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OZET

Calismamizda, Turk populasyonunda XRCC1, APE1 ve hOGG1 gen polimorfizmleri
ile bébrek hicreli karsinomun (BHK) olusumu ve gelisimi arasindaki iliskiyi ayrica, sigara
kullanimi ile DNA tamir gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi degerlendirmeyi planladik.

Bu tez calismasina 2015 ile 2017 yillar1 arasinda istanbul Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dali’na bagvurup klinik ve histopatolojik olarak BHK tanis1 konan hastalar (n= 97)
ile normal olan saglikli kisiler (n= 211) dahil edildi. Kontrol ve hasta grubundaki kisilerden
elde edilen DNA’lardan XRCC1, APE1 ve hOGG1 gen polimorfizmleri icin PZR-RFLP ve
agaroz jel elektroforezi teknikleri kullanildi.

Hasta ve kontrol grubu arasinda yas ve viicut kitle indeksi (VKI) agisindan anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir. XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizminde hasta grubunda
Arg/Gln genotip dagiliminda kontrol grubuna gore anlamli bir artig goriilmektedir. Yiksek
grade ve ileri evre bakimindan incelendiginde anlamli bir faklilik bulunmamaktadir. Sigara
kullanan hasta grubu Arg/GIn genotipi ve GlIn allelinin sigara kullanan kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli olarak farklilik bulunmaktadir.

APE1 Aspl148Glu gen polimorfizminde hasta grubunda Asp/Glu ve Glu/Glu genotip
dagiliminda kontrol grubuna gore anlamli bir artis goriilmektedir. Yiiksek grade ve ileri evre
ve sigara kullanimi1 bakimindan incelendiginde anlamli bir faklilik bulunmamaktadir.

hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminde genotip ve allel sikligi bakimindan hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. Yiiksek grade, ileri evre ve
sigara kullanim1 bakimindan incelendiginde anlamli bir faklilik bulunmamaktadir.

Sonug olarak, XRCC1 Arg399GIn ve APE1 Asp148Glu gen polimorfizmlerinin
BHK olusumunda etkili oldugu oysa gelisiminde bir risk igermedigini ayrica, hOGG1
Ser326Cys gen polimorfizminin ise BHK olusumu ve gelisiminde bir risk faktorii olmadigini

ileri strebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Bobrek hiicreli karsinom (BHK), XRCC1, APE1, hOGG1, Polimorfizm

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No:55485
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ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate the effect of DNA repair gene polymorphisms
in relation to renal cell carcinoma (RCC) risk in a Turkish population. We also planned to
evaluate the association of these polymorphisms with smoking.

The patients who have admitted to Istanbul Faculty of Medicine, Department of
Urology between 2015 and 2017diagnosed as having RCC (n=97) have formed the patient
group. Healthy people who have admitted to the same clinic (n=211) have formed the control
group. DNA samples obtained from both groups were analysed for XRCC1, APEl and
hOGG1 gene polymorphisms by using PCR-RFLP.

When XRCC1 gene polymorphism is evaluated, it was observed that there was a
significant increase in Arg/GlIn genotype distribution in patient group when compared to
control group. There was no significant difference when examined in terms of high grade and
advanced stage. However, there was a significant increase in smokers patient group carrying
GlIn allele when compared to smokers control group.

When APE1 gene polymorphism is evaluated, it was observed that there was a
significant increase in Glu allele in patient group when compared to control group. There was
no significant difference when examined in terms of high grade and advanced stage and
smoking status.

There was no significant association between hOGG1 gene polymorphism and RCC
and smoking status.

In conclusion, we suggest that XRCC1 and APE1 gene polymorphisms may be only
associated with the initiation of RCC. However hOGG1 gene polymorphism may not be a risk
factor for RCC.

Key Words: Renal cell carcinoma (RCC), XRCC1, APE, hOGG1, Polymorphism
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No0:55485



1. GIRIS VE AMAC

Bobrek htcreli karsinom (BHK) tiim kanserlerin yaklasik olarak %2-3’nii olusturan,
genitodriner timorler icerisinde ise 3. siklikta yer alan bir kanser trt olarak bilinmektedir
(1). Genom, DNA hasarina neden olan eksojen veya endojen kaynakli Sayisiz farkli etkene
maruz kalmaktadir. TUm organizmalar (bakteri, maya, baliklar ve insanlar dahil), kendi
hicrelerini, cevresel hasarlara karsi korumak amaciyla DNA onarim mekanizmasi
icermektedirler. DNA onarimi, hiicre 6liimiinii, mutasyonu, replikasyon hatalarini, DNA
hasarinin devamliligini ve genomik kararsizhigi azaltan en onemli mekanizmalardan biri
olarak bilinmektedir. DNA onarim sisteminde meydana gelebilecek herhangi bir anormallik
kansere ve yaslanmaya neden olmaktadir. Bu sebeple DNA onarim mekanizmasi kanser
olusumlarinin engellenmesinde olduk¢a Onemli bir yere sahiptir (2-5). Bu amagcla
calismamizda, BER yolaginda rol oynayan X-ray Repair Cross Complementing 1 (XRCC1) ,
Apurinik/Aprimidinik Endonlkleaz 1 (APE1) ve human 8-oksoguanin DNA glikozilaz
(hOGG1) gen polimorfizmlerinin BHK olusumundaki ve gelisimindeki rollerini inceledik.

BER yolag1 bazlarin oksidasyonu, alkillenmesi ve deaminasyonundan kaynaklanan DNA
hasarmi onaran en 6nemli tamir sistemlerinden biri olarak tanimlanmaktadir. BER yolaginda
meydana gelen bozukluklar kanser, imminolojik disfonksiyon ve norodejeneratif hastaliklara
yol acabilmektedir (6). BER yolaginda tanimlanan DNA onarim genlerinden, XRCC1, APE1
ve hOGG1 en ¢ok galisilan genler olup, bu genlerin polimorfizmleri ile ¢esitli kanser tirleri

arasindaki iligkiyi inceleyen bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (7-10).

XRCCL1 proteini, serbest oksijen radikallerinin, iyonize radyasyonun, UV ve alkilleyici
mutajenlerin yaptig1 baz degisimi sonucu olusan DNA tek zincir kirilmalarinin onarilmasinda
rol oynamaktadir. XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizminin ekson 10°da, kodon 399°da
28152. pozisyonda Guanin/Adenin (G/A) donisumine sebep oldugu ve bunun sonucunda
protein yapisinda Arg/GIn aminoasit degisimine neden oldugu belirtilmektedir. XRCC1
Arg399GIn gen polimorfizminde, XRCC1 geni tzerinde poli-ADP-riboz polimeraz (PARP)
baglanma bdlgesindeki baz degisiminden dolayi, genin kodladigi proteinde fonksiyonel
degisime ugradigi belirtilmektedir (7-11). Yapilan birgok ¢alismada XRCC1 399GlIn allelinin
risk tastyan bir allel oldugu gosterilmis olmasina ragmen (12,13), bazi arastirmalarda boyle

bir iligkinin olmadig ileri siiriilmektedir (14,16).
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APE1l (APELl, HAP1, Ref-1) multifonksiyonel bir enzimdir (19). N-glikozid baginin
spontan olarak hidrolizi ile ya da yanlis bir bazin uygun bir DNA glikozilaz tarafindan
uzaklagtirmas: sonucunda DNA Uzerinde Apurinik/Apiriminidik (AP) bdlge olusmaktadir
(17). APE1 enzimi hasarli DNA’da olusan AP bdlge tamirinden sorumlu olmaktadir (20).
APE1l Aspl48Glu gen polimorfizminde, Glu allelinin enzimin endonikleaz aktivitesini
etkilemedigi ancak diger BER yolag: proteinleri ile etkilesime girme aktivitesini azalttig: ileri
strilmektedir (18). Buna bagl olarak, Glu alelinin, DNA hasarina karsi savunmasizliginin
artmasina, bu nedenle gesitli hastalik ve kanser tlrlerinin gelisimine neden olabilecegi ileri
surulmektedir (18). Yapilan arastirmalarda, APE1 Asp148Glu gen polimorfizminin, meme
kanseri (8), bas-boyun kanseri (21) ve endometrium kanseri (22) gibi farkli kanser tiirlerinin
gelisiminde 6nemli bir rol oynadig: belirtilmektedir. APE1 Asp148Glu gen polimorfizmi ile
cesitli kanser tiirleri arasindaki iligskiyi inceleyen bazi ¢aligmalarda ise APE1 gen varyantlar

ile kanser gelisimi arasinda higbir iliski bulunmadigi belirtilmektedir (18,23).

