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OZET

Duman N.

Kronik Lenfositik Losemili Hastalarda XRCC1 (X-Ray Cross Complementing Group 1)
Geninde Arg399GIn ve Argl94Trp Polimorfizmlerinin ve Kardes Kromatid Degisimi
Siklig1 ile Korelasyonlarinin Arastirilmasi

Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Doktora Tezi. Istanbul.
2008

Giris ve Amac¢: XRCC1 geni DNA onarim genlerinden biri olup genom biitiinliigiiniin
devamliliginda, kanser ve kalitsal genetik hastaliklar1 olusturan mutasyonlardan
korunmada 6nemli rolii vardir. Diger yandan genotoksik bir gosterge olan kardes
kromatid degisim (KKD) sikliginin ¢esitli kanser tiplerinde arttig1 bildirilmektedir. Bu
calismanin temel amaci; KLL’li hastalarda XRCC1 geni Arg399GIn ve Argl94Trp
polimorfizmlerin sikligin1 aragtirmak ve bunlarin KKD sikligi ile iligkili olup
olmadigin1 belirlemektir.

Yontemler: Calismada 73 KLL’li olgunun ve kontrol grubu olarak belirlenen saglikli
50 bireyin XRCC1 geninde Arg399GlIn ve Argl94 Trp polimorfizmleri PZR ve RFLP
yontemleriyle belirlendi. Hasta ve kontrol grubunun periferik kan o6rneklerinden elde
edilen lenfositlerinde kardes kromatid degisimi sikliklar1 degerlendirildi.

Sonugclar: Hasta ve kontrol grubunda kodon 399, Arg/Gln (sirastyla %68.50 ve %52)
ve GIn/Gln (sirastyla 9%21.91 ve %10) genotip sikliklari anlamli olarak farklilik
gostermistir (p=0.02). 399GIn alleli sikligi da (%90.41) hasta grubunda kontrol
grubundan anlamli gekilde ytiksektir. (O.R=1.46, % 95 CI:1.24-1.72, p<0.001). Kodon
194 polimorfizmi ise allel ya da genotip siklig1 agisindan gruplar arasinda farklilik
gostermemistir. Metafaz basina ortalama KKD sikliklari KLL’li hastalar i¢in 9.2+4
kontrol grubu bireyler i¢in 7,542 olarak bulunmustur. KKD siklig1 hasta grubunda
anlamli olarak daha yiliksek bulunmustur (p=0.02). Hem kodon 399 hem de kodon 194
ile iliskili genotiplere sahip hasta gruplari KKD sikligi acisindan kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir (p>0.05).

Tartisma: Calismamiz Arg399GIn polimorfizminin KLL etyolojisinde roli
olabilecegini, 6zellikle Gln/Gln homozigot mutant genotipin hatali DNA tamirine ve
dolayisiyla malignite gelisimine katkida bulunabilecegini gostermektedir. Hasta
grubumuzda KKD sikligimin kontrollere gore yiiksek olmasi, genomik instabilitenin
KLL gelisimi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler : KLL, XRCC1, Polimorfizm, KKD, DNA Tamiri

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 7-798/27122005
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ABSTRACT

Duman N.

Investigation of Arg399GIn and Argl94Trp Polymorphisms of the XRCC1 (X-Ray
Cross Complementing Group 1) Gene and its Correlation to Sister Chromatid Exchange
Frequency in Patients with Chronic Lymphocytic Leukemia

Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics Common Programme,
Istanbul, 2008

Introduction : The X-ray repair cross-complementing (XRCC1) gene is one of the
genes responsible for the DNA repair. It is involved in the protection of genomic
integrity and in preventing the development of mutations which are responsible from
hereditary diseases and cancer. Sister chromatid exchange (SCE) frequency, a marker of
genotoxicity, is known to be increased in various types of cancer. The aim of this study
was to investigate the frequency of XRCCI gene Arg399GIn and Argl94Trp
polymorphisms and their correlation to the SCE frequency.

Method : We investigated the Arg399GIn and Argl94Trp polymorphisms by PCR and
RFLP and we assessed SCE frequency in CLL patients (n=73) and healty controls
(n=50).

Results : The frequencies of Arg/Gln (%68.50, %52 respectively) and GIn/Gln
(%21.91, %10 respectively, p= 0.02) genotypes and the frequency of the 399Gln allele
(%90.41 O.R=1.46, % 95 CI, 1.24-1.72, p<0.001) were higher in the patient group
There was no difference in genotype distrubition or allelic frequency with respect to
Argl94Trp polymorphism. The SCE frequency was 9.2+4 for CLL patients and 7,542
for healty controls per metaphase. The SCE frequency in CLL patients was higher than
the controls (p=0.02). There was no difference in the SCE frequency among patients
with genotypes related to the codon 399 or 194 polymorphisms (p>0.05).

Discussion : Our results suggest that the Arg399GIn polymorphism may play a role in
CLL etiology and may lead to defective DNA repair and hence oncogenesis. The
increased SCE frequency in the patient group implies that genomic instability may be
associated with CLL development. Our data do not support a relation between these
polymorphisms and SCE frequency.

Key Words: CLL, XRCC1, Polymorphism, SCE, DNA Repair

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No : 7-798/27122005



1. GIRiS VE AMAC

KLL kii¢tik goriiniimlii, islevsiz ve normalden uzun omiirlii lenfositlerin kanda,
kemik iliginde ve lenfoid dokularda birikmesi ile karakterize neoplastik bir hastaliktir
(1). Siklikla ileri yas grubunda goriiliir. 40 yas altinda nadir olarak bildirilmigstir. Bati
toplumlarindaki yetigkinlerde en sik (% 24) goriilen l16semi tiiriidiir. Uzak Doguda,
Ozellikle Cin’de ve Japonya’da nadir goriiliir. Diinya iizerindeki bu farkli insidansin
sebebi heniiz bilinmemektedir. Erkeklerde daha siktir (Erkek/Kadin = 1.7:1). Olgularin
%98’1 B lenfosit kokenlidir. T hiicreli KLL, olgularin sadece %2’sini olusturur
(2,3,4,5,6).

KLL, heterojen seyirli bir hastaliktir. Prognozun belirlenmesinde Rai ve Binet

klinik evreleme sistemleri kullanilmaktadir (7).

KLL etyolojisi kesin olarak aydinlatilamamistir. Radyasyon, kimyasallar veya
alkilleyici ajanlara maruziyetin hastalifa neden olduguna dair bir kanit saptanmamastir.
DNA ve retroviruslara bagli infeksiyonlar ile birlikte olan vakalar bildirilmis ancak

sonraki caligmalarda bir neden sonug iligkisi bulunamamastir (8).

“X-ray repair cross-complementing group 17 (XRCC1) geni DNA onarim
genlerinden biri olup genom biitlinliigiiniin devamlilifinda, kanser ve kalitsal genetik
hastaliklar1 olusturan mutasyonlardan korunmada 6nemli rolii vardir. XRCC1 geninin
kodladig1 protein, serbest oksijen radikallerinin, iyonize radyasyonun, ultraviyole ve
alkilleyici mutajenlerin neden oldugu DNA’nin tek zincirindeki kiriklarin onarilmasinda
rol almaktadir. Bu gendeki fonksiyonel polimorfizmlerin, DNA tamir kapasitesinde
azalmaya neden olarak kanser i¢in bir risk olusturdugu iddia edilmistir (9).

Kardes kromatid degisimi (KKD / SCE — Sister Chromatid Exchange), es
kromozom lokuslarinda iki kromatid arasinda meydana gelen ve kromozom
morfolojisinde degisiklige neden olmayan karsilikli segment degisimi olarak tanimlanir
(10). KKD sikliginin belirlenme yontemi klastogenisitenin, genotoksisitenin veya
genetik instabilitenin arastirildiglr ¢alismalarda kullanilmaktadir. Artmis KKD sikligi
glinlimiizde mutajenik etkinin ve dolayisiyla artmis kanser riskinin biogdstergesi olarak
kabul edilmektedir (11).

Kardes Kromatid Degisim Siklig1 yontemi kullanilarak cesitli hastaliklarda

genomik instabilite degerlendirilmeye calisilmistir. Genomik instabilitenin, hastaliklarin



etyolojilerinde oldugu kadar malign transformasyonlarda da 6nemli rolii bulunmaktadir.
Bu c¢alismanin amaglarindan biri, bircok kanser tiirlinde arttig1 bildirilen ve genetik
instabilitenin bir gostergesi olan artmig KKD sikligin1 KLL hastalar1 ve saglikli kontrol
grubu bireylerinin lenfositlerinde arastirmak, elde edilen KKD sikliklarini istatistiksel
olarak birbirleri ile karsilagtirmaktir.

DNA tamir genlerinde tespit edilen polimorfizmler, DNA tamir fonksiyonunu
etkileyerek kisilerde genetik instabilite ve kanser yatkinligina yol agabilmektedir.
Dolayisiyla bu polimorfizmler malignite olusumunda rol oynayabilir. Bu ¢alismanin bir
diger amaci, KLL’li hastalarda DNA tamir geni olan XRCC1 geni kodon 194 ve kodon
399 polimorfizm sikligini aragtirmak ve bu gendeki fonksiyonel polimorfizmlerin, DNA
tamir kapasitesinin degismesine neden olarak kanser icin bir risk olusturan artmig KKD

siklig1 ile arasinda bir iliski olup olmadigin1 aydinlatmaktir.



2. GENEL BILGILER

Kanser, normal hiicre ¢ogalmasini kontrol eden mekanizmalardaki
bozukluklardan kaynaklanan genetik bir hastaliktir (12). Tim kanserlerin %3 linii
olusturan losemiler, kemik iligindeki hematopoetik hiicrelerin malign tiimdrleridir

(13,14).

2.1. KRONIK LENFOSITIK LOSEMI

KLL bati iilkelerinde en sik goriilen 10semi tipidir. Bu iilkelerde yasayan 65
yasin Ustiindeki kisilerde gelisen 16semilerin %40’ 1 olusturur (15). 30 yasin altinda
cok nadir olmasina ragmen KLL’ye yakalanan kisilerin %20-30 kadar1 55 yasin
altindadir (16). Total senelik insidansin yaklasik 100.000°de 3 oldugu saptanmistir. Irk
ve cografi bilgilere dayali olarak yapilan ¢alismalarda Kuzey Amerika, Avustralya ve
Avrupa iilkelerinde yasayan beyaz ve siyah irkin, Cin, Japonya ve Hindistan’da yasayan
toplumlara gore bu losemiye 20-30 kat daha fazla yakalandigi gosterilmistir (17).
Erkek/Kadin orani : 2/1°dir (18).

Vaka-kontrollii olarak yapilan etyolojik ¢alismalarda kimyasal, radyasyon, diyet,
virus infeksiyonu ve otoimmiin hastaliklarin KLL gelismesinde 6énemli bir risk oldugu
kesin olarak bugiine kadar gdsterilememistir (19). Fakat KLL’ye yakalanan kisilerin
birinci ve ikinci derecedeki akrabalarinda bu 16semi gelisme ihtimalinin ytliksek oldugu
bilinmektedir (20,21). Literatirde KLL’ye yakalanan ailelere ait detayli caligsmalar
olmasina ragmen, bu kisilerin genetik yapilarinda bir bozukluk bulunamamistir ve

genetik gecis mekanizmasi tam olarak tanimlanamamistir (22).

2.1.1. KLINIK OZELLIKLER

Kronik lenfositik 16semi yetiskin populasyonda en sik goriilen 16semi tipidir.
Hastalar halsizlik, ¢abuk yorulma, gece terlemesi, ates, kilo kaybi, tekrarlayan
bakteriyel ve viral enfeksiyonlar gibi 6zgiin olmayan semptomlar ile bagvurabilirler.
Bazi1 asemptomatik hastalara tani rutin bir kan sayimi sirasinda tesadiifen konmaktadir.
En 6nemli fizik muayene bulgusu lenfadenopatidir. Lenfadenopatiler genelde lastik
kivaminda, agrisiz, birbirinden bagimsiz ve hareketlidirler. Sayr ve biiytkliikleri
degiskenlik gosterir. Hastalarin yaklasik yarisinda diizgiin kenarli splenomegali vardir.

Bazen hipersplenizm ortaya ¢ikar ve anemi ve/veya trombositopeni gozlenebilir (23).



Hepatomegali daha nadirdir (24).

Tan1 i¢in bircok kriter gelistirilmigtir. 1988’de “National Cancer Institute-
sponsored Working Group” ve “International Workshop on Chronic Lymphocytic
Leukemia — IWCLL” tarafindan tani kriterleri, evreleme ve tedavi yontemleri ortaya

konulmustur (25).

NCI-WG tani kriterleri; lenfosit sayisinin 5000/mm?*’iin iizerinde olmasi ve CD5
pozitifligi ile birlikte en az bir B lenfosit ylizey antijeninin pozitif bulunmasi (CD19,
CD20, CD23), prolenfosit sayisinin %55’den az olmasi ve kemik iligi infiltrasyonunun
%30’dan fazla bulunmasidir (25).

IWCLL tam kriterleri; lenfosit sayisinin 10.000/mm?*’den fazla olmasi, kemik
iligi biopsi incelemesinde hiicrelerin %30’undan fazlasini lenfositlerin olusturmasi ve
CDS5 pozitif B-lenfositlerin tipik fenotipik 6zelliklerinin saptanmasi olarak tespit
edilmistir. Buna gore KLL tanist i¢in kandaki lenfosit sayis1 10.000/mm?*’den fazla ise
diger iki kriterden birinin varlig1 veya lenfosit sayist 10.000/mm?*’den az ise diger iki
kriterin de pozitif olmasi tan1 i¢in yeterli gériilmiistiir (25). KLL tani kriterleri Tablo 2-
1’de gosterilmistir (26).

