, erken dénemde akciper kanserinin
gelisimi ile alakalidir, Akciger kanseri de dahil olmak tizere bazi kanser tiplerine
yatkinh@in saptanmasinda kadinlarda X kromozomu inaktivasyonunun izlenmesi

yararh olabilecektir [83].

Buller ve ark [80] raporlarinda, BRCAI mutasyonlarinda ve ovaryum
kanserlerinde kadinlarin somatik dokusundaki X-kromozom inaktivasyonunun
rastgele olmadifim buldular. Bu aragtirmacilann ilging Snermesine gore; rastgele
olmayan inaktivasyonlar gozlendiginde, X kromozomunda aday tiimér baskilayici

genlerin var olabilecegini ve bu nedenle kanser geligiminin gozlendigi saptanmigtir
[81, 83].

Yaklagzk olarak 6 pm uzunlugunda oian X kromozomunda 155270560
nukleotld 1529 gen bqunmaktadLr [84 85]. X kromozomunun yaplsal
duzensnzhkien sonucunda, Wzskott-AEdnch AIport sedromu, Becker s muskuler
dzstroﬁ Sentronuk]eer mlyopatz Charcot Lowry sendromu Duchenne muskuler
distrofi, Fabry hastahgl Klnlgan X sendromu, GIukoz-G-fosfat dehldrogenaz
eks;khgi Hemoﬁh Menkes hastalifi, -Ornitin . transkarbamiiaz yetmezhgi Rett

sendromu, Spinal ve bulbar miiskiiler atrofi, X *e bagh _agammaglob_uhnenn (Bruton

16




hastahgl), X’ bagh 31derob1ast1k anemi, Leber heredlty optlk noropat1 glbl bm;ok
hastahklar meydana gelmektedn' [81 86 87] | R -

_ WlSkOtt—AldriCh sendromu unmun yetersmhkle karakterize X’e bagh resesxf
bxr bozukiuktur Ve bu hastahkta kuguk kan puicuklany}a b1r11kte tromb051topem ve
ekzema mevcuttur Wlskott«Aidnch sendromundakl gcnetxk bnzukiugun Xpll 23’te
oldugu gostenhmﬁt}r Wlskott Aldrlch sendromiu hastalarda hayatln 30 y1h
-u,:erismde mahgmte gehsme nskl yakla§1k %100 dur [88]

. Losermh hastalarda Avrupa kapsammda standart erkek klZ vaka oranlarl
ortaiama 1 22 dn' Bu bulgu ozelhkle gocukluk gagl 1osemﬂerde g:ok behrgm olup
hastahk erkeklerde yakla§1k %20 oramnda daha fazla goru}mektedzr [89} V1anna ve
arkadaglarmm yaprmg oldugu qahsmamn sonug: bolumunde gocukiuk c;agl
kanserlermm ve ozelhkle Hodgkm hastahgmm erkeklerde daha fazla gorulmesunn
bzr nedem olarak erkeklerde behrsm seyreden (X kromozomunda) g:eklmk gen

tamymzhgxmn daha fazla olabﬂecegl gom§u behrtﬁmlgtlr [90]

: . .3 Insan Y kromozomu yaklaguk 60 m;lyon cwarmda nukleotid n;ermesme
kargiﬂ, dlger kromozomlara oranla gen say131 en az kromozomdur [91 92]
kromozomu yapisal olarak X’den kur;uktur [93] Y kromozomu haploxd genomun
%2-3 unu olusturur Klsa (Yp) ve (Yq) koidan 01u5an akrosentnk bir kmmozomdur
[94 93], Y kromozomu erkek karaktenst:k ozeihklermm genetik behrleylcm olarak
roi oynamaktadlr [96] Y kromozomunda Pseudootozomal bolgeler (PAR),
Okromatlk boige Heterokromat;k boIge olmak uzere ug: bolge tammiannugt;r
Heterokromank bolgede fazla oranda tekrar d1z1ler1 buiunmaktadlr Okromatlk bolge
1se sayz olarak daha fazia tekrar dlzﬁen olmasma ragmen cmSiyet behrlenmesz
gonadoblastoma boy kontrolu T umer stlgmata ve. spermatogenez 1le 11g111 genlerl
1g:ermekted1r [94 95, 97] Kromozomun Yp ucuna yerle§en PARi 2. 6Mbp, Yq
ucuna yerle§en PAR2 ise 0 4Mbp nukleotld 1g:ennekted1r [98} Bu bolgelerm X
kromozomu uzermde homologian bulunmaktadlr . Mayoz suasmda Y
kromozomunun sadece bu bolgelen rekombmasyona ugramaktadlrlar [95 97] Y
kromozomunun bu bolgelerl (PARI PAR2) d1§1nda kalan %95°1ik . klsml
rekombmasyona ugramamaktadir [94 99 100, 101] - Bu, bolge Y‘mn

rekombmasyona ugramayan b01g631 (NRY non—recomblmng reglon of the Y
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chromosome) olarak bilinmektedir [102]. - Son yillarda aragtirmacilar bu bolgeyi
Yenin erkek ozgul bolgesx (MSY male«-speaﬁc reglon of the Y) olarak
adlandlnnaktadlr [99 101 102} ' o o

| Yakiaslk olarak 23 nulyon baz g:lftmden olu§an MSY ug bolume aynlm}gnr

{92 102] Bunlar X~transpoze bolge X dejenere bolge ve amphkomk bolgedlr.

MSY‘mn % 15 1n1 kapsayan X- transpoze bolge evrlm surecmden X kromozomundan
koken alml§t1r X—transpoze boige X kromozomunda bulunan Xq21 boigesme % 99
oramnda benzemektedlr {1 03] Bu bolgede 2 gen bulunmaktadn‘ [1 02] :

X dejeneratlf bolge MSY‘ % 20’51111 kapsamaktadlr X—degeneratif boige

'.evnmsel suregte dejenerasyona ugramlg dlzﬁerm varhgiyla zglevsel ozelliklen
_kaybolan bn:gok psodogenm de bulundugu 27 tek kopya genlen 19ermektedtr X—
-transpoze bolgede bulunanlar dahﬂ olmak uzere tum bu genlez X kromozomundakl
_'benzerlerl 113 homolojl gosterlr 27 genetlk bmrnden 14 tane51 transknpmyona

3ugrama yetenegme sah1p olup, her bms1 tek kopya ola:rak buiunur {102}

Y kromozomunun klsa kolunun PAR bolgesmln yakmmda erkek cmsxyet
gelxgnmm kontrol eden 01n51yet behrleyen Y boigem (SRY Sex-determmmg regzon
of the Y) ach Verllen onemh blr gen bulumnaktadlr SRY embrzyonun farkhiagmamls
gonadal dokusundan testlsierm 01u§turulmasml ba§}atan testls —behrley101 faktorunu
(TDF tesns determmmg factor) g;ifrelemektedlr [104] Memehlerde seks
kromozomlan SRY genmm memeh X kromozomu uzermdekl yapxsal blr homolog
olan SOX3 gemmn faxkhlag.mas; xle ortaya glkar [1 04 105] Kar§11a§tirma11 zmcn‘
anahzlen SRY ve SOX3 un progemtor genden gelchglm buna ka;r;uhk daha fazla
evrlm geg:mmg olan SRY mn erkek behrleylcl fonk31y0n kazand:gi ve bunu

surdurdugunu gosterrmgtlr [104].

Baz: erkek bireylerin iki X kromozomuna sahip olup, Y kromozomu
tagimamas: gozlenen bir durumdur. Bu erkek bireylerin Y kromozomunun SRY
bolgesi X kromozomunun yapisina katthmigt,.  Aym durum bayanlarda da
gozlenmektedir. Bir X ve bir Y kromozomu tagiyan digi bireylerde Y

kromozomunda bulunan SRY bélgesi kayiptir [106].
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Kisaca erkeklerde SRY bélgesinin Y kromozomundan X’e transfer oldugu,
digilerde ise bu bdlgenin delesyonlar: veya mutasyonlari saptanmigtir [107]. Cinsiyet
“kromozom bilesimlerinin, beklenen cinsiyet fenotipine uymayan nadir baz
bireylerde, SRY genine ait DNA dizilerinin varligimn veya yoklugunun
tanimlanabilmesi, SRY nin erkek cinsiyet belirlenmesinden sorumiu gen oldugunu
ortaya koymusgtur {102]

MSY‘ %30 uny . uguncu bolge olan anphkon bo}ge olu§turmaktad1r_
_Amphkon bolgede genel olarak test1slerm geh§1m1 ﬂe alakah genler buiunmaktadxr
Bolgemn amphkon ady venIen dlrek tekrarlayan dlzliere [94] sahxp oh‘nasmdan
dolayi Amphkon bolge ad1 ver11m1§t1r [ 102] Bu boigede bn‘gogu g:ok kopyah oiarak
temsﬁ edﬂen 9 gen aﬂesme bolunmus 60 transknpmyon bmnu bulumnaktadlr [106]

jHer axlenm uyes1 %98 den fazla benzer DNA dizﬂenne Sahlptli‘ Omek oiarak DAZ
'gen grubu, PRY BPYZ TTY2 CDY ve RBM mn kopyalanm 1gennekted1r [108}

Ailelerinde 'Y kromozomu mikrodelesyonu olmamasina ragmen Y
kromozomu delesyonu olan kigilerde, Y kromozom instabilitesinde ve hatta
testikiiler kanser olugumunda genetik etiyolojideki farklibklarnin rol aldig
diistintilmektedir [109, 110].

Testisin skrotuma inigindeki yetersizlik, erkek iireme sisteminin en sik
rastlanilan kongenital rahatsizhiktir. Kriptorgizm olarak adlandirilan bu hastalik,
testikiiler kanser gelisimine ve sperm sayisinda azalma ile infertiliteye sebep
olmaktadir [111, 112]. Normal spermatogenez i¢in Y kromozomunun uzun kolunda
bulunan &kromatik bolgedeki (Yqll) gen gereklidir. Y kromozomundaki
mikrodelesyonlar, primer testikiilopatilerin 6nemli bir genetik nedenidir [113].
Giincel olarak kriptorgizmin Y kromozomu mikrodelesyonun bir sonucu olarak
gelisebilecei One stiriilmiiy bunun 6tesinde bircok ¢alismada Y kromozom

mikrodelesyonu ve kriptorgizm olgulan da rapor edilmigtir [108].