hOGGL1 geni 3p26 kromozomunda yer almakta ve 8-hidroksiguanini (8-OHG) etkin bir
sekilde uzaklastiran DNA glikozilaz enzimini kodlamaktadir. hOGG1 Ser326Cys gen
polimorfizmi, hOGG1 proteininin 326 nolu amino asidi olan serinin sistein ile yer
degistirmesi sonucu olugmaktadir (10,11,24,25). hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminin
cesitli kanser tiirleri i¢in bir risk oldugu belirtilirken (26-29), bazi ¢alismalarda ise hOGG1

gen polimorfizmin kanser olusumuna bir etkisinin olmadig: belirtilmektedir (30,31).

DNA onarim kapasitesinde farkliliklara neden olan DNA tamir sistemindeki gen
polimorfizmlerinin incelenmesi kanser etiyolojisi, riski ve tedavisine verilen yanitta 6nemli
olabilecegi belirtilmektedir. DNA tamir gen polimorfizmleri ve farkli kanser tiirleri arasindaki
iliskiyi inceleyen g¢alismalarin sonuglar1 g¢eliskilidir. Ayrica, bilebildigimiz kadariyla, Turk
popiilasyonunda bobrek hiicreli karsinom ile DNA tamir gen polimorfizmleri arasinda iliskiyi

inceleyen bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir.
Biitiin bu bilgilerin 15181nda ¢aligmamizda,

1-Tiirk toplumundaki saglikli bireyler ile BHK’lu hastalar arasinda XRCC1 Arg399Gin,
APE1 Aspl48Glu ve hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizmlerinin genotip dagilimlarini ve

allel sikligin1 incelemeyi,

2-BHK’da XRCC1 Arg399GIn, APE1 Aspl48Glu ve hOGG1l Ser326Cys gen

polimorfizmleri ile tiimoriin grade’i ve evresi arasindaki iligkiyi incelemeyi,
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3-Kanser olusumunda etkili oldugu one siiriilen sigaranin, XRCC1 Arg399GIn, APE1
Aspl148Glu ve hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizmleri ile BHK olusumu tizerindeki etkisini

incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. BOBREK MORFOLOJISI
2.1.1. Anatomi

Bobrekler retroperitoneal boslukta, vertebral kolonun iki yaninda, 12. torakal ve 3.
lomber vertebral seviyesinde bulunmaktadir. Erigkin bir kiside bobreklerin  agirliklari
yaklasik olarak erkeklerde 125-170 gr, kadinlarda 115-155 gr, ortalama uzunlugu ise 10 cm,
genigligi 5 cm, kalinligr 2,5 cm olarak bulunmaktadir. Medialde 3 cm’lik alanda yarik
seklinde hilus izlenmektedir. Ana renal arter, renal ven, Ureter ve sinirler hilusta yagh
dokuyla sarili olarak bulunmaktadir (32). Bobrek dokusunun i¢ bdlgesinde koyu renkli

medulla dig bolgesinde ise daha soluk renkli korteks bulunmaktadir.

Medulla: Bobrek medullasi, sayilar1 8-10 olan renal piramitler (Malpighi piramitleri)
olarak adlandirilan koni seklindeki yapilardan olusmaktadir. Minor kaliksler major kaliksleri,
major kaliksler de renal pelvisi olusturmaktadir. Renal pelvis, iireteropelvik bileskeye dogru
daralarak treter ile devamliliginmi siirdirmektedir. Major Kalikslerin tepesi papilla olarak

adlandirilmaktadir. Papilla, mindr kaliksler igine uzanmaktadir (32).

Korteks: Medullaya gore yiiksek oranda graniler bir yap1 gostermektedir. En dista
bobrek kapsulli bulunmaktadir. Korteks idrar yapan olusumlar1 icermektedir. “Arteriola
glomerularis afferens” ve “arteriola glomerularis efferens”“in olusturdugu damar yapisi
glomerul olarak adlandirilmaktadir. Bowman kapsuli glomerilu saran yapiya denilmektedir.
Glomeril ve Bowman kapsilu birarada renal korpuskulii olusturmaktadir. Her bir renal

korpuskiil ve buna ait tubuller ise nefronu olusturmaktadir (32).

Kanallar

Sekil 2-1. Bobregin anatomik yapisi



2.1.2. Embriyoloji
Intrauterin donemde pronefroz, mezonefroz ve metanefroz olmak iizere farkl iig

bobrek sistemi pespese olusmaktadir (Sekil 2-2) (33).

Pronefroz: Insan embriyosunda servikal bolgedeki 7-10 adet solid hiicre pronefroz

kismini olusturmaktadir.

Mezonefroz: Pronefrik sistem gerilerken, mezonefroza ait ilk bosaltim tiibiilleri
olusmaya baslamaktadir. Bu tiibiillerin boyu hizla uzar, S seklini aldiktan sonra medial
uzantilariin ucunda  bir u¢ olugmaktadir. Bowman kapsiilii de tiibiiliin bu ucundan
olugsmaktadir. Tibiiliis diger ugta, mezonefrik veya Wolffian kanali olarak bilinen
longitudinal toplayict kanalla birlesmektedir. Mezonefroz orta hattin her iki yaninda buyik ve
oval seklini ikinci ayin ortalarinda olusturmaktadir. Ayni zamanda olusan gonad da
mezonefrozun medialinde bulundugundan bu iki organ tarafindan olusturulan doku
kabarikligina tirogenital siskinlik denilmektedir. Kranial tlbdller ve glomeriller dejeneratif
degisiklikler 2. ayin sonunda tiimiiyle ortadan kalkmaktadir. Kaudal tiibiillerin bir kismi1 ve
mezonefrik kanalkizlarda tiimiiyle ortadan kalmakta oysa erkeklerde bulunmaktadir (33,34).

Metanefroz veya kalici bobrek: Metanefrik mezodermden 5. haftada gelismekir.

Toplayic sistem: Kalici1 bobregin toplayict sistemi Ureter tomurcugundan geliserek
metanefrik doku icine penetre olmaktadir. Penetrasyon sonrasinda genisleyen ireter
tomurcugu primitif renal pelvisi ve sonra da kranial ve kaudal pargalara ayrilarak gelecekteki
major kaliksleri meydana getirmektedir. Metanefrik dokuya penetre olan her kaliksten iki yeni
tomurcuk olusmaktadir ve bu tomurcuklar 12 ve daha fazla sayida tiibiil olusturana kadar
bélinmektedirler. 5. ayin sonuna kadar bu tiiblllerin distalinden de yeni jenerasyon tiibuller
olusur ve ikinci jenerasyondaki tiibiiller genisleyerek 3 ve 4. jenerasyon tiibiilleri absorbe
ederek renal pelvisin minor kalikslerini olusturmaktadir. Gelisimin daha sonraki evrelerinde
sonraki jenerasyon toplayici tiibiiller boyca uzayarak minér kaliksler igine dogru toplanir ve

sonucta renal piramitleri olugturmaktadir.