Tablo 2-1: KLL Tam Kriterleri

NCI IWCLL

> 5.000/mm? lenfositoz; en az 1 adet B hiicre
isareti
(CD19,CD20,CD23)+CD5 tutulumu

> 10.000/mm? lenfositoz + B fenotipi veya kemik iligi

< 10.000/mm?* lenfositoz + B fenotipi +kemik iligi
< %535 atipik hiicre orani
tutulumu

> % 30 kemik iligi lenfosit orani > 9% 30 kemik iligi lenfosit orani




2.1.2. KLINiK EVRELENDIRME

Giiniimiizde kullanilan iki farkli evreleme sistemi vardir: (27-28).
1. Rai Evrelendirmesi

2. Binet Evrelendirmesi

Tablo 2-2: Rai Evrelendirmesi

Evre Klinik-Hematolojik Ozellikler

0 Lenfositoz

1 Lenfositoz + Lenfadenomegali

2 Lenfositoz+ Splenomegali ve/veya hepatomegali

3 Lenfositoz+ Anemi (Hb<11g/dl)

4 Lenfositoz+ Trombositopeni (Trombosit<100.000/ mm?)

Tablo 2-3: Binet Evrelendirmesi

Evre Klinik-Hematolojik Ozellikler

A 3’ten az lenfoid bolge™* tutulumu

B 3 ya da daha fazla lenfoid bolge* tutulumu

C Anemi (Hb<10g/dl) ya da Trombositopeni (Trombosit<100.000/ mm?)

*Tek veya iki tarafli servikal, aksiler ve inguinal bolgeler, dalak ve karaciger lenfoid

alanlardir.

2.1.3. TEDAVI

KLL tanis1 konduktan sonra, hastaligin nasil takip edilecegi, hangi durumlarda
ne tir tedavi uygulanmasi gerektigi cok Onemlidir. Bu amagla klinik ve biyolojik
parametreler kullanilmaktadir. Hastalik aktivitesi diigiik olgular (Rai evre 0-1 ve/veya
Binet A, kemik iligi tutulumu diffiiz olmayan, anemi ve trombositopeni olmayan,
lenfosit sayis1 <30x10°/L olan ve LKZ (Lokosit katlanma zamani — tedavi almayan
hastalarda kandaki lenfosit sayisinin iki katina ¢iktig slire) >12 ay olan hastalar hastalik

progresyonu gozlenene kadar tedavisiz takip edilir. Erken evre hastalarda yapilan




calismalarda, tedavi verilmesinin boyle hastalarda sagkalim siiresini uzatmadigi

gosterilmistir (29).

Tedavide alkilleyici ajanlar, kortikosteroidler, fludarabin, 2-
klorodeoksiadenozin, pentostatin (2’- deoksikoformisin), interferon-alfa, yiiksek doz
immiinglobulin ve radyoterapi kullanilmaktadir. Otoimmiin hemolitik anemi ve/veya
trombositopeni gelistiginde splenektomi uygulanabilir. Kemik iligi transplantasyonu

geng olgularda uygulanabilir (30,31).

Gen Tedavisi: KLL’de gen tedavisinin amact KLL fenotipini degistirmek
olacaktir. Boylece KLL hiicreleri sunulan antijenlere cevap verecek olan T hiicrelerini
uyarabilecek kapasitede olacaktir. CD40 ve ligandinin (CD40L veya CD154) aktive T
hiicreleri tizerindeki ekspresyonu B-hiicre aktivasyonu, sagkalimi ve farklilagmasinda

anahtar rol oynar (32).



2.2. XRCC1 GENI
XRCCl, baz eksizyon tamiri ve tek sarmal kiriklarinin tamirinden sorumlu bir

gendir (33). Sekil 2-1 (34).

Sekil 2-1: XRCC1 Geni

Chr 19
L] - - Ly - ] [ ) L]
L] ™ - - - - k] ] " ] Mmoo o o
i L wom w7 ] - - ™ L Ly ] " ] L L "
=] = = = - =] f= = - =l fal =l - - - = =l -
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2.2.1. GENIN YAPISI

XRCCI1 geni 17 ekzon igerir ve yaklasik 31,9 kb. uzunlugundadir. Gen {iriinii
19q13.2-19q13.3 de lokalize olan gen bolgesi tarafindan kodlanir (35). 633 aminoasit
uzunlugunda olup 69,5 kDa agirligindadir (36).

Sekil 2-2: Genin Yapisi

HC_ 000013, 8

M 45771555 ] A 45750504 ]
Bk i =t
H_nne297.1 H } HHHH———83—H HP_M016255%.1 CCDEl 262441

B - lodlamahbilgesi B - Lodlama yapmayan holge

Kromozom 19, Lokiis 19q 13.2

2.2.2. GENIN FONKSIYONU

XRCC1I, DNA onarim genlerinden biri olup genom biitiinliigiiniin
devamliliginda; kanser ve kalitsal genetik hastaliklar1 olusturan mutasyonlardan
korunmada 6nemli rol oynamaktadir. DNA onarim genlerinin kodladig1 proteinler veya
enzimler genetik olarak polimorfiktir. Bu genlerdeki fonksiyonel polimorfizmlerin,
olusan proteinlerin yliksek ya da diisiikk aktivite gostermesi sonucu DNA tamir
kapasitesinde degismeye neden olarak cesitli kanser tiplerine yakalanma riskini

arttirabilece8i veya azaltabilecegi iizerinde durulmaktadir (35). Farelerde XRCCI1




genindeki delesyonun embriyonun dliimiine yol agtig1 gosterilmistir (37).

Sekil 2-3: DNA Hasarl/ DNA Onarimi Arasindaki Dengenin Onemi

'/ EI(SiI{I]Hﬁ.

XRCCI1 serbest oksijen radikallerinin, iyonize radyasyonun, ultraviyole ve
alkilleyici mutajenlerin yaptigi baz degisimi sonucu olusan, DNA tek zincir

kirilmalarinin onarilmasinda rol alan proteinleri kodlar (38).



2.2.3. DNA TAMIR MEKANIZMALARI

Prokaryotik ve Okaryotik organizmalar DNA’larin1 korumak icin ¢esitli DNA
tamir mekanizmalarina sahiptir. Memeli hiicrelerinde farkli DNA hasarlar farkli DNA
tamir yollar1 ile tamir edilmektedir Eksizyon tamiri sirasinda kimyasal olarak degismis,
yanlig eslesmis veya uygun olmayan (DNA’daki urasil gibi) bazlar genomdan kesilerek
yerlerine dogru dizideki bazlar konur. Eksizyon tamiri, BER ve NER olmak {izere ikiye
ayrilir. BER sirasinda hasarli bazlar serbest baz olarak kesilir ve ¢ikartilir, NER’de ise
hasarli bazlar oligoniikleotid fragmanlar1 olarak kesilir. BER ile iyonize edici
radyasyon, reaktif oksijen tiirleri ve monofonksiyonel alkilleyici ajanlar ile olusan baz
hasarlar1 tamir edilir (39). DNA’da hasar olusturan ajanlar, hasar tipleri ve tamir

mekanizmalar1 Sekil 2-4’te gosterilmistir.

Sekil 2-4: DNA'da Hasar Olusturan ajanlar, Hasar tipleri ve Tamir Mekanizmalari

X-isinlan UV isign X=1zmlan
Orksijen radikaller Replikasyon Polisiklik aromatik Anti-tumor
Alkilleyici ajanlar hatalari hidrekarbonlar ajanlanCis-Pt)

. = Zincirlerarasi capraz
;z:z::ﬂm; A-G Yanliz eglenme {6-4) PP bag
Tekzincir ki | C VNN eglenme cep Gift zinir bag:

Yanhg Eglenma Rekombinasyon
Tamiri Tamiri
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2.2.4. BAZ EKSIZYON TAMIRI

Baz Eksizyon Tamiri (BER) iyonize radyasyonun indiikledigi oksidatif baz
hasar1 ve zincir kiriklarinin tamirinde rol alan bir DNA tamir mekanizmasidir. Iyonize
radyasyona maruziyet sonucu hiicre DNA’sinda meydana gelen hasar, birbiriyle iliskili

birgok DNA tamir enzimini genomik biitiinliigii korumak {izere harekete gecirir (40).

Baz Eksizyon Tamiri, DNA bazlarinin dogal hidrolizi veya kimyasal ajanlar
nedeni ile olusan uygun olmayan bazlarin tamiri ile ilgilidir. BER’de gorev alan enzim
DNA glikozilazdir. Spontan veya kimyasallarla olan deaminasyon veya iyonize
radyasyon ve oksidatif hasar sonucu olusan baz degisikliklerine spesifiktir (urasil,
hipoksantin, 3-metiladenin vb.). DNA glikozilaz, uygun olmayan baz1 tanir.
Deoksiriboz seker ve baz arasindaki N-glikozidik bagin hidrolizi ile uzaklastirir.
Lezyona spesifik glikozilaz enzim formu kullanilir (Orn: Urasil-DNA glikozilaz).
Abazik (apirimidinik ya da aplirinik) bolge olusur (AP bolge). AP bolgeyi spesifik AP
endoniikleaz enzimleri tanir ve bu zincirde bir ¢entik acar. Ekzoniikleaz enzimi fosfat ve
sekeri ayirir. Olusan bosluk DNA polimeraz ile doldurulur ve ligaz ile fosfodiester
baglanti saglanir (Glikozilaz, metillenmis sitozinden amino grubunun uzaklagsmasiyla
olusan timini DNA’dan ¢ikartamaz, ¢iinkii timin DNA i¢in normal bir bazdir (41). Baz

eksizyon tamir mekanizmasi Sekil 2-5’te gosterilmistir.
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Baz Eksizyon Tamiri

Sekil 2-5
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XRCCI’in DNA ligaz III, DNA polimeraz beta ve (PARP) poli-(ADP-riboz)
polimeraz ile etkileserek spesifik olarak baz eksizyon tamirinde 6nemli yeri oldugu

diistiniilmektedir (42).

Baz eksizyon tamirinde XRCC1’in rolii Sekil 2-6’da gosterilmistir..

Sekil 2-6: Baz Eksizyon Tamirinde XRCC1

- w
l FARP larik bolgesine badlanir

e« @

C‘:—_— ——:'> ARCC1 ve Ligaz 3
l Kirk biolgesine badglanr
ri
. PNK. ile uclarin isleme
l tabi tutuimasi; boglugun
Polf ile doldurulmas

r*::rpf\,
—_—

l Ligaz 3 ile igasyon

DNA zincir tamirinde ilk basamak zarar gérmiis olan bazin veya molekiildeki
yapisal degisimin PARP (sar1 renkli) tarafindan taninmasidir. PARP’1n baglanmasi kirik
tamirinde rol oynayan proteinler olan XRCCI1 (turuncu renkli) ve DNA Ligaz III’i de
(yesil renkli) harekete gecirir. Ardindan poliniikleotidkinaz (PNK) ile kirik uglari isleme
tabi tutulur ve bosluklar polimeraz beta (Pol B) tarafindan doldurulur. DNA ligaz ile de
uclar birlestirilir (42).
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XRCCI geni ile etkilesimde bulunan enzimlerin gen tlizerindeki lokalizasyonlari

Sekil 2-7°de goriilmektedir (43).

Sekil 2-7: Baz Eksizyon Tamirinde XRCC1 ile Etkilesimde Bulunan Enzimlerin Gen
Uzerindeki Lokalizasyonlar

DNA pol g PAfIP DNA Iiggse ]
XRCC1 W T
1 183 239266 314 97 538 633

NLS Homologous

to radd/cuts

2.2.5. XRCC1 GENi POLIMORFIZMLERI

XRCCl'in endojenik ve ekzojenik DNA hasarlarinin giderilmesinde anahtar bir
role sahip oldugu bildirilmistir. Son yillarda yapilan aragtirmalarda XRCCl'in kodlayici
bolgesinde kodon 194 (Arg-Trp), kodon 280 (Arg-His) ve kodon 399 (Arg-Gln) olarak
adlandirilan ii¢ adet polimorfizm tanimlanmistir. Bu polimorfizmler evrimsel olarak
korunmusg bolgelerde bir aminoasit degisimini igerir ve XRCCl1'in fonksiyonunda

azalmaya sebep olabilmektedir (38).

XRCCI1 geni ekzon 6 kodon 194’te 26304. pozisyonda Sitozin/Timin (C/T)
degisiminin neden oldugu polimorfizm, protein yapisinda Arginin/Triptofan (Arg-Trp)
degisimine neden olmaktadir. XRCC1 geni ekzon 9, kodon 280 (Arg/His) polimorfizmi
de, protein yapisinda (Arg/His) aminoasit degisimine neden olmaktadir. XRCC1 geni
ekzon 10, kodon 399°da 28152. pozisyonda Guanin/Adenin (G/A) doniisiimiiniin neden
oldugu bir bagka polimorfizm ise, protein yapisinda Arg/Gln aminoasit degisimine
neden olmaktadir. Arg399GIn polimorfizminde PARP baglanma bolgesindeki baz
degisiminden dolayi, genin kodladig: protein fonksiyonel degisime ugramaktadir (35).

XRCCI genine ait 44 adet Single Nucleotide Polymorphisms-Tek niikleotid
polimorfizm (SNP) tanimlanmistir. Tablo 2-4 XRCC1 genine ait SNP’leri

gostermektedir.