Bobrek hiicreli kanserin (BHK); Papiller BHK, Kromofob BHK, Papiller
Adenom, Onkositom olmak tizere 4 patolojik tiiriinde siklikla Y kromozomu kaybi
gbzlenmigtir [114, 115].
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Kronik Myeloid Losemi (KML), multipotent kok hiicrelerin neoplastik
transformasyonundan ortaya ¢tkan klonal myeloproliferatif bir hastaliktir. Kronik
myéloid losemi (KML), olgularinin %95’inde olusan kromozom 9 ve 22 arasindaki
resiprokal translokasyon 1(9;22)(q34;q11.2) sonucunda meydana gelen Philadelphia
(Ph) kromozomuyla tammlanmaktadir {116]. Hastalik blastik faza ilerlediginde
vakalarin yaklagik %85’inde ek kromozomal anormallikler gelistigi bilinmektedir.
Yaygin kromozomal anormallikler; trizomi 8, ekstra Ph, (+Ph), izokromozom 17,

trizomi 19, trizomi 20, Y kromozom kaybs, trizomi 17, monozomi 7, +21°dir [117].

X ve Y kromozomunun cesitli kanser tiirlerinin olusumunda ya da
gelismesinde 6nemli rol oynadigs bilinmektedir. Giinlimiizde biitiin diinyada kanser
ile baglantih genlerin tam yerlerini saptamak, karakterize etmek ve canh
sistemlerdeki islevleri tizerinde arastirmalarda bulunmak igin biiytik miktarlarda ¢aba
ve kaynak harcanirken akcifer kanseri gibi 6liimeiil bir hastalifa sebep oldugu
tahmin edilen bir DNA bélgesinin bu baglamda analiz edilmesi elzem olarak
degerlendirilmelidir. X (Xq21) ve Y (Yp11.2) kromozomlar iizerinde bulunan ve
akciger kanserojen genleri {izerine yapilan bir 6n ¢aligma sonucu akciger kanseriyle
cok vyiiksek korelasyon (ve difer yaygin kanser tipleriyle de cgesitli oranlarda
korelasyon) gosteren bu bolgenin herhangi bir kanserle olan iligkisi lizerine bir
calismaya veya bu bilgeye ait her hangi bir karakterizasyon ¢alismasina literatiirde

rastlanmamigtir

Calismarmz kapsaminda bir akciger kanserojen aday geninin (TUSC2) en
biiylik ekzonuna %90 oraminda benzeyen, mRNA’s1 bulunmayan ve yapilan bir 6n
caligmada akcifer kanseri ile yitksek oranda korelasyon gosteren Xq21-Ypll.2
lokusunun daha bitylik populasyonlarda korelasyonun belirlenmesi ve bu lokusun

molekiiler analizinin yapilmasi hedeflenmigtir.
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2 GEREC VE YONTEM

2.1 Kullamilan Kimyasallar

Bu g¢aliymada kullanilan kimyasallar Sigma, MBI Fermentas, Applichem,
Carlo Erba, Amresco, Merck ve QIAGEN firmalari tarafindan saglanngtir,

2.2 Kullamlan Ornekler

Caligmada kullanilan kan ornekleri Bursa Ali Osman Sénmez Onkoloji
Hastanesi ve Balikesir Ozel Hastanesinden temin edilmigtir. Arastirmada kontrol
grubu 20 - 40 yag araligindaki 159 bireylerden olugmaktadir, Bu bireyler her iki
cinsiyete ait olup, kanser ve sigara gegmisi bulunmayan kisilerden olusmaktadir,
Kanser hastalarina ait kan drnekleri ise 20-65 yas aralifinda kanser teshisi konmus
137 goniillii hastadan temin edilmigtir. Kan &rnekleri genomik DNA (gDNA) izole
edilinceye kadar EDTA’l1 tiiplerde 20°C’de muhafaza edilmistir.

2.3 Kullamilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Calismaya baglamadan 6nce ependorf tiipleri, PCR tiipleri, pipet uglari, cam
malzemeler 121°C’de 20 dakika siireyle 1 atm basingta otoklavlanarak steril edildi.
Pipet uglar, ependorf tiipleri, PCR tiipleri ve cam malzemeler etiivde 80°C’de 1 saat
bekletilerek kurutuldu. Pipet ve ¢alisilan yiizey %70°1ik alkol ile temizlendi.
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2.4 Kandan Genomik DNA izolasyonu

Kanserli hastalardan ve saglikl bireylerden temin edilen kan orneklerinden
genomik DNA (gDNA) izolasyonu hem klasik ydntem (manuel) hem de kit ile
denenmigtir. Qiagen firmasina ait DNeasy Blood Mini Kiti (Katalog No: 51104)
bazi Omeklerde daha yiiksek verimli PCR sonuglarn vermesi agisindan tercih
edilmigtir. Bu durumda gDNA jzolasyonu, kitin kullanma kilavuzu takip edilerek
yapilmigtir. Manuel gDNA izolasyonu zaman alici olmasma ragmen bazi 6rncklerde
kite nazaran daha verimli PCR sonuglart verdigi igin ve ¢ok fazla gDNA’ya ihtiyac
olan durumlarda (bazi 6rneklerde PCR basaril sonuglar vermediginde) cok cesitli
faktorleri test etmek gerektigi igin kullamlmigtir. Bdyle durumlarda manuel yontem

daha ucuz oldugu igin tercih edibmistir.

Manuel metod olarak Miller ve arkadaglarinm [118] tarif ettigi yontem kiiciik
degisikliklerle agagidaki gekilde uygulandi: 500 pL EDTA’I kan 6regi 2 uL’lik
ependorf tiiplerine konuldu. Uzerine 1300 plL distile su pipetle eklendi. 5 dakika
iyice vorteks yardinm ile galkalandi. 10 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Ustteki
swvi dikkatlice pipetle gekilerek atildi. Cokelti iizerine 1000 plL distile su eklendi ve
1 dakika vorteks yardimu ile iyice galkalandi. 10 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi.
Ustteki sivi dikkatlice pipetle gekilerek atildi. Cokelti tizerine 250 uL gekirdek lizis
tamponu (Tablo 2.1), 20 pL %10°luk SDS (Tablo 2.1) ve 20 pL Proteinaz K
(10mg/mL) eklendi ve tiip alt-tist edilerek kangtinldi. Ependorf tiipii 72°C*deki su
banyosunda 10 dakika bekletildi. Ependorftiipe 175 uL  doyurulmus amonyum
asctat (Tablo 2.1) eklendi ve 1 dakika alt-tist edildi. Oda sicakliginda 15 dakika
bekletildi. 4500 rpm’de 20 dakika santrifijj edildi. Ustteki siipernatant baska bir
ependorf tiipiine dikkatlice pipet yardimi ile aktarildi. Uzerine 1000 pL %95°lik
etanol eklendi. Ependorf tiipii yavagea alt-tist edildi. DNA’mn belirmesi gézlendi.
13000 rpm’de 10 dakika santrifiyj edildi. Ustteki stvinin tamanm pipet yardimi ile
atild. Cokelti tizerine 250 pL %75’lik etanol ilave edilerek ¢okelti yikandi. 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki stvinmn tiimii pipetle gekilerek atild:.
Cokelti eppendorf tiiplerin agzi agilarak oda sicaklipinda 30 dakika bekletilerek
kurutuldu. Uzerine 200 pL TE eklenerek gDNA gerektiren uygulamalar icin

kullanima hazir hale getirildi.
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Tablo 2.1. Genomik DNA Izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlaniglar
(Tris-base 10mM, NaCl 400mM, Na,EDTA 2Mm)

" , KOMPOZIiSYONU, OZFELLIKLERI
COZELTI VE HAZIRLANISI

22.2g NHyAc distile su ile 30 mL’ye

Doyurulmus Amoyum Asetat | (3mamiands. Manyetik kanstiricida yaklagik

A
(NHiAc) 40°C‘de ¢oziildii. Filtrasyon yoluyla steril

‘edildi. +4°C‘de sakland.

100 pl Tris-base, 4MI NaCl, 40 pL. Na;EDTA,
Cekirdek Lizis Tamponu | 5860 L distile suda ¢oziildii. 121°C’de 20

(pH 8.2) | dakika otoklavianarak steril cdildi. +4°C*de
{ saklanda.
%10°luk SDS | 10 g SDS 100 mL olacak sekilde ihitilmis distile
' su ile tamamlandi.
Etil Alkol Mutlak alkole swrasiyla 25 ml ve 5 mL steril su

0 b H 0 1
(%75°lik ve %95°lik) oklendi.

2.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonlarmda kullamilan primerler yerli sirketler aracilifiyla
Integrated DNA Technologies (A.B.D.)) firmasindan temin edildi. PCR°da
kullanslacak malzemeler ¢aligma esnasinda buz iizerinde muhafaza edildi. PCR
hazirlanirken komponentleri tasiyan tiipler agilmadan Once santrifiij yapildi. Boylece
eldiven ve pipetlerin kontaminasyonuna engel olundu. PCR son reaksiyon hacmi 50
uL olacak sekilde bilesenler bir PCR tiipline konuldu. Reaksiyon tiipline en son
DNA konuldu, Reaksiyon tiipiine DNA eklenirken hava kabarcif: olugmamasina

dikkat edildi. PCR tiiptine konan komponentlerin iyice karigmast ig¢in ¢ok kisa
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santriftlj yapildi. Tiipler PCR cihazina yerlestirildi. Tablo 2.2°deki PCR déngii
kosullar1 segilerek reaksiyon baglatildi.

Tablo 1.2. PCR Déngii Kosgullari

PCR DONGU KOSULLARI
94°C 5 dakika I devir
94°C 20 saniye
55°C 20 saniye 35 devir
72°C 40 saniye
72°C 10 dakika 1 devir
+4°C 18 saat

Baz: bireylerde PCR sonuglar1 optimize edilmis primerlere ragmen negatif
almdi@ icin yeni primerler dizayn edildi. Bu yiizden aym gDNA &rnegi ile farkh
primerler kullanilarak farkli PCR reaksiyonlan gergeklestirildi,

2.6 Primerlerin Dizaym:

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullamlmak tizere spesifik primerler,
Primer3 web tabanhi biyoinformatik programi [119] kullamlarak dizayn edildi.
Primerler dizayn sirasina gore Xq21, XY664, XY927, XY929 ve XY889 olarak
adlandirild.