Bosaltim Sistemi: Kollektor tibulln distal ucunda bulunan metanefrik doku igindeki
hicrelerden daha sonra kuglk tubiller ve renal vezikul olarak bilinen kuglk kesecikler
olusmaktadir. Bu tiibiiller glomeriillerle birlikte nefronu veya bosaltim birimini
olusturmaktadir. Nefronun proksimal ucunda glomeriil tarafindan yaylandirilmis Bowman

kapsulli bulunmaktadir. TUbilln distal ucu ise, toplayici kanala ag¢ilmaktadir. Glomerilden
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toplayici kanallara bu aciklik yoluyla gecis vardir. Bosaltici tiibiillerin uzamaya devam etmesi

sonucu proksimal tiibiiller, Henle halkas1 ve distal tiibiiller olusmaktadir (33,34).

Servikal somier Pronek dukiusun
dejenere olan kismi

g e S5 ] ooz
Mezonefroz
Karaciger
primordiumu
Yolk sap! =
Metanefroz

Mezonefrik tibatier

Metanefrik divertikil (Ureterik tomurcuk)

Sekil 2-2. Bobregin embriyonik yapisi

2.2. BOBREK HUCRELI KARSINOM

2.2.1. insidans ve Epidemiyoloji

BHK tim kanserlerin yaklasik olarak %2-3’nii olusturmakta, genitolriner timorler
icerisinde ise 3. skliktadir (1). Genellikle yetiskinlerde gorilen ve tanisi ortalama 60-70
yaslar1 arasinda konulan bir tiimérdiir. En ylksek insidans gelismis iilkelerde goriilmektedir
ve her 100.000 insandan 4’{i hastaliktan etkilenmektedir. insidans oranlar1 Avrupa, Kuzey
Amerika ve Avustralya'da en yuksektir ve Hindistan, Japonya, Afrika ve Cin'de en diistiktiir.
2006 ve 2010 yillart arasinda Amerika Birlesik Devletleri'ndeki insidansin yilda 100.000 kisi
basina 15.3 oldugu bildirilmektedir.  Erkeklerde kadinlara gére 1.5:1 oraninda daha sik
gorilmektedir. BHK renal korteksten kaynaklanmaktadir ve bdbrek malignitelerinin %80-
85’ini olusturmaktadir (35,36).



2.2.2. Etiyoloji ve risk faktorleri

BHK’un etiyolojisinde, kesin bir neden gosterilmemis olmasina ragmen sigara
kullanimi, kadmiyum, petrol {iriinleri, antihipertansif tedavi, herpes viriis, obezite gibi degisik
faktorlerin timdr olusumunda rol aldigr belirtilmektedir. BHK bobrek i¢inde en sik gelisen
kitlesel lezyondur ve belirli histopatolojik ve genetik 6zellikleri olan degisik BHK tiplerinden
olusmaktadir. En etkili profilaksi sigara i¢ilmesinin engellenmesidir. Ultrason ve bilgisayarl
tomografi gibi goriintiileme tekniklerinin yaygin kullanimina bagli olarak rastlantisal tani
konulan BHK sayis1 artmaktadir. Bunlar genellikle daha kiigiik boyutlu ve diisiik evreli
timorlerdir. Rastlantisal tan1 konulan olgularin oranindaki artisa ragmen BHK’a bagh

mortalite etkilenmemis ve mortalite orani insidansa paralel seyretmistir (35,36).
2.2.3. Bobrek hiicreli karsinomun siiflandirilmasi

Bobrek hiicreli karsinom, Diinya Saghk Orgiitii (DSO) 2016 smiflamasma gore 3
grupta siniflandirilmaktadir; berrak hiicreli, papiller (tip I ve II) ve kromofob boébrek hiicreli
karsinom. Artan molekiiler genetik ve histolojik bulgulardaki gelismelere bagli olarak
siniflandirmalar yapilmistir (Tablo2-1) (35,37).

Tablo 2-1: Bébrek hiicreli karsinom siniflamasi

Subtip Genetik alterasyon

Berrak hicreli VHL gen kaybi

Kromozom-3 delesyonu

Papiller MET protoonkogen

aktivasyonu

Kromofobik Tanimlanmamis

Kaynak: Prognostic factor of the RCC, Renal Cell Carsinoma, 2011 EAU Guidelines(1)
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2.2.4. Histolojik derecelendirme

Bobrek hiicreli karsinomun ¢ok degisken niikleer yapisi bulunmasindan dolay: farkli
siniflamalar1 bulunmaktadir. Bugilin en sik kullanilan siniflama, 1982 yilinda Furhman
tarafindan yapilan siniflandirma olup tiimériin evresinden bagimsiz prognostik faktor olarak

kullanilmaktadir (Tablo 2-2) (38).

Tablo 2-2: Bobrek hicreli karsinom >da nukleer grade Furhman evreleme sistemi

Grade Nukleer ¢cap (um) Niikleer ¢eper yapi Niikleolus yapisi
1 10 Yuvarlak, Uniform Yok yada silik
2 15 Dizensiz Kuguk
3 20 Dizensiz Belirgin
4 >20 Multilobtle, Resimsiz Kromatin demetleri

2.2.5. Klinik evreleme

1990 yilinda “’International Union Against Cancer” (IUAC) tarafindan Onerilen ve
1997 ve 2002 yilinda modifiye edilen TNM siniflamasi anatomik sinirlari ayrintili olarak ele
alan bir evreleme yontemidir. 2017 yilinda yeniden diizenlenen TNM smiflamast giincel
olarak kullanilan evrelemedir. TUmOr boyutu, vendz invazyon, renal kapsiler invazyon,
adrenal tutulum ve LN ve uzak metastaz TNM siniflandirma sistemine dahil edilmistir (Tablo
2-3,2-4) (39,40).
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Tablo 2-3. 2017 TNM simniflama sistemi

T:Primer tiUmor

Tx Primer timor saptamak icin veriler yeterli degildir.

TO Primer tiimdre ait kanit yok

T1 Tiimor en biiyiik boyutu <7 cm, bobrek iginde sinirlt
Tla Timor bliyiik ¢ap1 <4 cm
T1b Timor biiyiik ¢apt >4cm ama <7 cm

T2 Tumor en buyik boyutu >7 cm, bobrek i¢inde sinirl
T2a Tiimor biiylik capt >7cm ama < 10 cm

T2b Tiimor biiytlik ¢ap1 >10 cm, bobrek iginde sinirli

T3 Timor major venlere yayilmis veya siirrenal bezi veya perinefrik dokular tutmusancak gerota
fasyasini agsmamaistir.
T3a Tumor renal ven veya segmental dallarini tutmus veya perirenal ve/veya renal sinis
yagli doku invazyonu mevcut
T3b Tiimor V. Kava’yi diafragma altinda gros olarak tutmustur.
T3c Timor V. Kava’yr diafragma tstiinde gros olarak tutmus veya V.Kava duvar

invazyonu mevcuttur

T4 Tiimor gerota fasyasini agmustir.(ipsilateral adrenal invazyonu)

N:Bolgesel Lenf Nodlari

* Nx Bolgesel lenf nodlarin1 saptamak icin veriler yeterli degildir.
» NO Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yok.

* N1 Tek bir lenf nodunda metastaz vardir.

* N2 Birden fazla lenf nodunda metastaz vardir.

M:Uzak Metastaz

* MO0 Uzak metastaz yok.