Tablo 2-4: XRCC1 Polimorfizmleri

(www.atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_XRCC1)

SNP yeri No Aminoasit pozisyonu
Ekzon 17 |rs3547 632
rs61083190 632
Ekzon 16 |rs2307177 576
1s2682557 576
rs58813860 576
rs2307182 571
Ekzon 15 |rs2307181 562
1s2307166 560
1s2307167 559
Ekzon 14 |rs41561817 528
1525474 514
Ekzon 13 |rs2307184 485
Ekzon 11 |rs2293035 418
rs2307179 407
Ekzon 10 |rs25487 399
rs11553658 399
rs17435395 399
rs57378728 399
1s2271980 381
Ekzon 9 |rs2307173 326
1s25491 309
1525490 304
rs3213366 300
rs2307188 298
rs25489 280
Ekzon 7 |rs915927 206
rs57689566 206
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SNP yeri | No Aminoasit pozisyonu
Ekzon 6 |rs2307192 199
rs1799782 194
rs2307170 190
1s56357789 183
Ekzon 5 |rs2397191 161
rs2307168 158
rs2307180 157
Ekzon 4 |rs2228487 107
Ekzon 3 |rs41558313 78
1s25496 72
rs2307185 56
1$25495 51
rs2307174 50
Ekzon 2 |rs2307189 42
Ekzon 1 |rs2307171 10
152307186 7
rs11553659 5

2.2.6. XRCC1 POLIMORFIiZMLERININ HASTALIKLARLA TLISKIiSi
Jeon ve ark. Giiney Kore’li kadinlar {izerinde yaptiklari bir arastirmada,
Arg399Gin polimorfizminin artmis uterin leiomyoma riski ile iliskili oldugu sonucuna

varmiglardir. (44).

Chacko P.ve ark, kodon 194 ve kodon 399 polimorfizmlerinin Giiney Hindistan

kadin populasyonunda meme kanseri risk artisiyla beraber oldugunu gostermistir (45).

Xu Z ve ark. Giiney Cin’de yaptiklar1 bir c¢alismada, erkeklerde XRCCl1
polimorfizmlerinin (kodon 194, 280 ve 399) prostat kanseri riskini arttirdigini

saptamiglardir (46).

Saadat M ve ark.nmn yaptigi c¢aligmanin sonuglari XRCC1 genindeki

polimorfizmlerin sizofreniye yatkinlikta aday gen olabilecegi yoniindedir (47).
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Mahabir S ve ark. XRCC1 polimorfizmlerinin inme etyolojisinde etkili

olabilecegini gostermistir (48).

Dogru-Abbasoglu ve ark. XRCC1 geni Argl94Trp polimorfizminin geg
baslangicli Alzheimer Hastalig1 gelisiminde rolii olabilecegini bildirmiglerdir (49).

Wang Z. ve ark. XRCC1 geni kodon 399 i¢in (Arg399Gln) i¢in en az bir varyant
allel tasiyan sisplatin ile tedavi gormiis hastalarin 2.5 kat artmis grade 3 veya 4

gastrointestinal toksisite riski ile kars1 karsiya olduklar1 sonucuna ulagmislardir (50).

Liu B ve ark. XRCC1 geni kodon 399 i¢in homozigot bireylerde (GIn399GIn)

prognozun ¢ok kotii oldugunu gostermislerdir (51).

Gu ve ark. idiyopatik azospermisi olan bir grup Cin populasyonunda yaptiklari
arastirmada, XRCC1 polimorfizmlerinin idiyopatik azospermi gelisiminde roli

oldugunu gostermislerdir (52).

Loizidou ve ark. 2008 yilinda yaymladiklar1 bir caligmada, XRCCI1’de
SNP’lerdeki varyasyonlarin meme kanserine yatkinligi etkileyebilecegini bildirmislerdir

(53).

Silva ve ark.nin 241 meme kanserli hasta iizerinde yaptig1 ¢alisma, menapozal
yastaki kadinlarda XRCC1 Argl94Trp and Arg399GIn polimorfizmlerinin meme

kanseri riskini bireysel olarak etkileyebilecegini diislindiirmiistiir (54).

Pachouri ve arkadaslar kuzey Hindistan populasyonunda XRCC1 Arg399Gin
ve Argl94Trp polimorfizmlerinin bu populasyonda akciger kanseri riskini

etkileyecebilecegi goriisiine varmislardir (55).

Diger yandan, bu polimorfizmlerin kanser riskini azalttigini bildiren ¢aligmalar
da vardir. Ust gastrointestinal sistem kanseri i¢in yiiksek riskli Cin popiilasyonunda
yapilan bir caligmada, XRCC1 Arg399GIn varyant genotipinin iist gastrointestinal
sistem kanseri riskini azalttigi, hem Argl94Trp hem de Arg399Gln varyant genotipini
tastyan bireylerde riskin daha da azaldig1 bildirilmistir (56).

Pakakasama ve ark. XRCC1 kodon194 Trp/Trp genotipinin ¢ocukluk ¢agi ALL
riskini 6nemli Olclide azattifini, XRCC1 399GIn allelinin ise 6nemli derecede

arttirdigini gostermislerdir (57).
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Bunlarin diginda, bazi arastirmacilar XRCC1 gen polimorfizmleri ile bazi
kanserler arasinda kayda deger bir fark bulamamiglardir. Kipikasova ve ark. 2008
yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, XRCC1 geni ekzon 10’da (Arg399GIn, G/A) tek
niikleotid polimorfizmi agisindan meme kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda

anlamli bir farka rastlamamiglardir (58).

Wang C ve ark. 2008 yilinda yaptiklart bir meta analizde, XRCC1 geni
Argl94Trp, Arg280His, Arg399GIn polimorfizmleri ile mesane kanserine yatkinlik

arasinda anlaml bir iligki bulamamislardir (59).

Ferguson ve ark. 2008 yilinda yayinladiklar1 bir makalede, XRCC1 Arg399GIn
polimorfizmi ile reflii 6zofajit, Barret 6zofagusu ve O6zofagus adenokarsinomasi

arasinda bir birliktelik olmadig1 sonucuna varmislardir (60).

Romanowicz-Makowska ve ark. XRCC1 Argl94Trp and Arg399Gin

polimorfizmleri ile meme kanseri arasinda bir iliski bulamamisglardir (61).
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2.3. KARDES KROMATID DEGIiSiMi

KKD (Kardes kromatid degisimi), es kromozom lokuslarinda iki kromatid
arasinda meydana gelen ve kromozom morfolojisinde degisiklige neden olmayan
karsiliklt segment degisimi olarak tanimlanir. KKD sikliginin belirlenmesi sitogenetik
bir teknik olup, klastogenisitenin, genotoksisitenin veya genetik instabilitenin
arastirildigl calismalarda kullanilmaktadir. Giintimiizde KKD sikliginda artis kanser

riskinde artisin ve mutajen etkisinin gostergesi olarak kabul edilmektedir (62).

KKD siirecinde, DNA’nin duplikasyonu sirasinda kromatidler arasinda parca
degisimi olurken, DNA sarmalinda kiriklar olusur. Bu olay, hiicre siklusunun S fazinda
normal olarak da meydana gelebilmekte ancak DNA replikasyonunu engelleyen
mutajenlerin etkisi altinda daha sik olmaktadir. KKD onarim ile nokta mutasyonlarinin,

gen amplifikasyonlarinin ve sitotoksisitenin indiiksiyonu ile yakin iligkilidir (62).

KKD ilk defa 1957 yilinda J.H. Taylor tarafindan gdzlenmistir. Taylor, H3
Timidin baglanmasinm1 miiteakip non-radyoaktif ortamda kromozomlarin kardes
kromatidleri arasindaki par¢a degisimini tarif etmistir. Ancak yontem ¢ok zaman alici
ve radyoaktivite i¢ermesi dolayisiyla yaygin olarak kullanilmamigtir. 1972 yilinda
Zacharov ve Egolina timidin analogu olan 5-bromodeoksiiiridin (BrdU)’i kardes
kromatidleri gostermek amaciyla Cin hamster hiicre kiiltiirlerinde kullanmislardir. BrdU
replikasyon sirasinda yeni yapilan DNA molekiiliiniin yapisina girmekte ve bunu
takiben Giemsa ile boyamada iki kardes kromatid farkli olarak boyanmaktadir.
Yapisinda BrdU bulunan DNA, Hoechst 33258 boyasina diger kromatinden daha siki
baglanmakta ve 1518a maruz kaldiginda boyay1 kolay birakmamaktadir. Bu nedenle daha
sonra preparat Giemsa ile boyandiginda BrdU iceren DNA daha agik boyanmakta ve
floresan mikroskopta mavi yesil renk vermektedir. KKD sikliginin arastirilmasi
yontemi, en sik olarak periferik kanda lenfositler iizerinde uygulanir. Lenfositlerin

aspesifik bir antijen olan fitohemaglutinin ile stimule edilerek bdliinmeleri saglanir (62).

KKD sikligmin arastirilmasi yontemi, kullanilan teknigin 6zelligi nedeniyle
hassasiyet gerektirmektedir. Kiiltiire ilave edilen BrdU konsantrasyonlarindaki minor
degisimlerin, sonuglar1 anlamli derecede etkiledigi bildirilmistir. KKD, bir kromozomun
kardes kromatidleri arasindaki degisimi ifade eder. Kardes kromatidler arasindaki parca
degisimleri 151k mikroskobu altinda metafaz plaklarinda kolaylikla tespit edilebilir ve

sayilabilir. KKD siklig1, sayilan kardes kromatid de8isimi sayisinin incelenen metafaz
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sayisina (en az 30, ideal olarak 50 metafaz plagi) boliinmesiyle elde edilmektedir. Artan
kardes kromatid degisimi sikligit mutajenik etkinin varliin1 gosterebilir. Saglikli
kisilerin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinde KKD siklig1 laboratuardan laboratuara
farklilik gostermektedir. Ayrica saglikli insan B ve T hiicreleri KKD siklig1 yoniinden
degerlendirilmis, anlamli farklar elde edilmemistir. Bronsiyal epitel hiicrelerinin
cevresel etkenler ile daha fazla etkilesimlerinin olmasindan yola ¢ikilarak, bu hiicreler
KKD siklig1 yoniinden degerlendirilmis, akciger kanseri riskine yol acan genetik hasarin
bu yontem ile belirlenebilecegi bildirilmistir (62).

Viral enfeksiyonlar, malign hastaliklar, kimyasal maddeler ve ultraviyole 1s181na

maruz kalmanin KKD sikligini artirdigi gosterilmistir (62).

KKD hiicre boliinmesinin normal bir 6zelligi olarak da meydana gelebilmekle
birlikte, kromozom morfolojisinde degisiklige neden olmamakta; fakat hiicre DNA’s1

genotoksik ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde siklig1 artmaktadir (63).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Calismamizda 2006-2008 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’nda takip ve tedavisi
yapilan Kronik Lenfositik Losemili 31°1 kadin ( ortalama yas 60 & 7, yas aralif1 44-73)
42’si1 erkek (ortalama yas 62 + 9, yas aralig1 43-81) 73 olgunun ve kontrol grubu olarak
belirlenen saglikli 25’1 kadin (ortalama yas 62 + 9, yas araligi 46-82) ve 25’1 erkek
(ortalama yas 58 + 8, yas aralig1 44-74) 50 bireyin alinan periferik kan ornekleri gereg
olarak kullanildi.

Tablo 3-1: Gruplarin Cinsiyet Dagilim

CINSIYET SIKLIK YUZDE (%)
KLL K 31 42,5
E 42 57,5
TOPLAM 73 100
KONTROL K 25 50
E 25 50
TOPLAM 50 100
Tablo 3-2: Gruplar Arasi Yas Dagilimi ve Ortalamalar
Say1 | Cinsiyet Aritmetik | Standart Minimum | Maksimum
Ortalama| Sapma
Hasta 73
31 K 60 7 44 73
42 E 62 9 43 81
Kontrol| 50
25 K 62 9 46 82
25 E 58 8 44 74
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Hastalarin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Ulusal Saglik Enstitiisii destegindeki Uluslararast ¢alisma grubunun 1996
yilinda belirledigi tani kriterleri esas alinarak teshisi konmug KLL’li hastalar ¢aligmaya

dahil edildi.

Hastalar goniilli bilgilendirme formunu dikkatlice okuduktan sonra ve
arastirmaya katilmay1 kabul ettiklerine dair imzalar1 alindiktan sonra arastirmaya dahil

edildiler.
Kontrol Grubu Bireylerin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Herhangi bir sistemik hastaligi olmayan yaglar1 18’den fazla saglikli bireyler
goniillii bilgilendirme formunu dikkatlice okuduktan sonra ve arastirmaya katilmayi

kabul ettiklerine dair imza attiktan sonra aragtirmaya dahil edildiler.
Kimyasallar

Agaroz

Bromo fenol mavisi

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)

Etidium bromid

Etil alkol

Mineral yag (Sigma)

Tris — HCI (Sigma)

Kullanilan Cihazlar

Termal dongii cihazi

Yatay elektroforez

Gli¢ kaynag1

CCD kamera- bilgisayar donanimi
UV-transilluminator
Spektrofotometre

Calkalamali su banyosu

(Techne, Biorad)

(Bio-Rad)

(EC Appatus corporation)
(Mitsubishi, Macintosh centis 650)
(Bio-Rad)

(Nanodrop)

(Memmert)
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Ceker ocak (Kermanlar)
Hassas Terazi (Shimadzu)
Mikropipetler (Gilson, Eppendorf)
Vorteks (Kermanlar)
Masaiistii mini santrifiij (Eppendorf)

Buzdolaplar1 ve dondurucular (+40C ve -200C) (Ugur, argelik)

Distile su cihazi (Milipore)
Hibridizasyon firini (Techne)
Sogutmali santrifiij (Heraus)

Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler
EDTA 0,5M (1000 ml)

186,1g EDTA distile su ile 1000ml’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda

1s1sinda muhafaza edildi.
Tris-HC1 1 M (1000 ml, pH 8.0)

121,1 g Tris-HCI distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. pH HCI ile 8.0’a

ayarlandi ve otoklavlanarak oda 1sisinda muhafaza edildi.
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Stok Cozeltisi %10 (50 ml)

5 g SDS distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. Sterilizasyon, 0.2-0.45 pum’lik

membran ile filtre edilerek yapildi. Oda 1s1sinda muhafaza edildi.
Sodyum Kloriir — NaCl SM (100 ml)

29,22 g NaCl distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1si1sinda

muhafaza edildi.
Amonyum asetat - NH4Ac 9.5 M (1000 ml)

770 g NH4Ac distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 0.2-0.45 um membran ile

filtre edilerek oda 1sisinda muhafaza edildi.
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Tris-EDTA (TE) Tamponu (100 ml, pH 8.0)

1 ml 1M Tris-HCI ve 2 ml 0,5 M EDTA distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Otoklavlanarak oda 1sisinda muhafaza edildi.