2.6.1 Primerlerin Kullanima Hazirlanmas:

Liyofilize olarak teslim alman primerler 13000 rpm‘de 10 saniye santrifiij
yapilarak kuru ¢okeltinin tiipiin dibinde toplanmas: sagland:. 1 mL TE veya steril saf
su eklendi ve pipetaj yapildi. Hazirlanan primerlerden 200 pL’lik istenilen

konsantrasyonda (¢oguniukla 5 pM) ¢aligma soliisyonlari hazirland:.
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2.6.2 Xq21 Primeri ile lgili PCR Optimizasyonlan

Daha onceki ¢ahgmalarda optimize edilmis Xq21 primerlerinin niikleotit
dizileri, molarite ve konsantrasyon hesaplan Tablo 2.3‘de goriilmektedir. PCR
reaksiyonu igin hazir hale gelen primerlerle yamilan PCR komponentleri ve
konsantrasyonlar: Tablo 2.4’te gdsterilmigtir. Daha 6nce optimize edilip basarith
sonuglar veren Xq21 primerleri (Tablo 2.3) ile yeni bireylerde (saghikh ve kanserli)
yapilan tiim PCR sonuglars negatif ¢ikti. PCR protokolii ve ilgili fakidrler
degistirilerek yapilan tekrarlarda sonu¢ degismedi. Degistirilen PCR protokolleri
Tablo 2.5 ve Tablo 2.6’da gosterilmistir.

Tablo 2.3. Xq21 Primerinin Niikleotit Dizileri, Molarite ve Calisma Soliisyon
Hesaplari

Xq21 primeri-L Xq21 primeri-R

Niikleotid | GTGTGGCTTCCATTAAGGG | TCAGACTCTGCCATGACATC
Dizileri

Molaritesi ' 28.8 uM 25 uyM
Calsma | 99 1, stok + 190.1 uL TE 9.02 L stok + 190.98 uL TE
Soliisyonu
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Tablo 2.4. Protokol 1 igin PCR Bilegenlerive Konsantrasyonlar1

PCR Bilesenleri(Protokol 1) Konsantrasyon
6 uL NH3S04 Tampon 10X

5 pL primer 1 10 pmol/ uL

5 uL primer R 10 pmol/ pL.

3 puL MgCh 25 mM

4 uL dNTP 2.5mM

2 pL. DMSO -

3 pL kalip DNA -

0.6 puL Taq polimeraz 5 linite

23.4 pL dH;O -

Tablo 2.5. Protokol 2 i¢in PCR Bilesenlerive Konsantrasyonlarn

PCR

Bilegenleri (Protokol 2) Konsantrasyon
5 uL NH,804 Tampon 10X
5 pL primer L 10 pmol/ pL.
5 pL primer R 10 pmol/ uL.
3 uL MgCl, 25 mM
4 pL. dNTP 2.5 mM
2 uL DMSO -
8 pL kalip DNA -
0.5 ul, Taq polimeraz 5 iinite
17.5 pL. dHO R
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Tablo 2.6, Protokol 3 i¢in PCR Bilegenleri ve Konsantrasyonlari

PCR
Bilesenleri (Protokol 3) Konsantrasyon
5 pL NH2804 Tampon 10X
5 uL primer L 10 pmol/ pL
5 pL primer R 10 pmol/ pL.
3 uL MgCl, 25mM
4ul. ANTP 2.5mM
2uL. DMSO R
| 12.5uL kalip DNA -
105 L Taq polimeraz 5 {inite
13pul. dH,0 -

Xq21 primer seti yeni birey gruplarinda (saglikli veya kanserli) hig bir sekilde

Girtin vermeyince XY664, XY927 ve XY929 adl: yeni primer setleri dizayn edildi.

2.6.3 XY664 Primeri ile ilgili PCR Optimizasyonlan

XY664 primerinin ¢aligma soliisyonu Tablo 2.7°de belirtildigi gibi hazirlandi.

PCR reaksiyonu igin hazir hale gelen XY664 primer seti ile yapilan PCR protokolit

ve ilgili faktorler degistirilerek yapilan PCR’larda kullanilan protokoller Tablo 2

8’de gosterilmistir,
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~Tablo 2.7. XY664 primerinin niikleotid dizileri, molaritesi ve galigma soliisyon

hesaplart
XY664 primeri-L XY664 primeri-R
Niikleotid
Dizileri CAAGGTTTGCCTTCTTCCAG | CCATGACATCATCGTGGACT
Molaritesi 25 uM 25 uM
Calisma
Soliisyonu 37.72 uL stok + 165,28 uL TE | 33.22 pL stok + 166,78u1. TE

Tablo 2.8. Protokol 1, 2 ve 3 i¢in PCR Bilesenlerive Konsantrasyonlari

PCRPROTOKOL 1 PCRPROTOKOL2 |PCRPROTOKOL 3
6 pLNH4S04 Tampon | 5 pL. NH,SO4Tampon 5 pL NH,4SO4Tampon
5 puL primer L 5 pL primer L 5 uL primer L
5 pL primer R 5 pL primer R SuL pﬁmer R
3 uL. MgCl, 3 pL MgCl; 3 pL MgCl,

4 pL dNTP 4 uL dNTP 4 u1, dNTP
2 uL DMSO 2 ul. DMSO 2 . DMSO
3 uL kalip DNA 8 uL kalip DNA 12.5 pL kalip DNA
0.6 plL. Tag polimeraz 0.5 uL. Taq polimeraz 0.5 pL Tag polimeraz
23.4 puL dH;0 17.5 pL dH,0 13 pl. dH,0

2.6.4 XY927 Primeri Ile ilgili PCR Optimizasyonlan

XY927 primerinin galigma soliisyonu Tablo 2.9°da belirtildigi gibi hazirland:.

PCR reaksiyonu igin hazir hale gelen XY927 primer seti ile yapilan PCR protokolii

ve ilgili faktSrler deistirilerek yapilan PCR’larda kullamlan protokoller Tablo 2

8’de gosterilmisgtir.
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Tablo 2.9. XY927 primerinin niikleotit dizileri, molaritesi ve ¢alisma soliisyon

hesaplan
XY927 primeri-L XY927 primeri-R
Niikleotid
Dizileri | CAAGGTTTGCCTTCTTCCAG | CCATGACATCATCGTGGACT
Molaritesi 25 uM 25 uM
Calisma
Soliisyonu | 19.23 pL stok + 80.77 uL TE 16.18 pL stok + 83.82 uL TE

2.6.5 XY929 Primeri ile flgili PCR Optimizasyonlar1

XY929 primerinin ¢alisma soliisyonu Tablo 2.10°da belirtildigi gibi

hazirlandi. PCR reaksiyonu i¢in hazir hale gelen XY929 primer seti ile yapilan PCR

protokolii ve ilgili faktérler degistirilerek yapilan PCR’larda kullanilan protokoller
Tablo 2 8’de gbsterilmistir.

Tablo 2.10. XY929 Primerinin Niikieotit Dizileri, Molaritesi ve Calisma Soliisyon

Hesaplari
XY929 primeri-L XY929 primeri-R

Niikleotid

Dizileri CAAGGTTTGCCTTCTTCCA | CCATGACATCATCGTGGACT

G

Molaritesi 25 uM 25 uM

Calisma
Soliisyonu | 15.20 uL stok + 84.70 pL. TE 17.36 pL stok + 82.64 uLL TE
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2.6.6 XY889 Primeri ile Tgili PCR Optimizasyonlarl

XY889 primerinin cahgma sollisyonu Tablo 2.11°de pelirtildigi gibl
hazirlandi. PCR reaksiyonu igin hazir hale gelen XY$89 primeri seti ile yapilan PCR
protokolil Tablo 2.8°de gosterilmistir.

Tablo 2.11. XY889 primerinin niikleotit dizileri, molaritesi ve galigma soliisyon
hesaplari

- XY 889 primeri-L XY889 primeri-R

Niikleotid GTGAGTGGTTCAGTCCT GGACTATTTACAAACCTTCATA
Dizileri GTGATATT TTCCTTT

Molaritesi

Calisma

Soliisyon 34.4 pl stok + 165.6 pL. TE 36.7 pL stok + 163.3 uL TE

2.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi igin yerli firmalar araciligiyla temin edilen Atto
marka (Tokyo, Japonya) elekiroforez sistemi kullanildt. Agaroz Applichem
firmasindan, TBE icin gerekli olan Tris-base Sigma firmasindan, Borik Asit Carlo
Erba firmasmdan temin edildi. Bu gozeltiler ve kompozisyonlari Tablo 2.12¢de
verilmistir. Goriintiilenmesi gereken gDNA smekleri ve PCR {irtinteri igin 20.8°1ik
agaroz jel hazirlandi. Bunun icin 0.4g agaroz {izerine 50 mL. 0,5xTBE tamponi
eklenip mikrodalga firinda kaynatilarak ¢ozildi. Kangm sopuduktan sopra icerisine
0.5 pL EtBr (Etidyum bromid) ilave edilerek Onceden taraklarl yerlestirilmis jel
kasctine dokiildil ve polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra taraklar
gekilerek gikartildi. Boylece ek yitkleme kuyucuklart olusturuldu. Flektroforez
tankina yerlestirilen jelin tizeri kaplanincaya kadar 0.5xTBE tampont ile dolduruidu.
Omeklerden (gDNA _PCR iirlinii) SpL alp 1pL yukleme boyas: ile kanstinp jele
yiiklendikten sonra 120V sabit voltajla yaklagtk 50 dakika yurtitildi. Yiiriititlen
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ornekler UV g1 altinda izlenerek jel gorintiileme sistemi (UVP, Gel-Doc-H
Imaging System) ile veya kigisel fotograf makinasiyla goriintiilenerek bilgisayara
aktarild., . o - _ e o

Tablo 2.12. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler ve Hazarlams1

Cozelti Kompozisyonu ve Hazirlans

54g Tris-Base, 27.5g Borik Asit tartilip
SXTBE tamponu pH 8 20 mL 0.5M EDTA eklendi. (pH 8)

Uzeri distile su ile 1 litreye tamamlands,

GeneRuler™ DNA Ladders
Yiikleme qua31(6X) (Fermentas Katalog No: SM0313)

1kb, GeneRuler™ DNA Ladders
DNA belirteci (marker) (Fermentas Katalog No: SM0333)

2.7.1 PCR iiriinlerinin agaroz jelden saflastirilmasi

Jel elekiroforezinde yiiriitiilen tiriinler dizilemeye génderilmeden 6nce jelden
saflagtirma islemine tabi tutuldu. Jelden geri kazanim yoluyla saflastirma QIAquick
-gei extraction Kit (Qiagen katalog no: 27104) protokolii takip edilerek yapildi.
Dizilemeden gelen sonuglar BioEdit programu [120] ve NCBI web sayfast

kullanilarak analiz edildi,

2.8 Genotip Tespiti

Bireylerin incelenen SNP’ler agisindan homozigot veya heterozigot olduklari
kromatogramlara bakilarak tespit edildi. SNP’lerin yeri ve aleller belli oldugu igin
kromatogramda bu niikleotitlerin oldugu bolgede her iki alele (niikleotit) ait egri

(pik) oldugunda heterozigot, sadece bir niikleotite ait egrinin bulundugu durumlarda
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ise homozigot olarak degerlendirildi. Sekil 2.1°de homozigot ve heterozigot

durumlara 6rnek verilmistir.