* M1 Uzak metastaz var.
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Tablo 2-4. TNM evre gruplari

TNM evre gruplari
Evre | T1 NO MO
Evre Il T2 NO MO
Evre 11 T3 NO MO
T1,T2,T3 N1 MO
Evre IV T4 Herhangi N MO
Herhangi T Herhangi N M1

2.3. DNA HASARI

Endojen ve ekzojen gibi ¢esitli faktorler insan genomik DNA’smin biitiinliginin
bozulmasina neden olmaktadir. Genomik DNA’nin biitiinliigiiniin bozulmasi sonucunda
genetik materyalde meydana gelen tiim degisiklikler DNA hasari olarak belirtilmektedir.
Yaklasik olarak DNA’da her giin 10*ten daha fazla hasarin olustugu tahmin edilmektedir
(Sekil 2-3) (2,3).

DNA hasarina neden olan endojen (spontan) etkenler;

1. Kimyasal degisiklikler: deaminasyon, metilasyon

2. Oksidatif Hasar

3. Yanlis eslesmeler, insersiyon/delesyonlar

4. Baz kayiplart: depiirinasyon/depirimidinasyon

5. Replikasyon hatalar1

DNA hasarina neden olan ekzojen etkenler;

1. Fiziksel ajanlar: Ultraviole 15181, iyonize radyasyon, hava kirliligi, sigara dumani v.b

2. Kimyasal ajanlar: Agir metaller, aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici
ajanlar, vinil klorid v.b (2-5).
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Spontan mutasyonlar UV
.. ROS Cevresel X-smlan Replikasyon
Alkilleyici  gjiileyici ajanlar mutajenler hatalan
ajanlar X-smlan

QPO QI VPV

AP bilgeler el Yanhs baz eslesme
06-meG  Okside-deamine- Pirimidin  Cift zincir inse;i}.on,:r ’
alkillenmis bazlar dimerleri DNA kinklan Delesyvonlar
Tek zincir kinklan g
. 4 $ . .
Direkt onanm Baz kesip ¢ikarma Niikleotid kesip- Rekombinasyon Yanhs eslesme
volagi (BER) &{‘Eag;a yolagj1  omarmm onarmu (MMR)

Sekil 2-3. DNA hasar1 ve onarim mekanizmalari

DNA’daki hasarlar;

a-Tek baz degisimi (deaminasyon, depirinasyon, baz alkilasyonu, delesyon, insersiyon vs)

b-Tek veya ¢ift zincir kiriklart

c-Ayn1 veya farkli DNA zincirleri arasinda capraz baglanma gibi c¢esitli sekillerde

olabilmektedir (2,5).

DNA molekiilii dinamik bir yapiya sahip oldugundan onarilabilen tek biyomolekiil

ozelligi tagimaktadir. DNA hasar1 replikasyon sirasinda onarilamazsa mutasyona ve sonug

olarak genomik kararsizliga sebep olmaktadir. Olusan genomik kararsizliklar sonucunda,

kanser ve yaslanma gibi onemli olaylar meydana gelebilmektedir. Hiicre, DNA hasarlarina

cesitli metabolik yollar ile cevap vermektedir. Agir DNA hasarlari; hasarin yogunluguna ve

tipine bagl olarak hiicrenin apoptoz yolunu aktive ederek hiicreyi 6lime goéturebilmekte, gen

ifadesini degistirebilmekte, hucre dongusi durdurulabilmekte ya da hasar DNA onarim

mekanizmalari ile onarabilmektedir (Sekil 2-4) (2-5).
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Hiicresel o
[ metabolizma } [ DN - ] (

Iyonize Kimyasal
radyasyon ajanlar

Replikasyon
hatalar

J
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HASARI
Hiicre siklusu - ringd 1 DN ATon armmas
- ranskripsiyone 25
konrol noktalan Pst) ekt cnarin Apoptoz

aktivasyonu

aktivasyon

Baz ¢ikarma onanmi

Sekil 2-4. DNA hasarinin yol actig1 yamitlar

2.4. DNA ONARIM MEKANIZMALARI

Niikleotid ¢ikarma onarimi
Yanlis egleyme onarimi
Cift zincir kinklan onanim1

DNA onarim mekanizmalarinda meydana gelen bozukluklar sonucu olugan genomik

kararsizlik cesitli kanser ve hastaliklara sebep oldugundan, DNA onariminin nasil

gergeklestiginin bilinmesi Onem kazanmaktadir. DNA’da olusan hasarlar DNA onarim

mekanizmalar ile diizeltilerek hiicrelerin genomik biitiinliigii korunmaktadir. DNA oOnarim

mekanizmalar1 hasarin taninmasi, hasarli kismin uzaklastirilmasi ve boslugun doldurulmasi

seklinde {i¢ basamakta gergeklesmektedir. DNA hasar1 DNA sentezi’ne (replikasyon) bagl

olmadan veya DNA sentezi sirasinda farkli yolaklar ile ger¢eklesmektedir (sekil 2-5) (3-5).
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\
[ chidmmmes |

e

Bace-Kiessip Miikleatid- Homelag H. Cmasan Lig
Cikarma Kesip Rekombinasyonel Birlegtirme
Cikarma

Sekil 2-5. DNA Onarim Mekanizmalari

2.4.1. DOGRUDAN ONARIM

2.4.1.1. Fotoreaktivasyon ile Onarim
2.4.1.2. O5-Metilguanin-DNA-Metiltransferaz (MGMT) ile Onarim

2.4.2. DOGRUDAN OLMAYAN ONARIM
2.4.2.1. Kesip-Cikarma Onarimi

2.4.2.1.1. Baz Kesip-Cikarma Onarim Yolag1 (Base Excision Repair) (BER)

2.4.2.1.2. Nukleotid Kesip-Cikarma Onarim Yolag1 (Nucleotide Excision Repair) (NER)
2.4.2.2. Cift Zincir Kirik Onarim

2.4.2.2.1. Homolog Rekombinasyonel Onarim (Homologous Recombination Repair) (HR)
2.4.2.2.2. Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NonHomologous End Joining) (NH-EJ)

2.4.2.3. Yanhs Eslesme Onarimi (Mismatch Repair) (MMR)
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2.4.1. Dogrudan Onarim

Bu onarim yolunda zincir kirilmadan hasar onarilmaktadir. Dogrudan onarim yolu timin

dimerleri ve alkillenmis bazlarin onariminda rol oynamaktadir.

2.4.1.1. Fotoreaktivasyon ile Onarim

DNA iizerinde hasara ugramis baz ¢ikarilmadan eski haline getirilmektedir. Hasarin geri
dondiiriilmesi onarim i¢in en kolay yol gibi goériinmesine ragmen bir ¢ok durumda
termodinamik ve kinetik nedenlerden dolayr gerceklesmemektedir. Bu onarimda enzim
aracilig1 (Fotoliyaz ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz) ile gergeklesen tek adimli reaksiyonlar
ile hasar onarilmaktadir. Siklobiitan pirimidin dimerleri (CPDs), fotoliyaz enzimi tarafindan
ayrilarak hasar giderilmektedir. Bu reaksiyona fotoreaktivasyon denilmektedir (Sekil 2-6).
UV ile olusan pirimidin dimerlerine spesifiktir. Sadece pirimidin dimerlerini kirdiklarindan
hata olasiligi bulunmamaktadir. Fotoreaktivasyon onarim sistemi bakterilerde, mantarlarda,
bitkilerde ve ¢ogu omurgalida bulunmasina karsin, insan dahil pek ¢ok Okaryotik tirde

olmamasindan dolay1 evrensel bir onarim sistemi degildir (3-5,41).