Proteinaz K (1ml, 20 mg/ml)
0,02 g proteinaz K 1 ml’ye steril distile su ile tamamlandi ve -20 °C’de saklandi.

Eritrosit parcalama soliisyonu (RBL) (1000 ml, pH 7.4)

1 g KHCO3, 200 ul 0,5 M EDTA, 8,74 g NH4CI distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. pH NaOH ile 7.4’a ayarland1 ve otoklavlanarak oda isisinda muhafaza

edildi.
Lokosit parcalama soliisyonu (WBL) (400 ml)

10 ml 4M NacCl, 20 ml 0,5 M EDTA distile su ile 400 ml’ye tamamlanarak

otoklavland1 ve oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Agaroz Jel Elektroforez Cozeltileri

Etidium Bromiir
Steril distile su ile 10 mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.
6X Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (10 ml)

10 ml steril distile su i¢ginde %0,25 bromofenol mavisi, %30 Gliserol olacak

sekilde 6X konsantrasyonda hazirlandi ve oda 1sisindan muhafaza edildi.
50X TAE (Tris-asetat EDTA) (1000 ml)

292 gr Tris base, 57,1 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml 0,5 M EDTA distile su

ile 1000 mI’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1sisinda muhataza edildi.

PZR Tepkimesi icin Kullanilan Cozeltiler

Taq DNA polimeraz (rekombinant) (5U/ pl) MBI Fermantas. -20 °C’de

muhafaza edilir.
PZR Tampon (10X)
100 mM Tris-HC1, 500 mM KCl, %0,8 nonidet P40. -20 °C’de muhafaza edilir.

MgCI2 (25 mM) -20 °C’de muhafaza edilir.
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dNTP 100 mM’lik deoksi-niikleotid trifosfatlarin her birinden 10 mM igerecek

sekilde stok karisim hazirlanir. -20 °C’de muhafaza edilir.

Primerler: Hazir liyofilize sekildeki primerler, 100 uM stok ¢ozelti hazirlanacak

sekilde otoklavlanmis filtreden gecirilmis distile su igerisinde vorteks ile ¢oziliir.
-20 °C’de muhafaza edilir.

Kullanilan Kitler
1) DNA izolasyon kiti (Roche Maxi Kit)

Eritrosit par¢alama sollisyonu (RBL)

1 g KHCO3, 200 ul 0,5 M EDTA, 8,74 g NH4Cl pH 7.4

Lokosit parcalama soliisyonu (WBL)

10 ml 4M NacCl, 20 ml 0,5 M EDTA

Protein Cokeltme ¢ozeltisi

Etanol

TE (Tris-EDTA) tamponu; 1 ml 1M Tris-HCI ve 2 ml 0,5 M EDTA
Baglama tamponu (Binding Buffer )

3M guaninidine-thiocyanate, 10 mM Tris-HCI, % 5 Etanol, pH 6,6
Yikama tamponu (Wash Buffer)

% 20 Etanol, 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5

Elisyon tamponu (Elution Buffer)

10 mM Tris-HCI, pH 8,5

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu
10 ml periferik kan 50 ml’lik falkon tiipiine aktarilarak iizerine 30 ml RBL

eklendi. 10 dk oda 1sisinda tiipler ¢alkalandiktan sonra + 4°C’de 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi atildi ve pellet kismi vortekslendi.

37°C’de 15 dk kristalizasyonu engellemek i¢in pelletin iizerine, 5 ml bekletilmis WBL
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eklendi, karigtm kirmizi/kahverengi olana kadar vortekslendi, RBL eritrosit hiicre
zarinin pargalanmasini hizlandirmak icin 37°Cde 15-30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda 2.6 ml protein presipitasyon soliisyonu eklendi ve her bir 6rnek yaklasik 25

sn vortekslendi. 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant kismi steril 50 ml’lik Falkon tiipe alinarak iizerine
1:2 oraninda %100 etanol eklendi ve DNA’nin toplanmasi beklendi. Toplanan DNA
steril 1.5’luk Eppendorf tiipe aktarilarak 56°C* de 1sitict bloklara konularak kalan

alkoliin ugmasi saglandi.

Elde edilen DNA’nin miktarma goére 100-300 pul TE (Tris-EDTA) tamponu
eklenerek DNA nin ¢dziinmesi i¢in 56 °C’de 1 saat bekletildi ve DNA +4°C’de sakland:
10 ml periferik kan 50 ml’lik Falkon tiipline aktarilarak iizerine 30 ml RBL eklendi. 10
dk tiipler ters yiiz edildi. +4°C’de 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

DNA Konsantrasyonu ve Safhigimin Ol¢iimii

izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve safliklari o6lciildii. Stok DNA
orneginden 1 pl 6rnek Nanodrop’a konuldu. Hazirlanan 6rnegin spektrofotometrede 260

ve 280 nm dalga boylarindaki absorbsiyon degerleri 6l¢iildii.

DNA konsantrasyonu ve saflig1 asagidaki formiile gore hesaplandi:

Konsantrasyon = 20 (sulandirma orant) x 50 (sabit) x OD 260=ng/ul DNA

DNA’nin safligi;

OD 260/280 > 1.8 RNA,

OD 260/280 < 1.8 protein, kontaminasyonu olarak degerlendirildi.

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

XRCC1 geninin (NC 000019, GI: 42406306) Argl94Trp ve Arg399GIn
polimorfizminin bulundugu 6. ve 10. ekzon bolgelerini amplifiye etmek i¢in “FastPCR"
(Microsoft Visual Studia 6.0, Visual Basic 6.0 SP6) primer dizayn programi
kullanilarak “forward” ve “reverse” primer c¢iftleri dizayn edildi. Dizayn edilen

primerlerin “BLAST” programi ile Gen Bankasindaki insana ait diger genlerdeki

homolojisi arastirildi ve bagka genlere uymadig1 saptandi.

Hasta ve kontrol drneklerine ait genomik DNA’lar XRCC1 geninin 6. ve 10.
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ekzon bolgesi PZR ile ¢ogaltildi. Her reaksiyon i¢in forward ve reverse olmak tizere iki

cift primer kullanildi.

Sekil 3-1: Ekzon dizileri ve primer yerlesimleri

Chromaosome 19 genomic contig
Homo sapiens X-ray repair complementing defective repairin Chinese hamster cells 1 EXRCIH) mRHA
194-F
¥
193- R
394-F
B
3959-R
t

e ]

1 A5 14209 3267

{ 1 Ho'le in cont : =t
{ ] Single fragmgent Diagram Key, Burnps on

£ Mutiple fragments same divection | fragments
; I Both strands shaw motifs,
I Eioth strands plus ‘i

....................................... bl
| e M- Start codon frame 1 | rectangles
I‘P;ﬁ.,-stop codon frame 2 show features:

Sekil 3-2: Primer 194 F'in yerlesimi

q@ Chromosom.. |LGCCCCCCAGACARAGATGAGGCAGAGGCCCCGTCCCAGGTAAGCTGTACCTGTCACTCCCCATGGCCTTCTE

{@Homosapien.. AGCCCCCCAGACARAGATGAGGCAGAGGCCCCGTOCCCAG:: £t oo s n oo

{@ 134-F GCCCCGTCCCAGGTALG

4] 194-R

4] 399-F

465 299

[T]17 bazes lz1az0 Iz1930 lz194a0 lz1as0 lz1960 lz1a70 | EFEEL
selected AGCCCCCCAGACARAGATGAGGLAGAGGCCCCGTCCCAGGTAAGC TG TACCTGTCACTCCCCATGGCCTTCTE




Tablo 3-3: Kullanilan Primer Dizileri

Primerler 5° —3°

XRCC1 Kodon 194 (Ekzon 6)
PZR forward: 5°’- GCCCCGTCCCAGGTAAG - 3’

PZR reverse: 5’- AGCCCCAAGACCCTTTCACT -3’

XRCC1 Kodon 399 (Ekzon 10)
PZR forward: 5’- TGTGCTTTCTCTGTGTCCA - 3’

PZR reverse: 5°- TCCTCCAGCCTTTTCTGATA -3’

Tablo 3-4: XRCC1 Geni Kodon 194 ve Kodon 399 PZR Kosullari

PZR PZR

Reaksiyon icerigi Miktar reaksiyon kosullari

Ekzon 6

10X tampon 2.5u Predenatiirasyon 95°C 5
dNTP 2mM) 2 ul Denatiirasyon 94 °C 307
Primerler (10pmol) 0.5ul Baglanma (Annealing) | 58 °C 50’
MgCl, (25mM) 1,5 ul Uzama (Elongasyon) |72 °C 40>
Taq polimeraz (MBI) 0,2 ul Tamamlanma 72 °C 10°
DNA (100ng) 1ul Dongti sayisi 35

Ekzon 10

10X tampon 2.5 ul Predenatiirasyon 95°C 5
dNTP (2mM) 2 ul Denatiirasyon 94 °C 30>
Primerler (10pmol) 0,5 ul Baglanma (Annealing) | 58 °C 50’
MgCl, (25mM) 1.5 ul Uzama (Elongasyon) |72 °C 40
Taq polimeraz (MBI) 0,2 ul Tamamlanma 72 °C 10°
DNA (100ng) 1ul Dongti sayisi 35
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Agaroz Jel Elektroforezi

Toplam 25 pl hacimde gergeklestirilen PZR sonunda elde edilen iirtinden kontrol
amaci ile 10 pl 6rnek alinarak 6X agaroz yiikleme tamponu ile karigtirildi. %2’lik
agaroz jele Puc-Mix (MBI) size marker ile birlikte yiiklenen PZR firiinleri, 95
miliamper akimda yaklagik 1 saat yiriitiildii. UV 151k altinda CCD kamera ile elde

edilen goriintiiler bilgisayara aktarildi.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

% 2’lik konsantrasyonda agaroz jel hazirlanmasi icin 1g agaroz tartilarak 50 ml
TAE soliisyonu icinde bir beherde ¢ozlindiiriildii. Karisim mikrodalga firinda
homojenize olana dek kaynatildi. Takiben 56°C’ye kadar sogutularak icerisine 10mg/ml
stok olarak hazirlanmis etidyum bromiir soliisyonundan 1 pl ¢eker ocak altinda eklendi.
Siv1 haldeki agaroz elektroforez tepsisine dokiildii. Taraklar yerlestirildi ve jelin
polimerizasyonu icin beklendi. Tepsi 1XTAE soliisyonu igeren yatay elektroforez

tankina yerlestirildi.

Agaroz Jelin Yiiklenmesi- Elektroforezi- Goriintillenmesi

Daha 6nce hazirlanan agaroz jeli, i¢inde TAE yiirlitme tamponu bulunan tanka,
kuyular negatif elektroda yakin olacak sekilde yerlestirildi. PZR iiriinlerinin jeldeki
kuyucuklara ¢okmesini saglamak amaciyla 6X brom fenol mavisi igeren yilikleme
tamponundan 1ul, PZR irlniinden 6 pl 6rnek karistirllarak jeldeki kuyucuklara
yiiklendi. Biitiin 6rnekler ve Puc-Mix (MBI) boyut belirteci (DNA size marker)
yiiklenmesini takiben tankin elektrotlar1 gli¢ kaynagina baglandi ve 80-90 V dogru
akimda 6rnekler yaklasik 15-30 dakika yiiriitiildii. Islem sonunda jel UV 15181 altinda

CCD kamera ile goriintiilendi ve goriintiiler bilgisayara aktarildi.
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Restriksiyon Enzim Kesimi ile PolimorfizmTaramasi

XRCCI geni Argl94Trp ve Arg399GIn polimorfizmi i¢in Hpa II restriksiyon
enzimi tamima bolgesi icermektedir. XRCCI1 geni ekzon 6, kodon 194’te 26304.
pozisyonda Sitozin/Timin (C/T) degisiminin neden oldugu polimorfizm protein
yapisinda Arginin/Triptofan (Arg-Trp) degisimine neden olmaktadir. XRCC1 geni
ekzon 10, kodon 399°da 28152. pozisyonda Guanin/Adenin (G/A) degisiminin neden
oldugu polimorfizm ise, protein yapisinda Arginin/Glutamin (Arg/Gln) aminoasit
degisimine neden olmakta ve bu doniisim tanima bdlgesinin degisimine neden
olmaktadir. Boylece niikleotid degisimi olan Orneklerde restriksiyon kesimi meydana
gelmemektedir. Polimorfizmlerin taranmasi amaci ile ¢ogaltilan 6rneklere tabloda 3-

5’te belirtilen sartlarda Hpa II restriksiyon enzim kesimi yapildi

Tablo 3-5: Hpa II Restriksiyon Enzim Kesim Sartlar

Reaksiyon karigimi Miktar1
10 X Buffer 2,0 ul
ddH20 7 ul
Enzim (5u/ul) 1l
PZR {irtini 10,0 pul
Toplam hacim 20,0 pl

37°C’de 4 saat inkiibe edildi.

inkiibasyon sonrasinda 6rnekler reaksiyonun sonlanmast igin -20°C’ye konuldu.
Kesim {riinlerinin bant boyutlarinin birbirine yakin olmasi nedeni ile drnekler % 4

agaroz jel elektroforezinde “size markerla” kontrol edildi.
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3.2.2. Kardes Kromatid Degisimi Sikhig1 Arastirilmasi

Periferik Kan Lenfosit Kiiltiirii
KLL’li hastalardan ve kontrol grubundan 2 ml kan alinarak, Moorhead ve ark.

gelistirdigi periferik kan lenfosit kiiltiirii metodu uygulandi (64).