Sekil 2.1. DNA dizileme kromatogramlarinda heterozigot noktalara ait egrilerin
gortintimii. Ust panel: GG genotipli birey. Alt panel: GT genotipli birey. Her bireyin
genotipi birbirini destekleyen en az 2 bagimsiz dizileme sonucu tespit edilmistir.

2.9 DNA Dizilerinin Biyoinformatik Analizi

Saglikli ve kanser hastas: bireylerden elde edilen yaklasik 1250 niikleotitlik
Xq21 bolgesi DNA dizileri BioEdit programinin Sequence Alignment ve ClustallW
(niikleotit polimorfizmini tespit ve goriintiilemek igin) alt programlar ile analiz
edildi. SNP korelasyonu galigilan bélgenin yaklagik 250 niikleotit ilerisinde bulunan
ve 5, 14, 15, 21, 22 harig¢ biitiin kromozomlarda bir homologu olan (Sekil 3.13)
yaklagik 300 niikleotit uzunluundaki dizinin analizi web tabanl transpozon

veritabani (http://www.repeatmasker.org) yardimiyla yapildi.
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2,10 X ve Y Alellerinin Klonlama Cahsmalar:

2.10.1 Kompetan Escherichia coli (E. coli GM 2163) Hiicrelerinin Hazirlanmas:

Kompetan E.coli hiicreleri liyofilize halde Fermentas‘dan temin edilmigtir.
E.coli GM 2163 kompotent hiicresi (F" dam-13::Tn9 ( Cam’) dem-6 hsdR2 (rmy)
leuB6 hisG4 thi-1 aracC14 lacy! galK2 galT22 XYIAS mtl-1 rpsL136 ( Str') fhuA3il
tsx-78 gInV44 merA merB1) sivi LB ile ¢oziildi. Ampisilinsiz LB agara tek koloni
diigecek sekilde ekildi. 1 gece 37°C*de bekletildi. Inkiibasyon sonras: tek koloniler
steril bir 8ze ile altmp 10 mL Ampisilinsiz (Amp-) LB‘ye inokiile edildi. 37°C‘de 1
gece calkalayicr etiivde bekletildi. 250 mL’lik erlen igine 100 mL ampisilinsiz LB
eklendi ve 6n kiiltiirden 5 mlL inokiile edildi. 37°C*de ¢alkalayici etiivde inkiibe
edildi. Belirli arahiklarla OD 600 nm dalga boyunda 0.4 absorbans degerine ulagmas
beklendi. Daha sonraki iglemler hiicreleri kompetan hale getirmek icin buzda
yapildi.(CaCl, ve Gliserol soguk olmali)

100 mL bakteri solusyonu 50 mL'lik 2 falkona alinda, 3000 rpm°de 4°C*de 5
dakika santrifiij edilerck bakteriler cOktiiriildii. Supernatant atildi. 25 mL soguk
0.IM CaCl2 eklendi ve yavasga ¢ozitldii. 25 dakika buzda bekletildi. Tekrar 3000
tpm*de 5 dakika santrifiij yapildi. Supernatant uzaklagtirildi. 10 mL 0.1M CaCl2 ile
tekrar ¢Oziildii. 1-4 saat arasi buzda bekletildi. 10 ml. steril %40°lik gliserol
eklenerek karistinildi ve nceden buzda bekletilmis ependorflara aktarilarak - 80°C
dondururcuda sakland: [121].

2.10.2 Kompetan E.coli Hazirlarken Kullanilan Besi Ortamlar

2.10.2.1 Ampisilinli LB. Agar Hazirlanmasi

2.5g Tripton, 1.25g Yeast agar, 2.5g NaCl 200 mL dH,O igerisinde ¢Oziildii.
3.75g Agar agar eklendi. Son hacim 500 mL‘ye tamamlandi ve otoklavlands.
50°C*ye geldiginde Ampisilin eklenerek petrilere dokiildii.
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2.10.2.2 Ampisilinli (Amp+) LB Hazirlanmas:

2.5g Tripton, 1.25g Yeast agar, 2.5g NaCl 500 ml, dH,O igerisinde ¢oziildii
ve otoklavlandi. 50°C‘ye geldiginde Ampisilin eklenerek sogumasi beklendi.
+4°C*de sakland1.

2.10.2.3 Ampisilinsiz (Amp-) L.B. Hazirlanmas:

2.5g. Tripton, 1.25g Yeast agar, 2.5g NaCl 500 ml dH>O0 igerisinde ¢oziildii

ve otoklavland:.

2.11 Ligasyon

PCR triinleri temizlendikten sonra CloneJet™PCR Cloning Kit (Fermentas
#K1231) kullamlarak Pjetl.2/blunt Cloning vekitre aktarild:. Ligasyon igin
kullanilan vektor kiit uglu DNA pargalarinin insersiyonu igin kullamlmaktadir. Buna
kargin calistlan DNA bélgesinin ¢ofaltiminda kullanilan Taq Polimeraz yapigkan ug
olugturmaktadir. Bu sebeple kitin yapiskan u¢ klonlama protokolu takip edilerek
blunting reaksiyon ile kiit uglu hale getirildi. Reaksiyon bilesenleri ve miktarlar:
Tablo 2.13'de gosterilmigtir. 200 pL’lik eppendorf tliplerine 10 pl. 2X reaction
buffer, 5 pL. dH>0, 1 uL DNA blunting enzim ve 2 pL PCR triinii konuldu. 3-5
saniye vorteks yapildi. Thermal cycler cihazinda 70°C*de 5 dakika inktiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast hemen buza alindi, Ardindan tiiplere 1 uL pJet 1.2/blunt cloning
vector (Sekil 2.2°de restriksiyon haritasi gosterilmigtir) ve 1 pI T4 DNA ligase
eklendi. Ligasyon, 22°C sicaklikta, 30 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siirenin

ardindan transformasyon gerceklestirildi.
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Tablo 2.13. Yapiskan uglu ligasyon i¢in reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

BILESEN MIKTAR
2X Reaction Buffer 10 uLL
| PCR product 2 ul,
DNA blunting enzyme 1 pL
dH,0 5 pL
pJet 1.2/blunt cloning vector (50ng/pL) 1 uL
T4 DNA ligase (5u/ulL) 1 uL

Sekil 2.2. Klonlama calismasinda kullanilan pJET 1.2 blunt vektér haritasi
(www.fermentas.com)

2.12 Transformasyon

Transformasyon igin E.coli GM2163 kompetan hiicreleri kullanild.
Kompetan hiicreler -80°C dolabindan ¢ikarihp buz iizerine alindi. Steril bir falcon
tiip igerisine dnce 5 pL ligasyon iiriinii sonrada 50 uL kompetan hiicre eklendi.
Tiipiin alt kismina hafifce vurularak karigmasi saglandi. Buz iizerinde 20 dakika
bekletildi. Isi soku igin 42°C*de 90 saniye bekletildi. Ardindan buz tizerine alinarak
burada da 2 dakika bekletildi. 950 nL Ampisilinsiz (Amp-) LB eklendikten sonra
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37°C sicaklikta 150 rpmde 1.5 saat calkalayici etiivde inkiibasyona birakild.
Bulamklagma gozlendi. Tek koloni diisecek sekilde 2 petriye 500 uL olacak sekilde
ckildi. Petriler oda sicakligainda 20 dakika diiz olarak bekletildikten sonra ters
gevrilerek 37°C sicaklikta 1 gece inkubasyonda bekletildi.

2.13 Bakteri Stoklarmm Saklanmas

Petrilerde biiyiiyen koloniler numaralandirilarak sivi Ampisilinli LBye
inokiile edildi. 37°C*de 1 gece galkalayier etiivde inkitbasyona birakildi. Bakteriler
kiiltiirde tiredikten sonra 1.5 HLlik ependorflarda 850 pL kiiltiir tizerine 150 pl

gliserol eklenerek hazirlana stoklar - 80°C dondurucu igerisinde muhafaza edildi.

2.14 Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu igin GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas
#K0501) kullanildr. 4 adet ependorfa 1 uL olacak sekilde kiiltiir aktarilds, 5 dakika
13000 rpm‘de santrifiij yapildi.  Stipernatant atilds, Pellet tizerine 250 pL
resuspension solusyonu eklenerek 1 tip olacak sekilde ¢oziildi, 250 pL Lysis
solusyonu eklenerek birkag kez alt st edilerek karigmast saglandi. Ardindan hazly
sekilde konmas: gereken 350 HL Neutralizasyon solusyonu eklenerck hemen alt fist
edildi. S dakika 13000 tpm‘de santrifiij yapildi. Supernatant kolona aktarthip 1
dakika 13000 rpm‘de santrifij yapildi. 500 pL yikama solusyonu ¢klenip 1 dakika
santriflj yapildi. Bu basamak bir kez daha tekrarlandi. 50 pl EB‘de ¢oziilerek

plazmit izolasyonu tamamiland.