Isik ile

aktivasyon Isik
(300-600 nm)

"f

Gen == mMRNA —#= Fotoliyaz

Sekil 2-6. Fotoreaktivason onarim

2.4.1.2. O%-Metilguanin-DNA-Metiltransferaz ile Onarim

Guanin bazinin O° pozisyonundaki alkilasyon, alkilleyici ajanlar varliginda olusmaktadir
ve yliksek oranda mutajeniktir. Metilasyon ajanlarinin hiicre DNA’sinda olusturdugu O5-MeG
eklentisi, MGMT (O6-metilguanin DNA-metiltransferaz) isimli bir enzim tarafindan tamir
edilmektedir ve bunun sonucunda metilasyon kaldirilmaktadir. O-6-metilguanin-DNA metil
transferaz enzimi, DNA daki yanlis metillenen bazlarin CH3 gruplarini kendi sistein amino
asidine transfer ederek normal guanin olusumunu saglamakta ve boylece alkilasyonun
mutajenik etkisini ortadan kaldirmaktadir. O%-metilguanin (O8-MeG), transkripsiyon sirasinda
RNA polimeraz II’nin uzatma gorevini kismi olarak bloke etmektedir. Eger tamir edilemezse,
hiicrenin ilk replikasyonu sonunda O6-MeG karsisina tamamlayici baz olarak timin

gelmektedir. Bu hata, MMR sistemi ile de tamir edilemezse yanlis eslesmis bazlar
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replikasyon sonunda hiicrede ¢ift zincir DNA kiriklarinin olusmasina, apoptoz yolaginin
tetiklenmesine, ayrica kromozomal anomalilere ve kansere yol agtig1 belirtilmektedir (Sekil 2-

7) (2,4, 42,43).

Guanin Sitozin CH,

H Of-metilguanin (!’

/
N 7/\ G
C
(4?/‘(,, —HWN ® H,NJ\ N

N
. P
N n—H W Metiltransferaz Metiltransferaz
! , .
Cys Cys
" \ \
O%metilguanin ~ Timin s 3
3 Guanin CH,
0
N P—Ch, h H NS N
T
g ¢ N’H\\‘NYN_ J\G >
| . HIN N N_
. . ._
/

H

Sekil 2-7. MGMT tarafindan O%-MeG’nin Onarim

2.4.2. DOGRUDAN OLMAYAN ONARIM
2.4.2.1. Kesip-Cikarma Onarimi

2.4.2.1.1. Baz Kesip-Cikarma Onarim Yolag: (Base Excision Repair) (BER)

Alkilasyonun, deaminasyonun ve oksidasyonun neden oldugu DNA baz hasarlar
onemli DNA tamir sureglerinden birisi olan BER ile tamir edilmektedir. DNA’da okside baz
modifikasyonlar1 genelde ROS tarafindan olusturulmaktadir. 8-hidroksiguanin (8-OHG)
adeninle yanlis esleserek G:C-T:A transversiyon mutasyonlarina neden oldugu i¢in
premutagenik lezyondur. Sitozin, adenin ve guaninin deaminasyonu sonucu urasil,

hipoksantin ve ksantin gibi zararli deamine bazlar olugmaktadir. Bu bazlar transisyon
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mutasyonlarina neden olmaktadirlar. Alkilasyon reaksiyonlar1 ¢esitli DNA baz lezyonlari
olusturabilmektedir. O6-metilguanin (6-meG) timinle yanlis eslesme egiliminde oldugu igin
premutajeniktir. N7-metilguanin (7-meG) ve N3-metiladenine (3-meA) ise replikatif DNA
polimerazlari bloke ederek sititoksiktirler (44).

BER yolaginda tamir hataya 6zgiin monofonksiyonel (UDG, MPG, TDG vs) ya da
birden fazla fonksiyona sahip olan bifonksiyonel DNA glikozilazlar (hOGG1, NTH1, NEIL1
vs) tarafindan baslatilmaktadir (4). Monofonksiyonel DNA glikozilazlar sadece glikozilaz,
bifonksiyonel DNA glikozilazlar ise glikozilaz ve AP liyaz aktivitesine sahiptirler. Glikozilaz
enzimleri hasarli baz ve seker arasindaki N-glikozid bagini hidroliz ederek AP bdlgeleri
olusturmaktadir. AP bolgeler Apiirinik/Apirimidinik endoniikleaz 1 (APE1) enzim tarafindan
onarilmaktadir. APE1 endoniikleaz etkisi ile AP bolgenin 5’ucuna dogru fosfodiester bagini
hidroliz ederek 3’-OH ve 5’deoksiriboz fosfat (5°-dRP) kalintili tek zincir kiriklarini
olusturmaktadir. Olusan 5’-dRP kalintisi DNA polimeraz B’nin dRP liyaz aktivitesi ile
uzaklastirilmaktadir.  Bifonksiyonel DNA glikozilaz/liyazlar B-eliminasyon ve j,o-
eliminasyon reaksiyonlari ile sirasiyla 3’-fosfo-a,p-doymamis aldehid (3’PUA) ve 3’-fosfat
(3’-P) uglart olusturmaktadir. 3’PUA APE1’in 3’-fosfodiesteraz aktivitesi ile, 3’-P uglar
poliniikleotid kinaz 3’-fosfataz (PNKP) enzimi ile 3’-OH uclarina doniistiiriilmektedir.

BER tamir yolaginda bir sonraki basamak, hasarli DNA zincirinin sentezi ve ligasyonudur.

Bu basamak iki alt basamaga ayrilir:
Kisa yamah BER (SP-BER)

SP-BER alt basamaginda tek niikleotid onarimi gergeklesmektedir. Eksik niikleotid DNA
polimeraz P tarafindan DNA zincirine eklenmekte, ligasyon islemi ise XRCC1 ve Ligaz IlI

kompleksi tarafindan gerceklesmektedir.
Uzun yamah BER (LP-BER)

LP-BER alt basamaginda 2-10 niikleotidin kesip ¢ikarilarak onarimi ger¢eklesmektedir. 5°-
dRP kalintilar1 polimeraz B tarafindan uzaklagtirllamadiginda LP-BER alt basamagimin
basladigi tahmin edilmektedir. LP-BER alt basamaginda polimeraz €/0, RFC (replikasyon
faktor-C), PCNA ( prolifere hicre nuklear antijen), FEN1 (flap endontkleaz 1) ve DNA ligaz
I 6nemli rol oynamaktadir. Polimeraz €/8, RFC ve PCNA 3’-OH ucu uzatarak sentezi
tamamlamaktadir. 5’-dRP kalint1 ‘flap’ oligoniikleotid seklinde FEN1 tarafindan DNA’dan
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uzaklastirilmaktadir. Ligasyon islemi ligaz I tarafindan gergeklestirilmektedir (Sekil 2-8) (2-
5).
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2.4.2.1.2. Nukleotid Kesip-Cikarma Onarim Yolagi (nucleotide excision repair) (NER)

NER vyolagi, DNA’nin normal heliks yapisini bozan hasarlarin onarimini
gerceklestirmektedir. UV ile indiiklenmis siklobdtan pirimidin dimerleri ve 6-4 fotodrUnler,
sisplatin ve benzopiren gibi ekzojen kimyasal ajanlar tarafindan olusturulan DNA adduktleri,
endojen lipit peroksidasyon iirtinleri, siklopurinler gibi reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
baz modifikasyonlari NER yolagi ile onarilmaktadir. BER’de bazlar tek olarak kesip
cikarilirken, NER’de hasarl1 bazlar oligoniikleotid pargalar1 olarak kesip ¢ikarilmaktadir. NER
yolaginda 30’un {izerinde protein yer almaktadir (4,5,46).