Kiiltiir medyumu olarak RPMI-1640 kullanildi. Periferik kan lenfosit kiiltiirii
icin RPMI-1640 i¢ine %20 FCS (Fetal calf serumu), %1 L-glutamin, %1 penisilin, 1.5
ml fitohemaglutinin, 1% TPA (forbol 12-miristat 13-asetat,), %1 Phytolacca americana

lectini “pokeweed” ilave edildi.

Onbes ml’lik steril polistiren tiiplere periferik kan kiiltiir medyumundan 5 ml
ilave edildi ve inkiibatorde 37°C’ye getirilip 5 damla kan ilave edildi. Yirmidordiinci
saatte 0.5 mikrogram/ml stok bromodeoksiiiridin (BrdU) ilave edilerek hafifce
karistirildi ve 151k gecirmeyen folyo kagidi ile sarilip etiive kondu. Yetmisiki saatlik

inkiibasyondan sonra harvest islemine gegildi.

Stok Bromodeoxyuridine Soliisyonu Hazirlanmasi: 0.025 g BrdU tartilip 50
ml distile suda eritildi. 0.22 mikrometrelik Millex steril filtre ile sterilize edilip derin

dondurucuda saklandi.
Harvest Islemi :

Kiiltiirlerin 70. saatinde kiiltiir tiipii etiivden ¢ikarilarak 0.1 ml Colcemid (1 ml
distile suda 4 mg eritilmis) ilave edildi, karistirildi, tekrar kapagi kapatilarak etiive
kaldirildi Tiipler 72. saatte cikarillarak 5 dakika 1500 rpm‘de santrifiij edildi ve
siipernatant atildi, Once 1 cc 0.075 M KCI (1.398 g KCI1 250 ml distile suda eritilmis)
ilave edilip hafif¢e calkalandi. Daha sonra 0.075 M KCI ile 10 ml’ye tamamlandi
(hipotonik ile muamele). Oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Tiplerin diplerinde yaklasik 1 cc kalacak sekilde siipernatant atildi.
Kalan hiicre kiimesi hafifce ¢alkalanarak dagitildi. Daha sonra taze hazirlanmig fiksatif
(3 kisim metanol + 1 kisim glasiyal asetik asit) damla damla damlatilarak mikserle
karigtirildi. Ardindan fiksatif 10 ml’ye tamamlanarak kuvvetlice ¢alkalandi. Yaklasik 30
dakika oda 1sisinda bekletildi. Tiipler 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant
atildi. 8 ml fiksatif kondu. Tekrar 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edilip, siipernatant

atildi. Dipteki ¢okeltiye 1-1.5 ml fiksatif ilave edilerek hiicre siispansiyonu hazirlandi.
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Preparatlarin Hazirlanmas :

Her olgu igin 5’er lam iyice temizlendi. Hastanin ad1, soyadi yazildi. Uzerine
pipetle 5-6 damla hiicre siispansiyonu damlatilarak hafifce {iiflendi. Hazirlanan

preparatlar havada kurutuldu.

Soliisyonlar :
Buffer soliisyonu : 1 tablet buffer (Gurr’s tablet) 1 It distile suda eritildi

Stok Leishman boyasi: 40°C’de Benmaride 1sitilan metanolde (Merck 6009 ) 0.2
g Leishman (Sigma) boyasi eritildi.

Leishman ¢alisma soliisyonu :1 kisim stok Leishman + 4 kisim buffer solusyonu

PBS soliisyonu 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 0.92 g Na,HPOy4, 0.2 g KH,PO, tartilip 1 1t

distile suda ¢ozdiiriildii.

KKD incelemesi Icin Fluoresan + Giemsa Teknigi (FPG) Gerekli

Soliisyonlar :

Hoechst 33258 stok soliisyonu: 0.05 gr. Hoechst 33258 tartilip 10 ml PBS’de
eritildi. Hoechst 33258 calisma soliisyonu: 0.1 ml stok Hoechst 33258 soliisyonu 99.9
ml PBS ile diliie edildi.

2xSSC soliisyonu: 17.5 g. NaCl, 8.82 g Na;C¢HsO7. 2H,0 tartilip 1000 ml distile

suda ¢ozdiirtildii.
Islem Basamaklari
BrdU ilave edilen kiiltiirden elde edilen preparatlar 5 dakika PBS’de tutuldu.
10 dakika Hoechst 33258 calisma soliisyonunda bekletildi.

Cikarilan preparatlarin tizerine 3-4 damla Hoechst 33258-PBS (1 kisim stok
Hoechst 33258 + 1 kisim PBS) konup iizeri 24x50 mm lamelle kapatildi.

30 dakika 30 cm mesafeden siyah 1s18a (GE Black light, F20 T12-BLB) maruz
birakildi.

Preparatlar distile suda iyice yikandi.
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60-65°C’deki 2xSSC’de 30 dakika tutuldu.

Distile suda iyice yikandi.

Leishman ¢alisma soliisyonunda 3.5 dakika boyandi.
Distile suyla yikanan preparatlar mikroskopta incelendi.
Mikroskopta Inceleme

Kardes Kromatid Degisimi FPG (Fluoresan + Giemsa teknigi) ile boyanan
preparatlarda kardes kromatid degisimi sayilari ve kromozomlara dagilimi 11k
mikroskobunda diizgiin metafazlar secilerek incelendi. Terminal degisimler bir,
interstisyel degisimler iki degisiklik olarak sayildi. Bir olguda sayilan toplam KKD
sayis1 incelenen metafaz sayisina boliinerek bir hastanin metafaz basina diisen ortalama

KKD sayist tespit edildi. Hasta ve kontrollerde ortalama 20 metafaz sayildi.
Istatistiksel Analiz

Siklik tablolar1 ve istatistiksel karsilastirmalar “SPSS 11,0 istatistiksel paket
programi” ile hesaplandi. Allel sikliklar1 ve gen sikliklarinin hasta ve kontrol gruplari

arasinda anlamhilik ve O.R.lar1 (Odds Ratio) Ki-Kare (x?) testleri ile belirlendi.

Kardes kromatid degisiminin hasta ve kontrol gruplari aras1 deger farkliliklart
nonparametrik Mann-Whitney U testi ile hesaplandi. p=0,05 istatistiksel anlamlilik

sinir1 olarak kabul edildi.

Kardes Kromatid Degisimi ve XRCC1 Polimorfizmleri arasindaki iliski
Krunkal-Wallis ve Mann-Whitney U testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda 2006-2008 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali tarafindan takip ve
tedavisi yapilan KKL’li 31’1 kadin (ortalama yas 60 £ 7, yas aralig1 44-73) 42’si erkek
(ortalama yag 62 £ 9, yas aralig1 43-81) 73 olgunun ve kontrol grubu olarak belirlenen
saglikli 25’1 kadin (ortalama yas 62 + 9, yas aralig1 46-82) ve 25’1 erkek (ortalama yas
58 +£ 8, yas arali@i 44-74) 50 bireyin periferik kan orneklerinden elde edilen
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi sikliklar1 degerlendirilmis ve XRCC1 geninde
Arg399GlIn ve Argl94 Trp polimorfizmleri agisindan genotip analizi yapilmistir.

4.1. KKD Sikhklari ile Tlgili Istatistiksel Degerlendirmeler
KLL’li sikliklari

degerlendirildiginde, metafaz bagina ortalama KKD sikliklar1 KLL’1i hastalar i¢in 9.2+4

hastalar ve saglikli kontrol grubu bireylerin KKD
saglikli kontrol grubu bireyler icin 7.5+2 olarak bulunmustur. KKD sikliklar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde KLL’li hastalar ve saglikli kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli (p=0.02) fark bulunmustur (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: KLL'li Hasta ve Kontrol Grubunun Metafaz Basina KKD Sikhiklar:

Aritmetik Standart
KKD Minimum | Maksimum Toplam
Ortalama Sapma
Hasta 9.2 4 5 22 73
Kontrol 7.5 2 5 16 50
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Sekil 4-2: KLL'li Bir Hastanin Metafazinda izlenen Kardes Kromatid Degisimleri




Degisimleri
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4.2. XRCC1 Geni Analiz Sonuclari
XRCC1 geni kodon 194 ve kodon 399 polimorfizmleri; Polimeraz Zincir

Reaksiyonu ve Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) yontemleriyle

belirlendi.
XRCCI geni Arp194Trp polimorfizminin tespiti igin;

F 5-GCCCCGTCCCAGGTAAG-3> ve R 5-AGCCCCAAGACCCTTTCACT-3’

primerleri,
XRCCI geni Arg399GlIn polimorfizminin tespiti i¢in de

F 5-TTGTGCTTTCTCTGTGTCCA-3> ve R 5’-TCCTCCAGCCTTTTCTGATA-3’

primerleri kullanildi.

PZR islemi; toplam 25 pl hacminde, 1 pl DNA 6rnegi, 2 pul dNTP’s (2.5Mm),
her primerden (10pmol) 0,5 ul , 1,5 ul MgCl (25mM), 2,5 pl 10xTampon, 0,2 ul Taq

polimeraz enzimi igerecek sekilde distile su eklenerek gerceklestirildi.

Baslangi¢ denatiirasyonu olarak 95 °C’de 5 dk. sonra; 35 siklus; 94 °C’de 30 sn
denatiirasyon, 58 °C’de 50 sn primer baglanma (annealing), 72 °C’de 40 sn uzama

(elongasyon) ve 72 °C’de 10 dk bekletilerek amplifikasyon tamamlandi.

PZR iirlinlerinin yatay elektroforezde %2 agaroz jel kullanilarak UV altinda
gorlintiillenmesi saglandi.Kodon 194 i¢in 491 b¢ uzunlugunda, kodon 399 i¢in ise 615
b¢ uzunlugunda fragman amplifiye edildi (Sekil 4-4). Amplifiye olan PZR {iriinlerine
restriksiyon enzim kesimi Hpa II ile yapildi. Enzim kesimi su banyosunda 37 °C’de
gece boyunca bekletildikten sonra %4 agaroz jel kullanilarak yapildi. Kodon 194°te, WT
(Wild Type, Homozigot Normal) alleli i¢in (194Arg) Hpall’nin 2 kesim bdlgesi vardir,
Arg/Arg genotipinde 292, 174, 24 bg lik fragmanlar goriiliir. Trp/Trp genotipinde ise
enzimin tek kesim bolgesi olacagindan 318 ve 174 bg¢’lik 2 fragman ve Arg/Trp
genotipinde 318, 292, 174, 24 b¢’lik 4 fragman meydana gelmektedir (Sekil4-5).
Kodon 399°da WT (Wild Type, Homozigot Normal) allel (Arg/Arg) i¢in tek kesim
noktas1 vardir. Arg/Arg genotipinde 374 ve 241 bg¢’lik fragmanlar, Gln/Gln genotipinde
kesim bolgesi ortadan kalktigi icin 615 bg’lik tek bir fragman olusur ve Arg/Gln
genotipinde ise 615, 374, 241 b¢’lik 3 fragman olusmaktadir (Sekil4-6).
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Sekil 4-4: XRCC1 Geni 6. Ekzon ve 10. Ekzon PZR Uriinlerinin % 2 Agaroz Jel
Elektroforezinin UV ile Goriintiilenmesi

615hp —
421hp ——

Sekil 4-5: XRCC1 Geni Kodon 194 Bélgesinin Kesimine Ait Ornek

38hp —
292 hp
174hp —
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Sekil 4-6: XRCC1 Geni Kodon 399 Bélgesinin Kesimine Ait Ornek

615 hp
T4 by

241 hp

4.3. XRCC1 Gen polimorfizmlerinin KLL’li hasta grubunda degerlendirilmesi

KLL’li 73 hastanin kodon 194 i¢in; 64’ii homozigot normal (Arg/Arg), 8’i
heterozigot mutant (Arg/Trp), 1’1 homozigot mutant (Trp/Trp) bulunmustur. Kodon 399
icin ise, 7’si homozigot normal (Arg/Arg), 50’si heterozigot mutant (Arg/Gln), 16’s1
homozigot mutant (Gln/Gln) bulunmustur (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: KLL'li Hastalarda Arg194Trp ve Arg399GIn Polimorfizmlerinin Dagilimi

(HOMOZiGOT (HETEROZiGOT (HOMOZiGOT
NORMAL) MUTANT) MUTANT)
Arg 194 Arg Argl94 Trp Trp194 Trp
64 8 1
Arg 399 Arg Arg 399 GIn Gln 399 GIn
7 50 16




40

4.4. XRCC1 Gen Polimorfizmlerinin Saghkl Kontrol Grubunda Degerlendirilmesi

Sagliklt kontrol grubu 50 bireyin kodon 194 igin; 41’1 homozigot normal
(Arg/Arg), 9’u heterozigot mutant (Arg/Trp) bulunmus, bu grupta homozigot mutant
(Trp/Trp) bireye rastlanmamistir. Kodon 399 i¢in ise, 19’u homozigot normal
(Arg/Arg), 26’s1 heterozigot mutant (Arg/Gln), 5’1 homozigot mutant (GIln/Gln)
bulunmustur (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Kontrol Grubunda Argl194Trp ve Arg399GIn Polimorfizmlerinin Dagilimi

(HOMOZIGOT (HETEROZIGOT (HOMOZIGOT
NORMAL) MUTANT) MUTANT)
Arg 194 Arg Argl94 Trp Trp194 Trp

41 9 0
Arg 399 Arg Arg 399 GIn Gln 399 GIn
19 26 5

4.5. Genotip Sikhiklar1 Arg194Trp

KLL’li hastalarin DNA'lar1 XRCC1 kodon 194 Argl94Trp polimorfizmi
acisindan degerlendirildiginde, Arg/Arg genotipini tagiyanlarin siklig1 %87.67, Arg/Trp
tastyanlarin siklig1 %10.96 ve Trp/Trp tastyanlarin siklig1 %1.37 olarak saptanmuistir.
Saglikli bireylerin DNA'lar1t XRCC1 kodon194 Argl94Trp polimorfizmi agisindan
degerlendirildiginde, Arg/Arg genotipini tagiyanlarin sikligi %82, Arg/Trp tasiyanlarin
sikligt %18 bulunmus, ancak saglikli bireylerde Trp/Trp genotipi tasiyan bireye
rastlanmamistir (Tablo 4-4).