2.15 Restriksiyon Endoniikleaz (RE) Enzim Kesimi

Plazmitler Bgl II (Fermentas #ERO081) restriksiyon enzimi ile kesildi.
Kesim reaksiyonu Tablo 2.14‘de gosterilmigtir. Kesim 37°C sicaklikta 30 dakikada
gergeklesti. Reaksiyon iirtinleri 1 kb DNA ladder (Fermentas) ile birlikte %0.8lik
agaroz jel elektroforezi ile ayrilip ve ethidium bromiir ile boyandiktan sonra UV,
altinda incelendi. Jstenilen bantlarn yeri tespit edilerek UV transilluminator

sayesinde agaroz jelden kesildi. DNA Jjel ekstraksivon kiti (Oiagen) kullanilarak

36




istenilen DNA pargas: jelden kazanildi. Son olarak kazamilan DNA’nin kuigiik bir
kismi tekrar jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. Promoter analizi icin kullamlacak
PGL2 Basic vektor i¢in klonlamaya hazir hale getirildi. Insert tastyan plazmitlerin X
ve Y allellerinden hangisini tasidigmin  belirlenmesi agisindan  dizilemeye

gonderilmesi igin hazirlandi.

Table 2.14. Restriksiyon Endoniikleaz enzim kesim reaksiyon bilesenleri ve

miktarlar
BILESEN MIKTAR
plazmit 7 uL
10X FastDigest® buffer 1uL
Bgl Il 2 uL
TOPLAM 10 uL

2.16 Promoter Analizi

2.16.1 Kompetan Escherichia coli (E. coli DH5a) Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E.coli DH5a (SupE44A lacU169 (®80 LacZ AM15) hsdR17recAtendAl
gyrA96 thr-1 11 Al) kompetan hiicreleri, £ coli GM 2163 kompotent hiicrelerinde
uygulanan metot ile béliim 2.10.1°de belirtildigi gibi hazirlandi l21}L

2.16.2 Ligasyon

X ve Y allellerini tagtyan DNA pargalari PGL2 Basic lusiferaz vektoriine
klonlandi. Bunun igin vektor ligasyon éncesi plazmit haritas: dikkate alinarak Bgl I
(Fermentas #ER0081) restriksiyon enzimi ile bolim 2.15°de belirtildigi gibi kesildi.
PGL2 Basic vektor haritasi Sekil 2.3°de gosterilmistir. X ve Y allellerini tagiyan kiit
uglu DNA pargalanindan 8 pL, ayni restriksiyon enzimi ile kesilmig olan PGL?2 Basic
lusiferaz vektériimden 1 pl, T4 DNA ligaz enzimi 1 ul. ve 2X reaksiyon
tamponundan 10 pL eklenerek toplam hacim 20 uL olacak sekilde ligasyon
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reaksiyonu kuruldu. 30 dakika 22°C‘de inkiibe edildi. Kiit uclu ligasyon igin

reaksiyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 2.15’te gosteriimigtir.

Tablo 2.15. Kiit Uclu Ligasyon I¢in Reaksiyon Bilesenleri ve Miktarlar:

BIiLESEN MIKTAR
2X Reaction Buffer 10 pL.
Kiit uglu DNA pargas: 8 pL
PGL2 Basic Vector iuL
T4 DNA ligase (5u/pL) 1ul
(\ ;;olyt(jA) }s;ignai 4
Amp fedugton) "
Smal {3
2745 [ Sall orf 1 ori\ ggf L |12
2733 | BamH | pGL2-Basic %,]u l. gg
Vestor e
(65080p) Bon |57
ggzgl\) Hind Wi} 47
{for luc
reporter)

2044 PiimMi

fuc

0313VA03_3A

Sekil 2.3. PGL2 Basic vektor haritasi

2.16.3 Transformasyon

Ligasyon sonrast hazirlanan vektorler, DH5a kompetan hiicrelerine bdliim

2.12°de belirtildigi gibi transforme edildi. 1 gece 37°C’de inkiibe edildikten sonra

elde edilen kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi.  Restriksiyon kesimi ile

plazmitlerin rekombinant olup olmadiklan (insert igerip icermedikleri) dogruland.
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3 BULGULAR
3.1 PCR Sonuclan
3.1.1 Xq21 Primeri ile Cogaltilan PCR Sonuglan

Xq21 primeri ile ¢aligilan DNA bolgesinin ¢ogaltiimas: i¢in bélim 2.6.2°de
belirtildigi gibi PCR kosullar1 uygulandi. Saghkli ve kanserli bireylerde yapilan
PCR sonuglart negatif ¢ikti. PCR sonuglar: Tablo 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir.
Boliim 2.6.2°de belirtildigi gibi PCR protokolii ve ilgili faktorler depistirilerek
yapilan PCR reaksiyonlarinda da sonug degismedi.

Onceki ¢aligmalarda saglikli ve kanserli fark etmeksizin yaklagik 60 bireyde
bagarili sonuglar verecek gekilde optimize edilmis Xq21 adli primer seti yeni temin
edilen gDNA 6meklerinde biitiin ¢abalara ragmen ¢ok diigiik bagar1 oramt sergiledi.
Bu ¢abalar iginde primerlerin yeniden ve {i¢ bagimsiz firmadan (RefGen Gen
Aragtirmalar ve Biyoteknoloji Ltd. Sti. — Ankara, GenMark — ABD, IDTDNA-
ABD) siparis edilmesi, her seferinde insan genomunda siklikla kontrol olarak
kullamlan glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geninden yaklagik 600 niikleotit
gogaltan primer setinin [122] pozitif kontrol olarak kullamimas: da bulunmaktadir.

Xq21 primer seti saghkl veya kanserli birey gruplarinda hi¢ bir sekilde iirfin
vermeyince XY664, XY927 ve XY929 adh yeni primer setleri dizayn edildi. Bu

primerlerin dizi {izerindeki yerleri Sekil 3.1.de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Calisilan DNA bélgesini ¢ogaltmak icin dizayn edilen primerlerin dizi
lizerindeki yerleri. 1°den 1000’e kadar olan sayilar niikleotit numaralarini ve 7
SNP’nin dizi tizerindeki yerleri géstermektedir. Her satirdaki 2 licgen primerlerin
yerini gostermektedir. En sag siitunda primer ciftlerinin adi yer almaktadir.

3.1.2 XY664 Primeri ile Cogaltilan PCR Sonuclar:

XY664 primer seti ile bslim 2.6.3’de belirtildigi gibi PCR kosullari
uygulandi. Cahgilan tiim bireylerde (Saglikli ve Kanserli) sonuglar pozitif ¢ikt1.
%0.8’lik agaroz jel elektroforezinde vyiiriitilen XY664 primeri ile yapilan PCR

sonuglart Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.2. XY664 primerleri ile yapilan PCR sonuglari

3.1.3 XY927 Primer Seti ile Cogaltilan PCR Sonuglari

XY927 primer seti ile bolim 2.6.4’de belirtildigi gibi PCR kosullari
uygulandi. Caligilan bireylerin bir kisminda pozitif sonug aliirken bir kisminda da
negatif sonug alindi. Negatif sonug alman bireylerde bsliim 2.6.2’de belirtildigi gibi
PCR protokolii ve ilgili faktorler degistirilerek yapilan PCR reaksiyonlarinda da
sonug degismedi. 0.8’lik agaroz jel elektroforezinde yliriitiilen PCR sonuglar1 Sekil

3.3’de gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Saghkli bireylerde X' Y927 primeri ile yapilan PCR sonuglari
(1-5; XY927, 6; GAPDH)

3.1.4 XY929 Primer Seti ile Cogaltilan PCR Sonuglar:

XY929 primer seti ile bolim 2.6.5'te belirtildigi gibi PCR kosullart
uygulandi. XY927 primeri ile yapilan PCR‘da negatif sonug veren bireyler XY929
primeri ile pozitif sonug verdigi gozlendi, Ay sekilde XY927 primeri ile yapilan
PCR*da pozitif sonug veren bireyler XY929 primeri ile negatif sonmug verdi. %0.8°lik
agaroz jel elekiroforezinde yiiriitiilen PCR sonuglan Sekil 3.4’te gosterilmistir.

186

Sekil 3.4. Saghikli bireylerde X Y927 primeri ile yapilan PCR sonuglart (1-4; XY927,
*; GAPDH)

3.1.5 XY889 Primer Seti ile Cogaltilan PCR Sonuglari

Primer setlerinden XY664 primerleri ile yapilan PCR sonuglart cogunlukla
pozitif ¢ikarken, XY927 ve XY929 primer setlerinden biri bir birey i¢in bagarili
sonug verip difer primer setinin aym birey igin negatif sonug verdigi (veya tersi

durum) goézlendi,
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XY927 ve XY929 primer setleri ¢ogaltilan bolgenin ug kesimlerinde, XY664
primer seti ise orta kesimlerinde oldugu i¢in ug kesimlerin gok polimorfik olmasimnin
bu tutarsiz sonuglara yol agt1g1 tahmin edilerek polimorfik bslgelerde basarili olma
ihtimalini artirmak i¢in niikleotit sayisi standand primerlerinkinden (20 niikleotit)
daha fazla olan (5’primer 25 niikleotit, 3’primer 29 niikleotit) bir primer seti
(XY889) dizayn edildi (Tablo 2.1 1). Primer setlerinin galisilan DNA iizerindeki yeri
Sekil 3.5‘te gosterilmistir. XY889 primer seti ile bélim 2.6.6’da belirtildigi gibi
PCR kosullar1 uygulandi. Bu yeni ve daha uzun olan primer seti ile yapilan biitiin
PCR reaksiyonlar1 basarili oldu. Bundan sonra eksik olan biitiin DNA dizilemeleri
gergeklestirildi.  %0.8’lik agaroz jel elektroforezinde PCR sonuglart Sekil 3.6 ve
Sekil 3.7°de gosterilmistir.