NER mekanizmas ;

1. Hasarin taninmasi

2. Protein kompleksinin hasarli bolgeye baglanmasi

3. ~24-32 nukleotid uzunlugunda bir fragman iginde birakacak sekilde lezyonun her iki
tarafindan hasarl zincirin kesilmesi

4. Hasar1 igeren oligoniikleotidin uzaklastirilmasi

5. DNA sarmali tizerinde meydana gelen boslugun DNA polimeraz tarafindan doldurulmast

6. Ligasyon basamaklarindan olusmaktadir.

NER yolagi Global genom NER (Global Genome NER)/(GG-NER) ve
Transkripsiyona kenetlenmis NER (Transcription Coupled NER)/(TC-NER) olmak Uzere iki
ayr1 alt yolaga ayrilmakttadir. GG-NER ile genom boyunca olusan DNA hasarlarinin tamiri,
TC-NER ile aktif olarak transkript edilen genlerin tamiri gerceklestirilmektedir. Bu alt
yolaklar birbirinden hasarin transkripsiyon olan DNA bdlgesinde olup olmadigi ve tamirin ilk
basamaginda yani hasarin taninmasi asamasinda kullanilan proteinlerin farkli olmasiyla ayirt
edilmektedirler. GG-NER yolaginda, hasarli DNA’ya ilk olarak XPC-RAD23B proteininin ve
sonrasinda transkripsion faktort 11 H (TFIIH) kompleksinin, kseroderma pigmentozum grup
A (XPA) ve replikasyon proteini A’nin (RPA) baglanmasiyla onarim baglamaktadir. TFIIH
kseroderma pigmentozum grup B (XPB) ve D (XPD) helikaz 6zellikli alt Gnitelerine sahiptir.
XPB ve XPD hasarli bolgeyi iceren DNA ¢ift zincirini helikaz aktvitesi ile ayirarakbir tamir
kabarcig1 olusturmaktadir. XPA, TFIIH kompleksinin ortamdan uzaklagmasini ve RPA'nin
tek zincirli hasar gormiis DNA ile birlesmesini desteklemektedir. XPF-excision repair cross
complementing 1 (ERCC1) kompleksi XPA ile, XPG de 6zellikle TFIIH ile etkilesim kurarak
tamir kompleksine katilir ve boylece XPC-RAD23B ortamdan uzaklagsmaktadir. XPF-ERCC1
ve XPG endoniikleazlar sirasiyla 5’ ve 3’ yoniinde fosfodiester baglarini iki yonlii kirarak

hasar iceren 24-32 nikleotidlik oligonukleotid pargasini  olusturarak  bdlgeden
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uzaklastirmaktadirlar. Olusan bosluk tamir proteinleri olan replikasyon proteini C (RPC),
prolifere hiicre niikleer antijen (PCNA) ve DNA polimeraz € /  tarafindan doldurulmaktadir.
Son olarak DNA ligaz 1 veya XRCC1-LIG3 ile ligasyon ger¢eklesmektedir.

TC-NER hasari DNA bolgesinde RNA polimeraz II'nin ilerlemesinin
duraklamasiyla baslamaktadir. Bu duraklama, hasarin giderilmesi ve transkripsiyonun
yeniden baslatilmasida rol oynayan Cockayne sendromu grup A(CSA) ve Cockayne
sendromu grup B (CSB) proteinlerine sinyal gonderilmesine yol agmaktadir. TC-NER
yolagin da hasarin taninmasi hari¢ diger basamaklar GG-NER yolagi ile ayn1 oldugu
belirtilmektedir (Sekil 2-9) (46,47).
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Sekil 2-9. Nukleotid Kesip-Cikarma Onarim Yolag:

NER proteinlerinden herhangi birini kodlayan genlerdeki mutasyonlar nadir gorilen,
otozomal resesif gecisli bazi hastaliklara sebep olmaktadir. Bunlar, Kseroderma pigmentozum
(XP), Cockayne sendromu (CS), Trikotiyodistrofi (TTD) olarak isimlendirilmislerdir. Bu
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bireylerde giinese duyarlilik, bazi dokularda erken yaslanma, ndérolojik bozukluklar ve

genellikle UV kaynakli cilt kanseri insidansinda artis gozlenmektedir (46).

Kseroderma pigmentozum

NER yolagindaki Kseroderma pigmentozum grup A-G genlerindeki mutasyonlar
otozomal resesif gecisli “kseroderma pigmentozum” sendromuna neden olmaktadir. Klinik
bulgular UV 1518 olusturdugu DNA hasarinin onarilamamasi ve mutajenik etkilere
hassasiyetin artmasina baglidir. Parsomen kagidi benzeri cilt (kseroderma) ve gillerin varhigi
(pigmentozum) XP i¢in karakteristiktir. XP’lu hastalarda ¢iller, pigmentasyon artisi,
telenjiektaziler, atrofik bulgular, aktinik keratoz, keratoakantom, anjiom ve fibrom gibi iyi
huylu lezyonlara ¢ok sik rastlanmaktadir. Hastalarin yaklasik % 18’inde norolojik
anormalliklerin goriildiigi belirtilmektedir (2,47,48).

Cockayne sendromu

Cockayne sendromu grup A ve B genlerinden herhangi birindeki mutasyonlar
otozomal resesif gecisli “Cockayne sendromu (CS)”na neden olmaktadir. CS erken yaslanma
sendromlar1 arasinda kabul edilmektedir. Kasektik ciicelik, kus benzeri dar bir yiiz sekli gibi
fizik Ozellikler belirgindir. Fotosensitivite, buna bagli olarak gelisen cilt ve gbz bulgular
XP’da oldugu gibi CS’da da goriilmektedir (48,49).

Trikotiyodistrofi

NER yolagi bozukluguyla seyreden {igiincli otozomal ¢ekinik gecisli sendrom
trikotiyodistrofidir. Trikotiyodistrofiye TFIIH kompleksine ait Trikotiyodistrofi-A (TFB5)
geni, XPB ve XPD genlerindeki mutasyonlarin neden oldugu belirtilmektedir. Fotosensitivite
ve eritem TTD’de de gozlenebilir. Bununla birlikte kisa-kirilgan saglar, iktiyozis, kirilgan

tirnak yapist en onemli fenotipik gostergelerdir (48,49).
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2.4.2.2. Cift Zincir Kirik Onarimi

Cift zincir kiriklari; genotoksik bilesenler, reaktif oksijen turleri ve iyonize
radyasyonun etkisi sonucu olusabilmektedir. Cift zincir kiriklar1 olustugu zaman tamir
edilemezse, hucre 6lumune neden olabilmektedir. Bu nedenle ¢ift zincir kirik onarim
mekanizmast ¢ok Onemlidir. Cift zincir kiriklarinin tamiri iki majér mekanizma ile
saglanmaktadir: homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan u¢ birlestirme (NHEJ).
HR ve NHEJ ¢ok farkli mekanizmalardir ve ¢ok farkli protein faktorlerini gerektirmektedir
(Sekil 2-10) (3,5,50).