Argl94Trp polimorfizmi igin genotip dagiliminin hasta ve kontrol grubunda
farklilik gostermedigi bulunmustur (p=0.394).




Tablo 4-4: Arg194Trp Polimorfizmi icin Genotip Sikhiklar

Arg/Arg sikhig1 | Arg/Trp sikhigr | Trp/Trp sikhgi| Toplam P
(“o) (m) (“o) (m) (“o) (m) ()
Hasta 87.67 (64) 10.96 (8) 1.37 (1) 73
0.394
Kontrol 82 (41) 18 (9) 0 (0) 50

4.6. Genotip Sikliklar1 Arg399GIn

KLL’li hastalarin DNA'lart XRCC1 kodon 399, Arg399GIn polimorfizmi
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acisindan degerlendirildiginde, Arg/Arg genotipini tastyanlarin siklig1 %9.59, Arg/Gln

tagtyanlarin siklig1 %68.50 ve GIn/Gln tasiyanlarin sikligr %21.91 olarak saptanmaistir.

Saglikli bireylerin DNA'lar1 XRCC1 kodon 399, Arg399GIn polimorfizmi agisindan

degerlendirildiginde, Arg/Arg genotipini tagiyanlarin siklig1 %38, Arg/Gln tasiyanlarin

siklig1 %52 ve GIn/Gln tastyanlarin siklig1 %10 olarak saptanmistir (Tablo 4-5).

Genotip sikligr agisindan XRCC1 geni Arg399GIn polimorfizmi igin hasta ve

kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.02).

Tablo 4-5: Arg399GIn Polimorfizmi icin Genotip Sikhiklari

Arg/Arg sikhigi | Arg/Gln sikhig1 | GIn/Gln sikhigi
Toplam P
(%) (m) (%) (m) (%) (m)
Hasta 9.59 (7) 68.50(50) 21.91 (16) 73
0.02
Kontrol 38(19) 52 (26) 10 (5) 50
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4.7. Allel Sikliklar:
Argl194Trp Polimorfizmi

KLL’li hastalarda 194Arg allel siklig1 %93.15 ve 194Trp allel siklig1 %6.85
olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda ise ayni sikliklar sirasiyla %91 ve %9
bulunmustur (Tablo 4-6). Istatistiksel olarak degerlendirildiginde Argl94Trp
polimorfizmi i¢in KLL’li hastalar ve kontrol grubu arasinda allel sikli§1 agisindan

anlamli fark bulunmamustir (p = 0.535).

Tablo 4-6: Argl94Trp Polimorfizmindeki Allel Sikliklar:

O.R

194Arg Alleli | 194Trp Alleli

Sikligi % , (n)| Sikhig1 % ()TOplam l P

1khig1 , (n)| S1khg1 % , (n

st e st %95
Hasta 93.15 (136) 6.85 (10) 146 1345
0.526-3.439 0533

Kontrol 91 (91) 9 (9) 100 (0.526-3.439)

Arg399GIn Polimorfizmi

KLL’li hastalarda 399Arg allel sikligr %9.59 ve 399GlIn allel sikligr 9%90.41
olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda ise ayni sikliklar sirasiyla %38 ve %062
bulunmustur. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde KLL’li hastalar ve kontrol grubu

arasinda allel siklig1 agisindan anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

Tablo 4-7: Arg399GIn Polimorizmindeki Allel Sikliklar:

399Arg Alleli 399GiIn Alleli O.R
Sikhig sikhig1 Toplam CI p
%, (n) %, (n) %95
Hasta 9.59 (14) 90.41 (132) 146 1.46
<0.001
Kontrol 38 (38) 62 (62) 100 (1.24-1.72)

399GIn alleli siklig1 hasta grubunda (%90.41) kontrol grubundan (%62) anlamli
sekilde yiiksektir. (O.R=1.46, % 95 CI, 1.24-1.72, p<0.001).
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4.8. KLL’li Hastalarda XRCC1 Geni Arg194Trp Polimorfizmleri ile KKD Sikhig
Arasindaki Iliskinin Arastirillmasi

XRCCI1 geni Argl94Trp polimorfizmi i¢in Arg/Arg, Arg/Trp ve Trp/Trp
genotipi tasiyan hastalar KKD sikliklar1 agisindan karsilagtirildiginda bu ii¢ genotip
arasinda Kruskal Wallis testi ile KKD acisindan anlamli bir fark bulunamamistir
(metafaz ortalamalari: Arg/Arg genotipi tasiyanlarda 9.18+3.93, Arg/Trp genotipi
tagiyanlarda 9.48+5.03 ve Trp/Trp genotipini tasiyanlarda 7.2+0.00 , p= 0.43).

Ikili genotip karsilastirmalari ise Mann Whitney U testi ile yapildi.

Arg/Arg ve Arg/Trp genotipi tasiyan hastalar (metafaz ortalamalari: sirasiyla
9.18+3.93 ve 9.48+5.03) KKD sikliklar1 agisindan karsilastirildiginda bu iki genotip

arasinda anlamli bir fark goriillmemistir (p= 0.24).

Arg/Arg ve Trp/Trp genotipine sahip hastalar (metafaz ortalamalari: sirasiyla
9.18+£3.93 ve 7.2+0.00) KKD sikliklar1 agisindan karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunamamustir (p= 0.56).

Arg/Trp ve Trp/Trp genotipine sahip bireyler (metafaz ortalamalari: sirasiyla
9.48+5.03 ve 7.240.00) KKD sikliklar1 agisindan karsilastirildiginda bu iki genotip

arasinda yine anlamli bir fark bulunamamastir (p=0.81).

4.9. KLL’li Hastalarda XRCC1 Geni Arg399GIn Polimorfizmleri ile KKD Sikhig:
Arasindaki Iliskinin Arastirllmasi

XRCCI1 geni Arg399GIn polimorfizmi icin Arg/Arg, Arg/Gln ve GIn/Gln
genotipi tasiyan hastalar KKD sikliklar1 agisindan karsilastirildiginda Kruskal Wallis
testi ile KKD agisindan anlamli bir fark bulunamamaistir (metafaz ortalamalari: Arg/Arg
genotipi tagityanlarda 8.64+2.36 , Arg/Gln genotipi tasiyanlarda 9.53+4.43 ve GIn/Gln
tagtyanlarda 8.34+3.05, p=0.22).

Ikili genotip karsilastirmalari ise Mann Whitney U testi ile yapildi.

Arg/Arg ve Arg/Gln genotipi tasiyan hastalar KKD sikliklar1 agisindan
karsilastirildiginda (sirasiyla 8.64+2.36 ve 9.53+4.43) anlamli bir fark bulunmamaistir
(p=0.25).

Arg/Arg ve GIn/Gln genotipi tasityan hastalar KKD sikliklar1 agisindan
karsilastirildiginda ise (sirastyla 8.64+2.36 ve 8.34+3.05) aralarinda anlamli bir fark
bulunmamastir (p= 0.05).
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Arg/Gln ve GIn/Gln genotipi tasiyan hastalar KKD sikliklar1 agisindan
kargilastirildiginda (sirasiyla 9.53+4.43 ve 8.3443.05) aralarinda anlamli bir fark
bulunmamuistir (p= 0.41).

4.10. Istatistiksel Analiz
Siklik tablolar1 ve istatistiksel karsilagtirmalar “SPSS 11.0 istatistiksel paket
programi” ile hesaplandi. Allel sikliklar1 ve genotip sikliklarinin hasta ve kontrol

gruplari arasinda anlamlilik ve O.R.lar Ki-Kare (y2) testleri ile sinandi.

Kardes kromatid degisiminin hasta ve kontrol gruplari aras1 deger farkliliklart
nonparametrik Mann-Whitney U testi ile hesaplandi. p=0.05 istatistiksel anlamlilik

sinir1 olarak kabul edildi.

Polimorfizm ve KKD siklig1 karsilastirmalart Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney
U testi ile yapildi. p=0.05 istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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5. TARTISMA

KLL bat1 tilkelerinde en sik goriilen 16semi tipidir. Bu iilkelerde yasayan 65
yasin Ustlindeki kisilerde gelisen 16semilerin %40’m1 olusturur (15). 30 yasin altinda
cok nadir olmasimma ragmen KLL’ye yakalanan kisilerin %20-30 kadar1 55 yasin
altindadir (16). Total senelik insidansin yaklasik 100.000°de 3 oldugu saptanmistir. Irk
ve cografi bilgilere dayali olarak yapilan ¢alismalarda Kuzey Amerika, Avustralya ve
Avrupa lilkelerinde yasayan beyaz ve siyah irkin, Cin, Japonya ve Hindistan’da yasayan
toplumlara gore bu losemiye 20-30 kat daha fazla yakalandigi gosterilmistir (17).
Erkek/Kadin orani : 2/1 dir (18).

Calisma grubumuzdaki hastalarin %57.5°1 erkek, %42,5’1 kadindir. Erkek:Kadin
orant 1.35°dir. Calismamizdaki erkek populasyonu literatiirde bildirilen oranlara gore
daha diistiktiir. Hastalarimizin yaglart 43-81 arasinda degismektedir. Yas ortalamalar
62’dir. Literatiirde 40 yas altinda nadir olgu bildirilmistir.Hastalarin yas ortalamalar
farkli calismalarda 63 ile 65 arasinda degismektedir (65, 66, 67, 68). Olgularimizin yas

dagilimi ve ortalamalar1 da buna uygunluk gostermektedir.

Vaka-kontrollii olarak yapilan etyolojik ¢alismalarda kimyasal, radyasyon, diyet,
viral infeksiyon ve otoimmiin hastaliklarin KLL gelismesinde énemli bir risk oldugu
bugiine kadar kesin olarak gosterilememistir (19). Fakat KLL’ye yakalanan kisilerin
birinci ve ikinci derecedeki akrabalarinda bu 16semi gelisme ihtimalinin yliksek oldugu
bilinmektedir (20,21). Gunz F.W. ve ark. nin 909 farkli 16semi tiirleri olan hastalar
lizerinde yaptigr bir caligmada 72 hastanin, 16semili 1 veya daha fazla akrabasi
oldugunu ve 1. derece akrabalarda 16semi goriilme insidansinin yaklasik 3 kat, uzak
akrabalarda ise 2.3 kat arttig1 gosterilmistir (69). Literatiirde ailesel KLL olgularina ait
detayli ¢alismalar olmasina ragmen, bu kisilerin genel olarak genetik yapilarinda bir

bozukluk bulunamamistir ve genetik gec¢is mekanizmasi tam olarak tanimlanamamaistir

(22).

XRCC1, DNA onarim genlerinden biri olup genom biitlinliigiliniin
devamliliginda; kanser ve kalitsal genetik hastaliklar1 olusturan mutasyonlardan
korunmada 6nemli rol oynamaktadir. DNA onarim genlerinin kodladig1 proteinler veya
enzimler genetik olarak polimorfiktir. Bu genlerdeki fonksiyonel polimorfizmlerin,

olusan proteinlerin yliksek ya da diisik aktivite gostermesi sonucu DNA tamir
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kapasitesinde degismeye neden olarak c¢esitli kanser tiplerine yakalanma riskini

arttirabilecegi veya azaltabilecegi lizerinde durulmaktadir (35).

XRCCI1 geninin bir ¢ok kanser tiirliyle iligkisine dair yapilmis caligmalar vardir.
Buna karsilik XRCC1 gen polimorfizmlerinin KLL ile iliskisi iizerinde durulmamastir.
Bu calismada, s6z konusu polimorfizmler ile KLL arasinda bir iligski olup olmadigini
arastirmay1 ve KLL patogenezinin aydinlatilmasina katkida bulunmayi1 amagladik. Bu
hedefe yonelik olarak KLL hastalar1 ve saglikli kontrollerde XRCC1 geni Argl94Trp ve

Arg399Gin polimorfizmleri degerlendirmeye alinmistir.

Calismamiza dahil edilen 73 KLL’li hasta ve 50 saglikli bireyin kanlarindan elde
edilen DNA orneklerinde XRCC1 Argl94Trp ve Arg399GIn polimorfizmleri PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

yontemleriyle arastirildi.