L w0l aof sl a]  so| o] o] s _o00] 1000

[ 3 4 Xou
> 64

> Pl X927

- - - 2020

> . xy889

Sekil 3.5. X Y889 Primer Setinin Calisilan DNA Bolgesi Uzerindeki Yeri

Sekil 3.6. Saglikli bireylerde XY889 primeri ile yapilan PCR sonuglari
(1-8; XY889, *; GAPDH)
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Sekﬂ 3.7. Kanserli Bireyierde XY889 primeri ile yapilan PCR sonuglari
(1-11; XY889,)

Bu denemeler sonucunda her primer setiyle yapilan PCR reaksiyon sonuglar:
Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Hasta bireylerde uygulanan primer setleriyle elde edilen PCR sonuglari.
Uriin elde edilen PCR reaksiyonlan igin “pozitif”, {irin olmayanlar i¢in de “—*
isareti kullamilmistir.  Hasta bireyler akciger kanserli olup 6rnek temin sirasina gore
Akl, Ak2 seklinde adlandirtmistir,

Hasta Primer Seti
Bireyler Xq21 [ XY664 |XY927 |XY929 | GAPDH XY889

Akl - pozitif pozitif - pozitif pozitif
Ak2 - pozitif pozitif - pozitif pozitif
AK3 - pozitif pozitif - pozitif pozitif
Ak4 - pozitif pozitif - pozitif pozitif
AkS - pozitif pozitif - pozitif pozitif
Ak6 pozitif pozitif pozitif - pozitif pozitif
Ak7 — poz_itif - pozitif pozitif pozitif
A8 | = pozitit | = pozilif poritif | pozifif
Ak9 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
AKI0 | - pozitit | — pozitif pozitif | pozitif
Akll1 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Aki2 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak13 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Akl4 — pozitif pozitif — pozitif pozitif
Akl5 - Iﬁozitif pozitif | - pozitif pozitif
Akl6 - pozitif pozitif - pozitif pozitif
Ak17 - pozitif pozitif | — pozitif pozitif
Ak1i8 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak19 — pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak20 pozitif | pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak21 - pozitif pozitif - pozitif pozitif
Ak22 - pozitif pozitif - pozitif pozitif
Ak23 pozitif pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak24 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak25 - pozitif pozitif | ~ pozitif | pozitif
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Tablo 3.1%in devami
Hasta Primer Seti
Bireyler | Xgq21 XY664 | XY927 | XY929 GAPDH XY889
Ak26 - pozitif |  pozitif| — pozitif pozitif
Ak27 — pozitif pozitif | pozitif pozitif
Ak28 - pozitif pozitif | — pozitif pozitif
Ak29 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak30 - pozitif pozitif | - pozitif pozitif
Ak31 - pozitif pozitif — pozitif pozitif
Ak32 pozitif pozitif — pozitif pozitif pozitif
Ak33 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak34 - pozitif pozitif | — pozitif pozitif
Ak35 - pozitif pozitif | — pozitif pozitif
Ak36 - pozitif pozitif | — pozitif pozitif
Ak37 - pozitif pozitif | — pozitif pozitif
Ak38 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak39 - pozitif pozitif | — pozitif pozitif
Ak40 - pozitif pozitif | - pozitif pozitif
Ak41 pozitif pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak42 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak43 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak44 pozitif pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak45 — pozitif pozitif - pozitif pozitif
Ak46 - pozitif pozitif - pozitif pozitif
Ak47 pozitif pozitif — pozitif pozitif pozitif
Ak48 - pozitif - pozitif pozitif pozitif
Ak49 - pozitif pozitif | — pozitif pozitif
Ak50 - pozitif pozitif — pozitif pozitif
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Tablo3.2. Saglikli bireylerde uygulanan primer setleriyle elde edilen PCR sonuclari.
Tablonun kolay takip edilebilmesi igin Uriin elde edilen PCR reaksiyonlar igin
“pozitif”, {irtin olmayanlar i¢in de “— isareti kullamlmgtir, Saglikli bireylerden elde
edilen kan 6rnekleri temin sirasma gére SB1, SB2 ... seklinde adlandiriimustir,
Saghkh Primer Seti
Birey Xqg21 XY929 XYo664 XY927 XY889
SBi - — | pozitif pozitif pozitif
SB2 - - pozitif pozitif pozitif
SB3 — pozitif pozitif pozitif pozitif
SB4 - pozitif pozitif pozitif pozitif
SB35 — pozitif pozitif pozitif pozitif
SB6 - pozitif pozitif pozitif pozitif
SB7 - pozitif pozitif pozitif pozitif
SB8 - pozitif pozitif pozitif pozitif
SB9 - pozitif pozitif pozitif pozitif
SB10 - pozitif pozitif - pozitif
SB11 - - pozitif pozitif pozitif
SB12 -~ pozitif pozitif pozitif pozitif
SB13 - pozitif pozitif pozitif pozitif
SB14 - — pozitif pozitif pozitif
SB15 - pozitif pozitif - pozitif
SB16 - pozitif pozitif - pozitif
SB17 - pozitif pozitif - pozitif
SB18 - pozitif pozitif - pozitif
SB19 - pozitif pozitif - pozitif
SB20 - pozitif pozitif - pozitif
SB21 — pozitif pozitif - pozitif
SB22 - pozitif pozitif — pozitif
SB23 - - pozitif - pozitif
SB24 - pozitif pozitif — pozitif
SB25 - pozitif pozitif - pozitif
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Tablo 3.2°nin devami

Saghkh Primer seti
Bireyler Xqg21 XY929 XY664 XY927 XY889
SB26 — pozitif pozitif — pozitif
SB27 - pozitif pozitif - pozitif
SB28 - pozitif pozitif - pozitif
SB29 — pozitif pozitif | — pozitif
SB30 - pozitif pozitif | — pozitif
SB31 - pozitif pozitif — pozitif
SB32 - pozitif pozitif | — pozitif
SB33 - pozitif pozitif| ~ pozitif
SB34 - pozitif pozitif | - pozitif
SB35 - - pozitif | - pozitif
SB36 - pozitif pozitif - pozitif
SB37 - - pozitif | — pozitif
SB38 - pozitif pozitif - pozitif
SB39 - pozitif pozitif | - pozitif
SB40 - pozitif pozitif | — pozitif
SB41 - pozitif pozitif | - pozitif
SB42 - - pozitif | — pozitif
SB43 - - pozitif - pozitif
SB44 - - pozitif | - pozitif
SB45 - - pozitif | — pozitif
SB46 - - pozitif | — pozitif
SB47 - - pozitif | - pozitif
SB48 - - pozitif | — pozitif
SB49 - pozitif pozitif | — pozitif
SB50 — - pozitif | - pozitif
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3.2 Biyoinformatik Analiz
3.2.1 DNA dizileme

PCR iriinleri dizileme yapan ticari kurumlarin (RefGen, Gen Arastirmalari ve
Biyoteknoloji Ltd. Sti. Ankara) tavsiye eftigi konsantrasyon ve miktarlara

getirildikten sonra dizilemeye yolland.

3.2.2 Genotip Tespiti

Dizilemeden gelen sonuglanin BioEdit programimin ClustalW alt program: ve
FinchTV programn (Geospiza, Inc.) kullanilarak analiz edilmesiyle SNP‘ler tespit
edildi. Sekil 3.8°de dizi tizerinde bulunan 7 SNP nin yerleri gosterilmektedir.
Bireylerin incelenen SNP’ler agisindan boliim 2.8°de belirtildigi gibi homozigot veya

heterozigot olduklar1 kromatogramlara bakilarak tespit edildi.

Caligtlan DNA bolgesinde bulunan SNP’lerin tek bir haplotip olugturdugu
tespit edildiginden bir bireyin hangi alleli tasidigim bulmak icin belirtilen 7 SNP
bolgesinden herhangi birine bakmak yeterli olmustur. Sekil 3.8°de dizi tizerinde 7
SNP gosterilmigtir. Haplotipin kanserli ve saglikli insanlarda bulunma siklifma gore
akciger kanseri ile korelasyonu tespit edilmistir. Sekil 3.9°da kanserli ve saglikh
bireylerde (G/T) polimorfizminin kromogram sonucu gosterilmistir. Sekil 3.10°da

haplotipin akciger kanseri ile korelasyonu gosterilmistir.
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Sekil 3.8. DNA bélgesinde bulunan 7 SNP

Kanserli ve saglikli bireylerde (G/T) polimorfizminin kromotogram

9

Sekil 3

sonucu
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Kanserlilerde Cok Gériilen Alel (nt) Frekansi

Frekans (%)

Kanserli Kontrol Kanserli Kontrol Kanserli Kontrol B+E
erkek (105) erkek (112) bayan (32) bayan (47) B+E(137) (159)
TATACAA(GIT)TAG

Sekil 3.10. Calisilan haplotipin T alelinin biitiin dizilerin degerlendirilmesiyle elde
edilen saglikli ve kanserli hastalarda bulunma siklips. Parantez i¢indeki rakamlar
birey sayisin belirtmektedir.

Cahgilan DNA bolgesi incelendiginde SNP bolgeleri ve bu bolgelerin
yakininda bulunan ikili / tiglii ters tekrarlar (inverted repeats) veya diiz tekrarlar
(direct repeats) gibi diizenleyici elementer bulundugu goriilmektedir. Sekil 3.11°de
NCBI sayfasinda Blast analizi sonucu elde edilen grafik goriilmektedir.
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Sekil 3.11. Polimorfizmi ¢aligilan dizideki SNP bolgeleri ve bu bolgelerde bulunan
diizenleyici elementler. SNP bolgelerindeki alellerden X kromozomuna ait olanlar
“/” isaretinden 6nce, Y kromozomuna ait olanlarsa «/” isaretinden sonra yazilmusgtir.
Tahmini TATA kutular: diktértgen igine alinmustir (tahmini CAAT kutusuna bitisik
olan TATA kutusu kalin diktértgen igine alinmigtir). Her SNP’den sonra tespit
edilen direk (aym yonlii oklar) veya ters (zit yonlii oklar) tekrarlar oval igerisine
alinmustir,

Cahigtlan DNA bolgesinin 7000 niikleotid sag ve sol tarafini kapsayan
yaklagik 15000 niikleotidlik bolge NCBI blast analizi ile incelendi. incelenen
bolgenin yaklagtk 250 niikleotit ilerisinde kisa DNA dizisinin bulundugu
gbzlemlendi. Sekil 3.12°de NCBI blast analizi sonucu gosterilmektedir.
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Sekil 3.12. Genel tarama (Blast Search) sonucu caligilan DNA bolgesi ve kisa DNA
dizilerin dagilimi