DNA polimerazlar
XRCC4/LIG4

Sekil 2-10. Homolog rekombinasyon (HR) ve Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ)

Onarim Sistemi
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2.4.2.2.1. Homolog Rekombinasyonel Onarim (Homologous Recombination Repair)

(HR)

HR hiicre dongiisiiniin S ve G2 fazinda ger¢eklesmektedir. HR ¢ift zincir kirik (DSB)
onartmi kalip olarak kardes kromatid iplik¢igini kullanarak, hatasiz olarak yapilmasini
saglamaktadir. HR’da tamir MRN kompleksi tarafindan DSB taninmasi ile baslamaktadir.
MRN kompleksihasar sensorii olarak rol oynamaktadir ve Mrell, Rad50 ve Nbsl
proteinlerinden olusmaktadir. MRN, lezyonun etrafindaki DNA’ya baglanir ve 5°-3° bagl ug
yoniindeki kirik etrafindaki DNA’y1 kesmektedir. Bu kesim diger hasar tanima proteinlerini
toplamak i¢in bir sinyal olarak rol oynamaktadir. Gergeklestirilen bu kesim, HR’nin erken
asamasinda, MRN kompleksi ile CtIP’nin etkilesimi sonucunda uyarilmaktadir. Mrell
tarafindan kesimin baslamasini takiben, Exol daha kapsamli bir kesim uygulamakta ve 3’uglu
tek zincir kiriklari olusturmaktadir. RPA (Replikasyon proteini A) tek zincir DNA’ya
baglanmakta ve bdylece zincir stabilize hale gelmektedir. BRCAI1 tarafindan RPA’nin
lezyonun bulundugu bélgede kalmasi tek zincir DNA’nin niikleazlarin etkisinden korunmasini
saglamaktadir. RPA, BRCA2 tarafindan DNA’ya yiliklenmis olan rekombinaz Rad51 araciligi
ile DNA’dan ¢ikartilmakta ve Rad51, tek zincir DNA boyunca bir niikleoprotein filamenti
olusturmaktadir. Rad51 niikleoprotein filamenti ile kaplanmis tek zincir DNA kardes homolog
kromatidin DNA bélgesinin zincir invazyonunu ger¢eklestirmektedir. Degisim ve invazyonu
takiben, bir polimeraz  (genellikle pold) tarafindan DNA wuzatilarak ligasyonla sureg
tamamlanmaktadir. Sonucta Holliday araiiriinleri denilen, iki ¢aprazlasma igceren bir DNA

molekiilii olusmaktadir (3-5).

2.4.2.2.2. Homolog Olmayan Ug¢ Birlestirme (NonHomologous End Joining) (NHEJ)

NHEJ hicre donglsinin tiim fazlarinda gerceklesmektedir ama en aktif oldugu
asama G1 fazidir. Bu tamir sistemi ile homolog kromozoma ihtiya¢ duyulmaksizin onarim
gergeklesmektedir. NHEJ ¢ift zincir kirik uglart modifiye edilerek birbirine baglamaktadir.
NHEJ’in ilk asamasi, iki ¢ift zincir kirikli DNA uglarina Ku70/Ku80 heterodimerik protein
kompleksininin baglanmasiyla baslamaktadir. Ku70/Ku80 kompleksi ayni zamanda DNA-
bagimli protein kinazin katalitik alt birimi (DNA-PKcs) ile birlesmektedir. Bu multiprotein
kompleksi DNA uglarin1 stabilize edererek ayni diizleme getirmektedir. DNA-PKcs’lar
arasindaki etkilesim, DNA-PKcs enziminin otofosforilasyonuna neden olarak protein kinaz
etkisini aktif hale getirmektedir. DNA-PKcs, Artemis endoniikleazini olan aktive etmektedir.

NHEJ tamir yolaginda DNA polimeraz u ve A, ayn1 zamanda NHEJ-spesifik niikleaz Artemis
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tarafindan nUKleotidler eklenmektedir. XRCC4/ligaz 4 kompleksi tarafindan ligasyon
yapilarak NHEJ onariminin son adim1 gergeklestirilmektedir (Sekil 2-10) (5,50).

2.4.2.3. Yanhs Eslesme Onarimi (Mismatch Repair) (MMR)

MMR, DNA replikasyonu sirasinda baz-baz yanlis eslesmeleri ve rekombinasyonu
esnasinda ortaya ¢ikan insersiyon-delesyon looplarmin (IDLs) uzaklastiriimasindan
sorumludur. MMR yolaginda MutS ve MutL homolog proteinleri énemli gérev almaktadir.
Her iki protein de yanlis eslesmeleri tanima ve tamir baslatmada kritik bir rol oynamaktadir.
MSH2/MSH6 heterodimeri MutSa’y1, MSH2/MSH3 heterodimeri MutSf’yi olusturmaktadir.
MutSa tek baz-baz yanlis eslesmelerini ve 1-2 nikleotid baz IDLs hatalarini tanirken, MutSp
iki ve daha fazla IDLs hatalarini taniyabilmektedir. MutL homologlart (MLH1-PMS2) MMR
icin gerekli olan diger proteinleri ve yanlis eslesme tanima kompleksi arasindaki etkilesimi
koordine etmektedir. PCNA, EXO1, DNA polimerazlar, RPA ve helikazlar tamire katilan
diger proteinlerdir. Insanda MutL 3 heterodimeri formunda: MutLa (MLH1-PMS2), MutLp
(MLH1-MLH3) ve MutLy (MLH1-PMS1) bulunmaktadir. MutLa ve MutLy endoniikleaz
etkisine sahiptir. Son c¢alismalar, MMRyolaginda MutLo’nin PCNA/RFC-bagiml
endonukleaz aktivitesine sahip oldugunu ve bu aktivitenin EXO1 ile birlikte 3° ucun
tamirinde rol oynadigi belirtilmektedir. PCNA, MSH2 ve MLHI ile etkileserek onarimin
baslamasinda ve ayrica DNA’nin sentezinde rol aldigi ileri surtilmektedir. DNA Polimeraz &
ile bosluk olan bélgeye uygun baz eklenerek ve Ligl ile ligasyon islemi gergeklestirilerek
MMR tamamlanmaktadir (Sekil 2-11) (3-5,51).



28

T T,

simonTITTTIIITIT,

Sekil 2-11. insanda Yanlis Eslesme Tamiri (MMR)



29

2.5. DNA ONARIMI VE POLIiIMORFiZM

Polimorfizm, kisiler ve popiilasyonlar arast DNA dizisindeki farkliliklar olarak
tanimlanmaktadir. Eger DNA dizisindeki bu farklilik popiilasyon genelinde %1’den fazla
goraliyorsa ancak o zaman polimorfizm olarak isimlendirilmektedir. Mutasyonlar ile
polimorfizmler arasindaki farklardan birisi gériilme sikligidir. Polimorfizmler, mutasyonlar
gore yaygin olarak goriilmektedir. Polimorfizmler bireylerin hastalik prognozlarinin, ilaglara
verdikleri tepkilerin, ilaglarin bireyde gosterdigi yan etkilerin farkli olmasina sebep oldugu
gibi genetik belirteg olarak da kullanilmaktadir. DNA polimorfizmleri genlerin protein
kodlayan ya da kodlamayan bolgelerinde meydana gelebilirler ve Mendel kurallarina uygun

olarak nesillere aktarilirlar (52,53).
DNA polimorfizm gesitleri:

e Tek nikleotid polimorfizmleri (single nucleotide polymorphism, SNP)

e Smirlayici enzim parga uzunlugu polimorfizmi (restriction fragment length
polymorphism, RFLP)

e Degisken sayida tandem tekrarlar (minisatellitler; variable numbers of tandem repeats,

VNTR)

¢ Kisa tandem tekrarlar (mikrosatellitler; short tandem repeats, STR).

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP) en sik goriilen polimorfizm olup 3-10 milyon arasi
SNP varyanti oldugu tahmin edilmektedir. SNP’ler protein fonksiyonunu etkileyen DNA’nin
kodlanan ve fenotip (zerine etkisi bulunmayan kodlanmayan DNA bdlgelerinde yer
almaktadir. RFLP, restriksiyon enzimlerinin tanidigt DNA dizilerinde olusan tek nlkleotid
degisimleri olarak diistiniilebilirler. STR’lar ve VNTR’lar yiiksek oranda polimorfiktirler.
Tekrar dizilerinin kopya sayist sebebiyle uzunluklart degismektedir. STR’lar 2-6 baz ¢iftlik,
VNTR’lar ise 7-10 baz ciftine kadar uzayabilir tekrarlardan olusmaktadirlar. STR lokusu
genomun herhangi bir bolgesinde birkac tekrardan 100 tekrara kadar uzayabilir. VNTR
lokuslar1 genomda daha az bulunmaktadirlar. STR’lar polimorfik karakterlerinden dolay1 adli
vakalarda ve gen haritalandirma g¢alismalarinda kullanilmaktadirlar. STR analizlerinde PCR,
VNTR analzlerinde ise Southern blot teknigi kullanilmaktadir (52,53).