KLL’li 73 hastadan Argl94Trp polimorfizmi i¢in; Arg/Arg genotipini
tastyanlarin siklig1 %87.67, Arg/Trp genotipini tastyanlarin siklig1 %10.96 ve Trp/Trp
genotipini tasiyanlarin sikligt %1.37 bulunmustur. Arg399GIn polimorfizmi i¢in ise
Arg/Arg genotipini tasiyanlarin sikligr %9.59 , Arg/Gln genotipini tagiyanlarin sikligi
%68.50 ve GIn/Gln genotipini tagtyanlarin sikligi %21.91 bulunmustur.

Saglikli kontrol grubunu olusturan 50 bireyden Argl94Trp polimorfizmi igin
Arg/Arg genotipini tastyanlarin siklig1 %82 ve Arg/Trp genotipini tasiyanlarin siklig
%18 bulunmus, ancak Trp/Trp genotipini tasiyan bireye rastlanmamistir. Arg399GIn
polimorfizmi i¢in ise Arg/Arg genotipini tasiyanlarin sikligi %38, Arg/Gln genotipini
tastyanlarin siklig1 %52 ve GIn/Gln genotipini tastyanlarin siklig1 %10 bulunmustur.

Argl94Trp polimorfizmi i¢in genotip dagiliminin hasta ve kontrol grubunda
farklilik gostermedigi bulunmustur (p=0.394).

Genotip siklig1 agisindan XRCCI1 geni Arg399GIn polimorfizmi i¢in hasta ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.02). Arg/Gln
ve GIn/Gln genotipinin KLL gelisiminde saglikli kontrol grubuna goére risk artigi

olusturdugu saptanmustir.

KLL’li hastalarda Arg194Trp polimorfizmi icin; 194Arg allel siklig1 %93.15 ve
194Trp allel sikligr %6.85 olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda ise 194Arg allel
sikhigt %91 ve 194Trp allel sikhg ise %9 bulunmustur. Istatistiksel olarak
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degerlendirildiginde Argl94Trp polimorfizmi i¢in KLL’li hastalar ve kontrol grubu

arasinda allel siklig1 agisindan anlamli fark bulunmamistir (p = 0.535).

KLL’li hastalarda Arg399GlIn polimorfizmi i¢in; 399Arg allel siklig1 %9.59 ve
399GIn allel siklig1 %90.41 olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda ise ayni sikliklar
sirastyla %38 ve %62 bulunmustur. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde KLL’li
hastalar ve kontrol grubu arasinda allel siklig1 agisindan anlamli fark bulunmustur

(p<0.001).

399Gln allel siklig1 hasta grubunda (%90.41) kontrol grubundan (%62) anlamli
sekilde yiiksektir. (O.R=1.46, % 95 CI, 1.24-1.72, p<0.001).

Bizim bulgularimiza benzer sekilde, ancak KLL disinda degisik kanser
tiirlerinde yapilmis, XRCCI1 polimorfizmlerinin kanser gelisiminde rol oynadigini

diisiindiiren bulgularin saptandig1 ¢alismalar vardir:

Xu ve ark. 2007 yilinda yayinladiklar1 bir makalede 207 prostat kanserli olguda
ve 235 saglikli kontrol grubunda yaptiklar arastirmada; Argl94Arg, Arg280His ve
Arg399GIn genotipini tasiyan bireylerde prostat kanseri riskinin onemli derecede
yiiksek oldugunu, Argl94Trp polimorfizminin ise riski azalttigini bildirmislerdir (46).
Chen ve ark.nin prostat kanserli hastalarda yaptiklar1 bir diger ¢aligmada da, Arg399GIn
polimorfizmi acisindan Arg/Gln genotipini tasiyan erkeklerde kanser riskinin artmis

oldugu belirtilmistir (70).

Li ve ark.nin sigara igmeyen 50 akciger kanserli ve 50 saglikli kadin arasinda
yaptig1 bir c¢alisma Arg399GIn polimorfizmi agisindan GIn/GIn genotipini tasiyan
kadinlarin, Arg/Arg genotipini tasiyan kadinlara gore akciger adenokarsinomasi
yoniinden artmis riske sahip olduklar1 gosterilmistir (OR: 14.12; 95% CI: 2.14-92.95 ).
Bu bulgu bizim ¢alismamizla uyumludur (71).

Park ve ark. XRCC1 geni Arg399GIn polimorfizmi ile sigara i¢cen erkeklerde
akciger kanseri iligkisini aragtirmak amacli, 192 akciger kanserli hasta ve 135 saglikli
kontrol ile yaptiklar1 ¢alismada, iki grup arasinda XRCCI1 genotip dagilimi agisindan
onemli bir fark bulamamigslardir, ancak hastalar kanserin histolojik tipine gore
kategorize edildiklerinde, en az bir Gln alleli varliginin skuaméz hiicreli karsinoma
riskini 6nemli derecede arttirdiini, Gln allel sayisinin artiginin hastalik riskinde artigla

birlikte oldugunu, Gln allelinin sadece yilda 40 paket veya daha az sigara icen skuamdz
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hiicreli kanser grubunda artmis riski gosterdigini, Arg399GIn polimorfizminin, diisiik
diizeyde sigara icen skuamoz hiicreli kanser tipinde Oonemli bir genetik determinant

oldugunu bildirmislerdir. (72).

Duell ve ark. XRCCI Arg399GIn polimorfizminin, c¢evresel etkenlere
maruziyetin de etkisiyle meme kanseri riskini etkileyebilecegini, ancak XRCCI1
allellerinin biyolojik fonksiyonu konusundaki bilgilerin yetersizligi nedeniyle kesin bir

yorum yapamadiklarini belirtmektedirler (73).

Niwa ve ark.nin 2005 yilinda Japonya’da 131 servikal kanserli ve 320 saglikli
kadin iizerinde yaptig1 bir calisma XRCC1 geni Arg399GIn polimorfizmi agisindan
GIn/GIn genotipinin adenokarsinoma/adenosquaméz karsinomali kadinlarda saglikli
kontrol grubuna gore daha yiiksek bir frekansta (OR=2.98, 95% CI=1.11-8.01, p=0.030)
oldugunu ve Arg399GIn polimorfizminin serviks adenokarsinoma/adenosquaméz
karsinoma riskinde onemli bir rolii olabilecegini gostermistir (74). Bu calisma bizim

bulgularimizla uyumludur.

Shen ve ark. genetik polimorfizmler ve akciger kanseri iliskisini arastirmak
tizere Cin’de akciger kanseri mortalitesinin en yiiksek oldugu Xuan Wei’de,122 akciger
kanserli hasta ve 122 saglikli kontrol grubu ile yaptiklari ¢aligmada XRCC1 geni
Arg399GIn polimorfizmi acisindan Arg/Gln genotipi tasiyanlarda Arg/Arg genotipi
tasiyanlara gore akciger kanseri riskinin azalmis oldugunu (OR, 2.13; 95% CI, 0.96-
4.74) gozlemlemisler, Arg/Arg genotipinin akciger kanseri riskiyle iligkili olabilecegini

belirtmislerdir. Bu ¢alisma bizim bulgularimizla uyumlu degildir (75).

Deligezer ve ark. Tiirk populasyonunda meme kanserli kadinlar ile saglikli
kadinlar arasinda Argl94Trp ve Arg399GIn polimorfizmlerinin etkilerini arastirmak
amacli yaptiklar1 caligmada, her iki allel sikliginin hasta ve kontrol grubunda benzerlik
gostermesi nedeniyle XRCC1 polimorfizmleri ve meme kanseri gelisimi agisindan bir
iliski olmadig1 sonucuna varmislardir. Argl94Trp polimorfizmi agisindan 194Trp allel
frekans1 sirasiyla hasta ve kontrollerde %5.3 ve %3.9, Arg399GIn polimorfizmi
acisindan 399Gln allel frekansi sirasiyla %39.7 ve %37.4 bulunmustur. Bu calismada
her iki polimorfizmle iliskili genotip sikliklar1 acgisindan da iki grup arasinda fark
bulunmamaistir. Bu sonug¢lar meme kanseri gelisiminde, XRCC1 polimorfizmlerinin rolii
oldugu goriisiinii desteklememektedir (76). Bizim c¢alismamizda da Argl94Trp

polimorfizmi i¢in genotip dagilimi ve allel frekansi iki grup arasinda farklilik
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gostermemektedir. Buna karsilik Arg399GlIn polimorfizmi agisindan hem 399Gln allel
frekans1 (hasta ve kontrollerde sirasiyla % 90.41 ve % 62; p<0.001 ) hem de Arg/Gln
genotip frekansi (hasta ve kontrollerde sirasiyla %68.50 ve %52; p=0.02) ve GIn/Gln
genotip frekansi (sirasiyla %21.91 ve %10; p=0.02) daha yiiksektir.

Demokan ve ark. bas ve boyun kanserli 95 hasta iizerinde yaptiklart ¢alismada
XRCC1 geni, Argl94Trp ve Arg399GIn polimorfizmlerini arastirmislardir. Her iki
polimorfizm i¢in de bas ve boyun kanseri arasinda bir iliski bulamamigslardir. Allel
dagilimi agisindan da hasta ve kontrol grubunda 6nemli bir farklilik gézlenmemistir.
Yalnizca 194Trp alleli ile sigara igen bireyler arasinda dnemli bir iligki saptanmistir. Bu
calisma Argl94Trp ve Arg399GIn polimorfizmlerinin bas ve boyun kanserlerinde

Oonemli bir risk faktorii olmadigina isaret etmektedir (77).

XRCCI1 gen polimofizmlerinin kemoterapiye cevabin degerlendirilmesinde ve
kisa donem survi hesaplanmasinda 6nemli bir prognostik faktor oldugunu gosteren
caligmalar da yapilmistir. Suh ve ark. 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada XRCC1 geni
Arg399Gin polimorfizmi i¢in  Arg-->Gln substitiisyonunun metastatik kolon kanserinde
basarili bir tedavi olan FOLFOX’a (5-fluorouracil and folinic acid) yanitin

degerlendirilmesinde 6nemli bir prognostik faktor oldugunu gostermislerdir (78).

Chung ve ark. da yaptiklar1 bir ¢alismada XRCC1 R399Q polimorfizminin
servikal kanserde platinuma dayali neoadjuvan kemoterapiye tiimdr yanitinin

degerlendirilmesinde 6nemli bir faktor (p<0.0001) oldugunu belirtmislerdir (79).

Biitiin bu c¢alismalara genel olarak bakildiginda Argl94Trp polimorfizmi ile
ilgili verilerin yetersiz oldugu goriilmektedir. Bu polimorfizmin kanser gelisiminde rolii
olmadigi, hatta koruyucu etkisi olabilecegi bildirilmektedir. Bizim calismamizda da
Arg194Trp polimorfizminin KLL ile iliskili olmadig1 goriilmiistiir. Onceki ¢alismalarda
Arg399GIn polimorfizmi iizerinde daha c¢ok duruldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu
polimorfizmin kanser gelisimi ile iliskili oldugunu gdsteren calismalar olmakla birlikte,
celigkili sonu¢ veren c¢aligmalar da vardir. Yakinlarda, Arg399Gln polimorfizminin
meme kanseri ile iligkisine dair yapilmis caligmalarin topluca degerlendirdigi bir meta-
analiz yapilmistir (80). Toplam 36 calismadan (20837 hasta, 22879 kontrol) elde edilen
verilerin analizi, ilk basta XRCC1 polimorfizminin meme kanseri ile iligkili olmadigini
gostermistir. Ancak, ¢aligmalar Asya ya da Bat1 iilkelerinde yapilislarina gore stratifiye

edildiklerinde, Asya iilkelerinde Arg399GIn polimorfizmi acgisindan GlIn/Gln
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genotipinin hem Arg/Arg hem de Arg/Arg +Arg/Gln genotiplerine gore artmis meme
kanseri riski ile iligkili oldugu bulunmustur. Buradan, XRCC1 polimorfizminin
muhtemelen bagka polimorfizmler ve ¢evresel faktorlerle etkilesim halinde oldugu ve
baska kanser tiplerindeki roliine dair bir yargiya varabilmek i¢in ¢ok daha genis ve iyi

stratifiye edilmis hasta serilerine gereksinim oldugu sonucu ¢ikmaktadir.

Sonu¢ olarak, ¢alismamizda XRCC1 geni Arg399GIn polimorfizmi (gerek
Arg/Gln genotipinin gerekse GIn/Gln genotipinin ve 399GIn allel sikliginin hasta
grubunda anlamli olarak yiiksek olusu dikkate alinarak) KLL gelisimi ile iliskili
gorinmektedir. Hasta sayisinin yeterince yiiksek olmamasi kesin bir yargiy

giiclestirmektedir.

Calismamizin bir diger asamasini1 KLL’1i hastalardaki KKD degisikligi ve bunun
Argl94Trp ve Arg399GIn polimorfizmleri ile iliskisinin  degerlendirilmesi

olusturmaktadir.

KLL’li hastalar ve saglikli kontrol grubu bireylerin KKD sikliklar
degerlendirildiginde, metafaz basina ortalama KKD sikliklar1 KLL’li hastalar i¢in 9.2+4
saglikli kontrol grubu bireyler icin 7.5+2 olarak bulunmustur. KKD sikliklari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde KLL’li hastalar ve saglikli kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli (p=0.02) fark bulunmustur.

Daha once de ifade edildigi gibi, artmig KKD siklig1 genotoksik bir etkinin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. KKD sikliginda artisin kanser riskini ifade eden
ve genotoksik bir maruziyetin gostergesi oldugunu kabul eden caligmalar yapilmistir
(62). Genotoksik bir etkinin KKD iizerindeki etkisine 6rnek olarak sigara kullanimi
verilebilir: Rowland ve Harding, yas aralig1 16 ile 25 arasinda degisen, sigara kullanan
15 saglikli kadin ve sigara kullanmayan saglikli kontrol grubu ile yaptiklari ¢calismada,
sigara kullaniminin KKD sikligin1 anlamli derecede artirdigini ve bunun da genetik
instabilitenin bir gdstergesi olmasindan yola ¢ikarak KKD artisinin timdorigenezis riski

ile iligkili olabilecegini ileri siirmiislerdir (81).