Yapilan taramada kisa DNA dizisinin ¢ok sayida goriilmesi iizerine bu kisa
DNA dizisinin kromozomlar {izerindeki yer veya yerlerini belirlemek amactyla
NCBI-Genome View grafigi incelendi.  Sekil 3.13’te kisa DNA dizisinin
kromozomlar tizerindeki yerleri NCBI-Genome View grafigi iizerinde gosterilmigtir.
5, 14, 15, 21, 22. kromozomlar harig kalan tiim kromozomlarda en az bir kopyasinin
bulundugu tespit edildi.
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Sekil 3.13. NCBI Genome View grafigi iizerinde kisa DNA dizilerin yerleri (Kirmizi
¢izgi — pembe ¢izgi: kisa DNA dizileri)

Biyoinformatik analizle incelenen kisa DNA dizisi ile ¢alisilan DNA bolgesi
arasmnda (DNA bolgesinden yaklagik 50 niikleotit ilerde) AT diniikleotit tekrarlarinin
oldugu goriildii. Sekil 3.14°te AT diniikleotit tekrarlar: gosterilmistir. Tekrarlayan
DNA  veritabaninda (www.repeatmasker.org) blast analizi yapildiginda bu

tekrarlarin, “C (TA)n#Simple_repeat” adinda bir basit tekrar elementine yaklagik
%87 aynilik gosterdigi tespit edildi.
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TGIGTGTGTA

Sekil 3.14. AT diniikleotit tekrarlari

Tablo 3.3. Tekrarlayan DNA veritabaninda blast analiz sonuglari

Tekrarlayan DNA Veritabami (www.repeatmasker.org)

| File name: RM2sequpload 1812

Sequences:

3bp (% 87.47)

A)nsFsimple repeat
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Sekil 3.15. NCBI ORF Finder blast analiz sonucu

NCBI ORF Finder very bankasinda yapilan blast analizi sonucu 300 bazlik
dizi igerinde bir ORF(Open Reading Frame, A¢ik Okuma Cergevesi) bolgesi oldugu
tespit edilmistir. Sekil 3.15°te ORF blast sonucu gosterilmigtir.

Bu basit tekrardan yaklagik 180 niikleotit ileride yaklastk 300 niikleotit
uzunlugunda ve 5, 14, 15, 21, 22 harig biitiin kromozomlarda bir benzeri olan kisa
DNA dizisinin NCBI-Blast analizi sonucunda herhangi bir fonksiyonel elemente
veya gene benzerligi bulunamadi. Ancak S5’tarafinda bu basit tekran
bulundurmasi,ORF’ye sahip olmasi ve 3’ucundaki poli A kuyrugundan yola gikarak
tekrarh DNA veri tabaninda (www.repeatmasker.org) blast yapildiginda
AluSx#SINE/Al adinda bir tekrarlayan elemente (transpozona) yaklasik %95
oraninda aynilik gosterdigi tespit edildi. Sekil 3.16°da muhtemel transpozon dizisi,
Sekil 3.17°de tekrarli DNA veri tabaminda yapilan blast analiz sonuglar

gosterilmigtir.
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I GIGTI GTGTGIGTIGTGTGIGTA

TGAAATCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAATTAGCCGGGCGTGGTGGC
AGGCACCTGCAATCCCAGCTATTCAGGAGGCTGAAGCAGAGAATTGCTTG

AACCCAAGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCATGCCACTGCATTCC

AGCCTGGGTGACAGAGTGAGACTTGGTCAAAAAAAA AAAAAAAAAAAANG

AGAGAAA

Sekil 3.16. Muhtemel transpozon dizisi (Kirmizi renk: AT diniikleoti tekrarlari,
yesil renk: ORF, Mavi renk: Poli- -A kuyrugu)

56



% AT
http://www.repeatmasker.org
g w . i

| number of ngth || Percentage
elements® |1 occupied | of sequence

1 [ l 195.64%

Sekil 3.17. Muhtemel transpozonun tekrarli DNA veri tabaninda yapilan blast analiz
sonuglari
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4 TARTISMA

Bilimsel ¢aligmalar, insanmn genetik yapist ile saglikli yasama potansiyeli
arasinda dogrudan bir iligki oldugunu ortaya koymustur. Bu iligkinin en ¢arpict
Ornekleri bazi genlerdeki kalitsal mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan hastaliklardir.
Ozellikle son yillarda goriilme sikhii artan ve yas, cinsiyet, etnik koken fark:
gozetmeden herkesi etkileyebilen bir saglik problemi haline gelen kanser olgusunun
genetik nedenlere bagh oldugu artik bilinmektedir. Kanser aragtirmacilar1 ve
onkologlar kanseri genetik, ¢evre ve yasam tarzi (alkol, sigara) gibi birden fazla

ctkenin rol oynayabildigi ¢ok faktdrlii bir hastalik olarak tanimlamaktadir f123].

Kanser, belirli genlerde olugan mutasyonlar sonucu gen ifadesinin miktarmda
ve zamanlamasinda meydana gelen degisiklikler veya genlerde polimorfizm sonucu
ortaya gikan hiicresel seviyedeki genetik bir bozukluktur [124]. Kanser hiicrelerinde
olusan genetik degisiklikler, kromozomal diizeyde ya da tek bir nikleotid
diizeyindeki degisiklikler olup sonugta gen {irlinlerinin ya da aktivitelerinin
degisimine neden olabilmektedir [124, 125]. Kanser hiicresinde meydana gelen bu
genetik degisiklikler, konake: faktorleri ve tiimér konaker etkilesimi sonucunda
timdral kitle olugur [125].

Allel  gesitliligi, toplumlarin genetik cesitliligi olarak sayilmaktadir,
Genellikle polimorfizm ve heterozigothuk genetik gesitliligi tanmlamak igin
kullamlir. Tek niikleotit degisimlerini (varyasyonlari, polimorfizmleri) iceren genler,
toplumda %1’den daha fazla siklikta bulunan allel genler olarak tanimlanir [126].
Insan genom dizilim calismalar: her insan genomunda DNA’nin %99.9 benzerlik
gosterdigini kanitlanmgtir [127].  Geriye kalan %0.1°lik fark, bireysel genotip ve
fenotipik degisikliklerin soromlusudur. Tek niikleotit degisimleri insan genomunda
en gok bulunan (ortalama her 1000 nt’te bir) DNA dizi degigimleridir [128]. Diger
genetik polimorfizm tipleri; degisik uzunlukia ikili ya da ticlit niikleotit tekrarlar1 ve

DNA’da cksilme ya da artmalan igerir [129]. Ister dongii diizenleyici molekiil
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isterse yiizlerce hticresel islevden birinden sorumiu olan herhangi bir genin kodlayzct
bolgesindeki degisiklik, genin iiriinti olan fenotipi etkiler. Genin ifadesi ise
¢ofunlukla genin promotor ya da enhancer gibi diizenleyici bolgeleri (cis
elementlerdeki) ve bu bdlgelere baglanan transkripsiyon faktorleri ve diger yardimet

diizenleyici molekiillerle kontrol edilir [1 30].

En ¢ok gorillen polimorfizmler genomik DNA iizerindeki tek baz giftinin
defismesi olan tek niikleotid polimorfizimleridir. Gen polimorfizm ardigiklig:
kisiden kisiye degismektedir, Verilere gore tek niikleotit polimorfizmi ortalama

1331 bazda 1 kez gériilmektedir. Dolayistyla bir kisi;

“3.2 milyar baz x 1 farklihik / 1331 baz =2.4 milyon baz”

o

oraninda heterozigottur. Bu oranlar bireyler ve populasyonlar arasinda degistigi gibi,
kromozomlar ve lokuslar arasmda da depismektedir. Iki X kromozomunu, Y
kromozomunu ve iki otozomal kromozomu farkh kisilerde kargilastirdifimizda X, ¥
ve otozomal kromozomlarinda sirasiyla her 2132, 6625, 1307 bazda bir tek niikleotit

degisiminin goriildiigii kargimiza ¢ikmaktadir [13 1].

Akciger kanserinde farkhi gen polimorfizmlerinin etkileri aragtirilmigtir,
TGBB1 polimorfizmi akciger adenokarsinomunda kontrol grubuna gore daha sik
izlenmistir [132]. (TNF o) polimorfizmlerinden 308 A allelinin kanser geligmesi ve
ilerlemesinde, 238 A allelinin akcifer karsinomundan korunmada rolleri oldugu
bildirilmigtir [133]. GSTP1 gen polimorfizminde ileri evre KHDAK olgularmin
sagkalim siirelerinde anlaml artis saptannugtir [56]. Siklin DI A870G gen
polimorfizmi sigaranin indiikledigi akcifer kanser riskini de etkileyebilmektedir
[134]. CDKI ailesi ityelerinden pl6INK4A (CDKN2A) geninde tanimlanan A148T
varyanti erken yasta geligen meme, malign melanom ve akciger kanserleri ile
iligkilendirilmigtir [135). Bir ¢calismada DNA onarim mekanizmalarindan biri olan
niikleotit kesme-gikarma onarminda gorev alan XPC (Asp312Asn) ve XPD
(Lys751Gln) genlerinin polimorfizmleri ile akciger kanseri arasinda bir iliski
bulunmugtur [136].
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X kromozomunun farkl: tipteki insan tiimérlerinin malignite olusumunda ve
dolaystyla kanser olusumunda rolii oldufu ve bundan sorumiu ¢ok fazla genin
oldugu bilinmektedir [137]. X kromozomu kayiplatiin akciger, ovaryum, testis,
sinir sistemini de igeren genis skaladaki timérler ile melanomlarda sitogenetik olarak
bulundugu kaydedilmigtir [138, 139]. Ayrica meme, ovaryum, serviks ve papillar
renal hiicre karsinomlarinda, X kromozomundaki kazang ve delesyonlarin tiimér
gelisimi ve metastaz olusumunda etkili oldufu da kaydedilmigtir [139]. Y
kromozomu delesyonlarinin da prostat kanseri, erkek meme kanseri ve pankreatik
adenokarsinomlarda rolleri oldugu bildirilmigtir. Y kromozomu kayiplarimin da
akciger kanserinde ve diger bazi kanser tiplerinde sik gozlenen bir durum oldugu
bildirilmigtir [140, 141]). Tim bu galismalar ve meveut ¢alismamizda X ve Y
kromozomlarindaki bu tiir yapisal ve sayisal bozukluklarin akciger kanseri ile iligkili
tutulmasi, 6zellikle bu kromozomlar hemizigot olarak tastyan erkeklerde, bu
kromozomlar tizerinde tiimor olusumu ile iligkili genlerin bulunabilecegini
gostermektedir [142, 143].

Caligmamizda, X kromozomunun Xq21 bolgesinde Y kromozomunun da
Ypl11.2 bilgesinde bulunan yaklagtk 1500 niikleotit uzunlugundaki DNA dizisinin

biyoinformatik ve molekiiler analizi yaptlnustir.

Yapilan on galismada mRNA’s olmayan ve akcifer kanseri ile yitksek
korelasyon gosteren bu bolgenin daha biiylik populasyonlardaki polimorfizmi ve

akciger kanseri ile korelasyonu analiz edilmisgtir,

Xq21-Ypl1.2 lokusundaki DNA dizisinin bir akciger kanserojen aday
geninin (TUSC2, Tumor Suppressor Candidate 2) en biiytik ekzonuna %90 oraminda
benzerlik gosterdigi tespit edilmigti, DNA bélgesinin blast analizinde caligilan
diziye ait bir mRNA veya EST (Expressed Sequence Tag) kaydina rastlanmamigtir,
Bu durum 3. kromozomda (3p21.3) TUSC2 geninde bulunan DNA parg¢asmm bir
retrotranspozisyon sonucu X veya Y kromozomuna yerlesmis  oldugunu
gostermektedir. RNA transkriptine (mRNA) benzeyen inaktif genomik sekanslara
islenen yalanct gen (processed pseudogene) adi verilmektedir DNA bilgesinin
TUSC2 geninin mRNA’sma %90 benzerliginin bulunmas: islenen yalanci gen

oldugunu gostermektedir [144]. X ve Y iizerinde ayrt ayri alellerinin olmasi ve bu
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alellerin sadece galismada belirtilen SNP’ler agisindan farkls olmas: dikkat cekicidir,
Daha 6nce bu bélgede yapilmig ¢alismada bu SNP’lerin olusturdugu iki haplotipten
(alelden) biri (Y’de olam) kanserli hastalarda daha ¢ok goriilmiistiir,

Tirk populasyonu tizerinde yapilan ¢alismamizda 137 kanserli, 160 saghkli
bireylerden alinan kan 6rekleri kullamlmigtir, Orneklerden izole edilen genomik
DNA’lar ile ¢alistlan dizinin ¢ogaltilmas: igin PCR yapilmustir. Daha dnceki
¢aliymada sorunsuz PCR ¢ogaltmas: (amplifikasyon) yapacak sekilde optimize edilen
Xq21 adh primer setinin (Tablo 2.3) farkh bireylerden temin edilen genomik DNA
orneklerinde biitiin ¢aba ve kontrollii deneylere ragmen bagarisiz olmasi son derece
beklenmedik bir sonug olarak degerlendirilmigtir. Ciinkii birbirinden bagimsiz 60
kigide bagarili sonug veren bir primer setinin bagka bir grupta sifir pozitif’ sonug
vermesi normal degildir. Ancak anormal de olsa boyle bir durum bir polimorfizm
nedeniyle miimkiin olabilir. Bu ihtimal tizerine XY664, XY927 ve XY929 olmak
lizere 3 farkli primer seti dizayn edilmistir (Sekil 3.1). XY664 adli primer seti ile
yapilan PCR tiim bireylerde (kanserli ve saglikly) basarih sonug vermistir. XY927 ve
XY929 primer setleri ile yapilan PCR reaksiyonlar birbirleri ile degisken sonug
gostermistir.  XY927 primer seti ile yapilan PCR reaksiyonlan pozitif sonug
verirken, aym bireyin XY929 primer seti ile yapilan PCR reaksiyonlari negatif sonug
vermigtir ya da tam tersi durum gozlenmistir. Bunun tizerine yitksek polimorfizm
varsayilarak (25 niikleotitten ve 29 niikleotitten olusan) dizayn edilen X Y889 primer
setinin (Tablo 2.11) tamamen basarili olmast bu tahminj dogrulamis ve bu dizinin
insan populasyonlarina gére keskin degigimler gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonug

DNA dizilerinin analizinde de ortaya cikmustir,

Daha once yapilmig calismada DNA dizisinde bulunan haplotipin akciger
kanseri ile yiiksek korelasyon gosterdigi tespit edilmigtir. 'Y kromozomunda bulunan
alel akciger kanserli bireylerde saghkh bireylere kiyasla daha yiiksek oranda
bulunmugtur. Rastgele segilen 12 sagliklt erkek bireyden 8’i GG (G: saglikhilarda
daha ¢ok goriilen allel) genotipli, 4’ti de GT (T: kanserlilerde ve Y kromozomunda
daha gok goriilen allel) genotipli; 30 kanserli erkekten sadece 2 adet GG genotipine
kargin 28 adet GT genotipi tespit edilmistir. Yaptigimiz daha kapsamli ¢alismada ise
50 saglikli erkek bireyin neredeyse tamaminin (49/50) GT genotipine sahip oldugu
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goriilmiigtiir, Elde ettigimiz DNA dizilerini daha 8nce yapilmus olan ¢alisma ile

kiyasladigimizda korelasyonda ciddi bir diisiis gozlemlenmistir,

32 kanserli bayan, 105 kanserli erkek, 47 saglikli bayan ve 112 saglikh erkek
olmak tizere toplam 296 bireyin dizisi arasinda hi¢ bir tane TT (T: kanserli hastalarda
ve Y kromozomunda daha gok gériilen allel) genotipine rastlanmamis olmas: dikkat
¢ekicidir, Bu durum T allelinin Y kromozomuna ait olmast ile agiklanamaz. Ciinkti
217 erkek bireyin 13 tanesinde GG genotipi tespit edilmistir. 13 erkekte GG
genotipinin bulunmasi bize X ve Y arasinda bu bélge igin parga deBisimi (krossing
over) oldugunu gdstermistir. Y kromozomunun rekombine olmayan bolgesinde
krossing-over oldugu gézlenmesi son derece 8nemli bir sonugtur. 217 erkek bireyde

bir tane bile TT genolipinin rastlanmamasi T allelinin letal olma ihtimalini ortaya
koymaktadir.

DNA dizisi analiz edildiginde promotor elementleri (TATA, CAAT) tasidit
ve bu elementlerin SNP bélgelerinin yaninda oldufu tespit edilmistir. Ayrica bu
dizinin yine her SNP’den sonra en az bir adet ters tekrar tasidifi ve SNP’lerin
saginda veya solunda bagka direk veya ters tekrarlarm oldugu da gizlemlenmistir
(Sekil 3.10). Bu elementlere promotor/enhansir dizilerinde stk rastlandif
bilinmekiedir. Caligilan DNA dizisine ait bir mRNA molekiilii bulunmamasimin yam
stra promotor elementlerinin ve bu dizinin bir dilzenleyici element ya da kiiciik RNA

kodlayan bir bslge olma ihtimalini artirmistir.

Bu dizinin deneysel olarak promotor ve enhansir potansiyellerinin
aragtiriimasi igin gerekli galigmalar baglatiimis ve su an itibariyle X ve Y alellerinin
lusiferaz  ekspresyon vektsrlerine klonlanmasi gergeklestilmisgtir. Sonraki
agamalarda, elde edilen rekombinant vektdrler tek tek insan hiicre hatlarina
aktanlacak ve lusiferaz aktivitelerinin (promotor aktivitelerinin) olup olmadig: tespit
edilecektir. Bunun yam sira promotor analizi sonuglarinda T alelini tastyan hiicre
hattinin olumsuz etkilenmesi gibi muhtemel bir sonucun alinmasi durumunda letal
alel hipotezinin ve dolayisiyla bu lokustaki polimorfizmin en azindan akciger

kanseriyle alakasi oldugunun desteklenecegi stylenebilir,
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Cahisilan DNA bélgesinin yaklastk 50 niikleotit ilerisinde ve yaklasik 86
nitkleotit uzunlugundaki AT diniikleotit tekrarinm, tekrarlayan DNA veritabaniyla
(www.repeatmasker.org) karsilagtinldiginda “C (TA)n#Simple repeat” adinda bir
basit tekrar elementine yaklasik %87 aynilik gosterdipi tespit edildi.(Tablo 3.3) Bu
basit tekrardan yaklasik 180 niikleotit ileride ise (¢aligilan diziden yaklagik 250
niikleotit ileride), yaklasik 300 niikleotit uzunlugunda ve 3, 14, 15, 21, 22 harig biitiin
kromozomlarda bir benzeri olan DNA dizisinin NCBI-Blast analizi sonucunda
herhangi bir fonksiyonel elemente veya gene benzerligi bulunamadi, Ancak 5’
tarafinda bu basit tekrar1 bulundurmas: ve 3’ ucundaki poli A kuyrugundan yola
¢ikarak tekrarli DNA veri tabamnda (www.repeatmasker.org) blast yapildiginda
AluSx#SINFE/Al adinda bir tekrarlayan elemente (transpozona) vaklagik %95.64
oramnda aynilik gésterdigi tespit edildi (Sekil 3.15).

Bu ¢alisma sonucunda basta akciger kanseri olmak iizere yaygin kanser
tipleriyle korelasyon gosterdifi tespit edilen bir DNA dizisinin insan
populasyonlarma bagh degisken bir polimorfizme sahip oldugu, kanserli bireylerde
daha sik gériilen alelin homozigot durumda muhtemelen letal oldugu, bu lokusun
biyoinformatik agidan transpozon, promotor ve / veya enhansir olma potansiyeli
bulundugu tespit edilmis ve promotor/enhansir ozelligi olup olmadigins tespit etmek
igin insan hiicre hatlarinda lusiferaz aktivite testi yapmak i¢in gerekli deneyler

baslatilmustir,

4.1 Bu Calismanm Devaminda Yapimas Gerekenler

Xq21-Ypl1.2 Jokusunun promotor potansiyelinin ve letal allel hipotezinin
aragtirilmast amactyla deneysel olarak baglatilan ¢aligmalarinin tamamianacaktir.
Elde edilen wveriler biyoinformatik ve molekiiler analiz  sonuglarr ile

karsilagtinlacaktir.
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