Husgafvel-Pursiainen sigara kullanmayan ancak bulunduklari ortamda sigara
icilmesi nedeniyle pasif i¢ici durumunda bulunan bireylerde KKD sikligin1 arastrmais,
pasif igicilerde sagliklt kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek degerlere
rastlamistir (82). Iyonizan radyasyon, ultraviyole 151k, ve alkilleyici ajanlarm da KKD

olusumunu uyardigin bildiren yayinlar vardir (83, 84, 85).
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KKD sikligindaki artisin, kanser gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen genomik

instabilitenin de bir gostergesi olabilecegini diisiindiiren ¢aligsmalar da mevcuttur:

Karaman ve ark. gastrik kanserli ve atrofik gastritli H.pylori tasiyan ve
tasimayan hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda yaptiklar1 g¢alismada hasta
grubunda (H.pylori pozitif ve negatif olanlarda) KKD sikliginin kontrollere gére 6nemli
derecede yiiksek oldugunu gostermislerdir.( sirastyla 7.41 +/- 1.36 ve 6.92 +/- 1.20, 5.54
+/- 0.8, p<0.001). Ayrica H.pylori tasimayan gastrik kanserli ve atrofik gastritli grup
arasinda KKD siklig1 agisindan anlamli bir fark bulamamuiglardir (p>0.05). Diger
taraftan H.pylori pozitif gastrik kanser hastalarinda H.pylori pozitif atrofik gastritli
hastalara gore KKD siklig1 yiiksek bulunmustur (sirasiyla 9.20 +/- 0.94 ve 7.93 +/- 0.81,
p<0.01). Bu c¢alisma artmis KKD sikhiginin gastrik karsinogenezisde genomik

instabilitenin gostergesi olabilecegini gostermektedir (86).

Strom ve ark. tedavisi tamamlanmis Hodgkin hastalarinda ¢ok sayida sekonder
kanser gelisimine yatkinligin bildirilmesi ve tedavi sonrasinda bu hasta grubunda ciddi
bir niiks olasiliginin bulunmasindan hareketle, toplam 105 Hodgkin hastasini KKD
siklig1, sitogenetik biomarkerlar ve kromozom anomalileri agisindan degerlendirmisler
ve takipleri sirasinda 7 Hodgkin hastasinda sekonder kanser gelisimi gozlemlemislerdir.
Degerlendirme parametrelerinden, bu 7 hasta i¢in, sadece KKD sikliginin artis1 anlaml
derecede yiiksek bulunmustur. Daha uzun takip siireli c¢aligmalarin yapilmasi
gerekliligini belirtmekle beraber yiiksek KKD sikliginin artmis sekonder kanser

gelisiminin bir gostergesi oldugunu vurgulamislardir (87).

KKD sikliginin baska kanser tiirlerinde de (prostat, over, larenks, nazofarenks)

artmis oldugunu bildiren ¢esitli yaymlar vardir (88, 89, 90, 91).

KLL’1i hastalardaki KKD sikligina dair veriler ise sinirlidir: McDonald ve ark.
tedavi almig KLL hastalarinda tedavi almamis olanlara ve kontrollere gore KKD
sikliginin anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermislerdir. Artmig KKD sikliginin

16seminin degil, tedavinin bir sonucu oldugunu ifade etmislerdir (92).

Oztiirk ve ark.nin KLL’li hastalar iizerinde yaptig1 bir ¢alismada, bu hastalarda
KKD siklig1 artis1 (8.24 +/- 1.36) saghkli kontrollerle karsilastirildiginda (7.25 +/- 1.42)
onemli derecede anlamli bulunmustur (p=0.02). TPA ile stimiile edilmis B hiicrelerinde,
KKD sikligr artisinin bu hastalarda genomik instabilitenin ve defektif DNA tamirinin
bir gostergesi olabilecegini bildirmislerdir (93).
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Bulgularimiz, yukarida 6zetlenen KLL ve diger kanserlerde yapilmis calisma
sonuglari ile genel olarak uyumlu olup KKD siklig1 artisinin KLL patogenezinde rolii

olabilecegini diisiindiirmektedir

DNA tamir mekanizmasinin bozuk oldugu otozomal resesif gegisli ve
kromozomal instabilite ile karakterize hastaliklarda, belirgin bir genotoksik maruziyet
olmadan da KKD degisiminin arttig1 —6zellikle Bloom Sendromunda oldugu gibi- ve bu

hastaliklarda cesitli kanserlere yatkinligin s6z konusu oldugu bilinmektedir (94).

DNA onarim genlerindeki polimorfizmlerin, olusan proteinlerin yliksek ya da
diisiik aktivite gostermesi sonucu DNA tamir kapasitesinde degismeye neden olarak
cesitli kanser tiplerine yakalanma riskini arttirabilecegi veya azaltabilecegi ifade
edilmistir (35). Bu polimorfizmlerin, kansere yatkinlik olusturmaktan baska bir diger
biyolojik yansimasinin da KKD sikliginda artis olabilecegi ileri siiriilebilir. Dolayisiyla,
genomik stabilite veya instabilite; ¢evresel faktorlerden de etkilenen poligenik kalitimli
bir Ozellik olabilir. Bu goriisii destekleyen ve Cefle ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada, kemoterapi almayan meme kanseri hastalar1 ve bunlarin birinci derece
akrabalarinda KKD sikliginin kontrol grubuna gore artmis oldugu bildirilmistir (95). Bu
da kanser hastalarinda cesitli calismalarda artmis oldugu bildirilen KKD sikliginin
kemoterapiden bagimsiz ve genomik instabilitenin de kalitsal olarak belirlenen bir
ozellik olabilecegini diisiindiirmekte ve yukaridaki goriisii desteklemektedir. Bu
gozlemlerden yola g¢ikarak, hasta grubunda XRCC1 gen polimorfizmi ile KKD siklig1

arasindaki iliski de incelenmistir:

KLL’li hastalar genotiplerine gore ayrildiginda Argl94Trp polimorfizmi i¢in
Arg/Arg, Arg/Trp ve Trp/Trp genotipini tasiyan ii¢ grup arasinda Kruskal-Wallis testi
ile KKD agisindan anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.43).Gruplar ikiser ikiser
(Arg/Arg ile Arg/Trp; Arg/Arg ile Trp/Trp ve Arg/Trp ile Trp/Trp) karsilastirildiginda
da KKD siklig1 anlamli bir fark gostermemektedir (sirasiyla p=0.24, p=0.56, ve p=0.81)

Ayni sekilde, Arg399GIn polimorfizmi i¢in Arg/Arg, Arg/Gln ve Gln/Gln
genotipi tasityan hastalar KKD sikliklar1 agisindan Kruskal-Wallis testi ile KKD sikligi
acisindan anlamli  bir fark gostermemistir (p=0.22). Gruplar ikiser ikiser
karsilagtirildiginda da (Arg/Arg ile Arg/Gln; Arg/Gln ile Gln/Gln, ve Arg/Arg ile
GIn/Gln genotipini tasiyan gruplar) KKD sikliginda anlamli bir fark bulunmamistir
(sirastyla p=0.25, p=0.41 ve p=0.05).
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Buna gore, Argl94Trp ve Arg399GlIn polimorfizmleri artmig KKD sikligi ile
iligkili goriinmemektedir. Hasta grubumuzda 194Trp allel sikligi artmamistir ve
Arg/Trp ve Trp/Trp genotip sikligt da kontrollerden anlamli olarak yiiksek
bulunmamaistir. Dolayisi ile s6z konusu polimorfizmin KLL etyolojisinde rolii olmadigi
gibi, bir in vitro genomik instabilite testi olan KKD degisimi {izerinde de etkisi olmadig1
sOylenebilir. Diger yandan, hasta grubunda Arg399GIn polimorfizmi agisindan Arg/Gln
ve GIn/GIn genotip sikliklariin kontrollere gore yiiksek olmasina karsilik bunlarin
KKD sikligini etkilemiyor goriinmesi, birbirleriyle uyumlu sonuglar degildir. Burada,
Arg399GIn polimorfizminin genomik instabilite dis1 bir mekanizma ile KLL
gelisiminde rol oynadig diisiiniilebilir. Ayrica Arg/Arg ve Gln/Gln genotiplerini tagiyan
hasta sayisinin ¢ok az olusu (sirasiyla 7 ve 16 hasta) KKD siklig1 yoniinden bir yargiya

varmay1 gii¢lestirmektedir

Sonu¢ olarak c¢aligmamiz bir DNA onarim geni olan XRCC1’in Arg399GIn
polimorfizminin KLL etyolojisinde rolii olabilecegini gostermektedir. Hasta
grubumuzda KKD sikliginin kontrollere gore yiiksek olmasi, bagka kanser tiirlerinde
oldugu gibi KLL’de genomik instabilitenin rolii oldugunu diisiindiirmektedir.
Argl94Trp ve Arg399GIn polimorfizmleri ile KKD sikligi arasinda bir yargiya

varabilmek i¢in ise daha biiyiik hasta sayilarina gereksinim vardir.
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FORMLAR

GONULLU BILGILENDIRME FORMU VE OLUR (RIZA) BELGESI
Sayin Hastamiz,

Bildiginiz gibi sizde kronik lenfositik I6semi denen bir kan hastalig1 mevcuttur.
Yani kanmizdaki akyuvarlarin bir grubunun sayis1 artmistir. Farkinda oldugunuz iizere
hastaliginizin takibi icin ¢esitli tetkikler yapilmakta ve buna gore size en uygun tedavi

tatbik edilmektedir.

Hastaligin olus mekanizmasini anlayabilmek i¢in diinyada yeni arastirmalar
yapilmaktadir. Bunlarin en 6nemlilerinden biri de DNA ve kromozomlar iizerinde
yapilan aragtirmalardir. DNA, hiicre ¢ekirdeklerinde bulunan ve kalitsal (1rsi) bilginin
sakl1 oldugu molekiildiir. Kromozomlar ise, viicudun her hiicresinde ve dolayisiyla kan
hiicrelerinde bulunan, DNA molekiillerini igeren ve temel genetik bilgiyi tasiyan

yapilardir.

Bir ¢ok losemi tipinde DNA molekiilinde ve kromozomlarda degisiklikler
ortaya ¢ikmakta ve bunlarin 16semi gelisiminde rol oynadigi bildirilmektedir. Diger
yandan bazi bireylerde bu degisiklerin daha kolay olustugu ve bu “yatkinlik”
durumunun 16semi riskini arttirdigi diisiiniilmektedir. Bu arastirmada hem DNA, hem
de kromozomlar iizerinde yapilacak arastirma ile KLL’1i hastalarda bu tiir bir yatkinlik

olup olmadig1 incelenecektir.

Sizlerden 8-10 ml kan almak suretiyle bu arastirmayi hastanemizde yapmak
istiyoruz. Bu calisma i¢in en az 100 hasta sececegiz. Bildiginiz gibi kan almanin
neredeyse hicbir yan etkisi yoktur. Olas1 yan etkileri arasinda bas donmesi, tansiyon
diismesine bagl hafif bayginlik hissi sayilabilir. Boyle bir durumda kisi ferah ve diiz bir
ortamda birka¢ dakika uzanarak, gerekirse ayaklar1 havaya kaldirilarak bu hali
atlatabilir. Alman kanda yukarida bahsedilen tetkikler fakiiltemiz DETAE
Laboratuarinda ve I¢ Hastaliklar1 Anabilimdali Genetik Bilim Dali Laboratuarinda
yapilacaktir. Arastirmamizin sonucunda elde edecegimiz bilgilerle , hastaliginizin olus
mekanizmas1 hakkinda bilgi edinecegiz. Bu arastirma i¢in higbir sekilde normal

tedavinizin disina ¢ikmaniz gerekmemektedir. Bu calismanin sizin i¢in higbir masrafi
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yoktur. Kimliginiz ile ilgili bilgiler gizli tutulacaktir. Ancak Etik kurullar ve resmi

makamlar bu tibbi bilgilere ulasabilecektir.

Verdiginiz kan 6rnegi bagis olup, kani1 verenin ve ¢alismay1 yapanin ticari bir
kazang beklentisi yoktur. Bu caligmaya katilmayr kabul etmeseniz bile, klinikte
yiiriitiilen tedavinizde herhangi bir aksama olmayacaktir, yazili onay vermis olsaniz bile
arastirmanin herhangi bir doneminde arastirmadan vazgegmekte 6zgiirsiiniiz. Herhangi
bir zamanda c¢alismadan ayrildiginiz taktirde de tedavinizde herhangi bir aksama
olmayacaktir. Ayrica size ait tibbi bilgilerin goézden gecirilmesi, bagka merkezlere
yollanmas1 ve iglenmesi konusunda bu c¢alismayr yapan kisilere yetki veriyorsunuz.
Yiiriitmekte oldugumuz bu ¢alismanin sonuglari hakkinda Dr. Nilgiin Duman'dan bilgi

alabilirsiniz. Cep Tel : 0 532 741 41 01

Yukaridaki metni okudum. Calisma hakkinda bana sozlii bilgi de verildi. Bu
durumda, s6z konusu c¢alismaya kendi rizamla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum ve bu formun bir kopyasin1 aliyorum.

Ad1 Soyadi Imzas1 Tarih Tel no

Goniillii veya

yasal temsilci

Olur alan Kisi

Tamk

Kopyasi verilecekler

Hasta Arastirici Hastane kayitlar:
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