DNA onariminda gorev alan hOGG1, ERCC1, XRCC1, XRCC2, XRCC3, XPC, XPD,
XPF, APE, BRCA2 vb. genlerin ¢esitli polimorfizmleri bulunmaktadir. Bu genlerde meydana

gelen polimorfizmler sonucu bu genlerin kodladigi proteinlerin fonksiyonlar etkilenerek



30

hasarli DNA’y1 onarma kapasitesinin degismesine sebep olabilmektedir. DNA oOnarim
kapasitesinde meydana gelen yetersizlik genetik kararsizliga ve dolayisiyla kanserolusumuna
neden olabilmektedir (54,55). Bununla birlikte, sadece DNA onarim genlerinde olusan
polimorfizmler kanser igin risk cesitliligini agiklamakta yeterli degildir. DNA onarimi,
genomik kararsizlik ve apoptozis olaylarinin birbirleriyle etkilesmesi sonucu kanserin

patofizyolojisinde cok énemli role sahipolabilecegi belirtilmektedir (54,55).

BER ve tek zincir kiriklar yolaklarinda gorev alan {i¢ protein, BER proteinleri icin iskele
gorevi goren XRCC1, 8-OHG nin uzaklastirmasini saglayan hOGG1 ve AP bolgelerin
kesiminde ve 3'-OH uglarinin olusumunda anahtar enzim olan APE1'dir (11,50,56-58).
Yapilan ¢aligmalar incelendiginde, BER yolaginda bulunan DNA tamir genlerinden XRCC1
Arg399GIn, APE1 Asp148Glu ve hOGG1 Ser326Cys en sik goriilen polimorfizmlerdir.

2.5.1. X-ray Pair Cross-Complementing Gene 1 (XRCC1) Arg 399GIn gen polimorfizmi

ve kanserle iliskisi

XRCC1; BER yolaginda yer alan DNA onarim genlerinden biri olarak belirtilmektedir.
XRCC1 geni, serbest oksijen radikallerinin, ultraviyole, alkilleyici mutajenlerin ve iyonize
radyasyonun yaptigi baz degisimi sonucu meydana gelen DNA tek zincir kirilmalarinin
onarilmasinda rol alan XRCC1 proteinini kodlamaktadir. XRCC1 genindeki
polimorfizmlerin, DNA tamir kapasitesinin degismesine sebep oldugu ve bunun sonucunda

kanser i¢in bir risk olusturdugu belirtilmektedir ( 10,11,59).

A PARP-1
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Sekil 2-12. XRCC geninin yapisi
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XRCC1 geni kromozomda 19qg13.2-13.3’de bulundugu, 17 cksondan olustugu ve
yaklasik olarak 31.9 kb uzunlugunda oldugu belirtilmektedir. XRCC1, Kkatalitik aktiviteye
sahip olmayan bir iskelet proteini olarak bilinmektedir. BER yolaginda XRCC1, DNA ligaz
[1l, DNA polimeraz-B ve PARP ile etkilesim icinde bulunmaktadir. XRCC1, merkezde
BRCTL1 ve C terminalinde BRCT2 alanlar1 igermektedir. DNA polimeraz- NH2-terminali
ile, DNA ligaz 111 BRCT2 domeni, PARP BRCT1 domeni ile etkilesim kurmaktadir (Sekil 2-
12) (10,11,20,60,61).

XRCCL1 geninde kodon 194 Arjinin/Triptofan (Arg/Trp), kodon 280 Arjinin/Histidin
(Arg/His) ve kodon 399 Arjinin/Glutamin (Arg/GlIn) de tespit edilen U¢ tip polimorfizm
bulunmaktadir (10,11,60,62). XRCC1 geni ekson 6, kodon 194°de 26304. pozisyonda
Sitozin/Timin (CT) degisiminin neden oldugu polimorfizm protein yapisinda Arg/Trp
aminoasit degisimine neden olmaktadir (10,11,62). Argl94Trp polimorfizmi, XRCC1’in
hidrofobik bolgesinde baz degisimine neden olmaktadir. XRCC1 geni ekson 9, kodon 280
Arg/His polimorfizmde; protein yapisinda Arg/His aminoasit degisimine neden olmaktadir.
XRCC1 geni eckson 10, kodon 399°da 28152. pozisyonda Guanin/Adenin (G/A)
doniligiimiiniin neden oldugu bir bagka polimorfizm ise, protein yapisinda Arg/GIn aminoasit
degisimine neden olmaktadir. Arg399GIn polimorfizminde, poli ADP-riboz polimeraz
(PARP) baglanma bolgesindeki baz degisiminden dolayi, genin kodladigi proteinde
fonksiyonel degisime neden oldugu 6ne sirilmektedir (10,11,20,61,62).

XRCC1 gen polimorfizmleri ile ilgili, insanlarda kanser ile ilgili bir ¢ok (akciger,
meme, kolerektal, bas-boyun) calisma bulunmaktadir (10,16,59,63). Yapilan bir¢cok farkli
calisgmada XRCC1 399GIn riskli bir allel oldugu gosterilmis olmasina ragmen (8,10,12,13,
22), baz1 arastirmalarda boyle bir iliskinin olmadig: ileri siiriilmektedir (14,15). DNA onarim
kapasitesinin degismesine neden olan XRCCI1 genindeki bu fonksiyonel polimorfizmlerin
bilinmesi kanser etiyolojisi, riski ve tedavisine verilen yanitta Onemli olabilecegi

belirtilmektedir (60,64,65).

2.5.2. Apurinik/Aprimidinik Endonukleaz 1 (APE1) Aspl148 Glu gen polimorfizmi ve
kanserle iliskisi

APE1 aym zamanda APE, APEX ve REF-1 olarak da bilinmektedir. APE1L,
oksidasyon ve alkilasyonun neden oldugu DNA hasar1 onariminda BER yolaginda 6nemli bir

enzim olarak bilinmektedir (17-20).
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Apurinik/Aprimidinik (AP) bolgeler, kimyasal depirinasyon/depirimidinasyon ve
oksidatif stres nedeniyle modifiye bazlarin kaybindan kaynaklanmaktadirlar. Bir cok endojen
ve ekzojen etkenler yaninda DNA'dan hasarli veya yanlis bazlarin ¢ikarilmasi sirasinda DNA
glikozilazlar tarafindan da AP bolgeleri olusabilmektedir (8,19). Alkilleyici ajanlar N-
glikozil bagimi dengesiz hale getiren baz modifikasyonlarina neden olarak, ayrica iyonize
radyasyonun DNA seker fosfat omurgasina etkisi sonucu AP bolgeler olusumuna sebep
olabilmektedir. AP bdlgeleri sitotoksiktir ve hiicrenin biitiinliigi ve hayatta kalmasi igin
bliyilk bir tehdit olusturmaktadir. AP bolgeleri tarafindan indiiklenen sitotoksisite
mekanizmasinin tam olarak bilinmemesine ragmen, sitotoksisitesinin bir sebebinin
replikasyon c¢atali ilerlemesine miidahale etme kabiliyetinden kaynaklandigr ileri
surilmektedir. Replikatif DNA polimerazlart bir AP bolgesine rastladiginda replikatif
kromozom zincir kiriklarmmin olugsmasina neden olmaktadir. Buda Yyeterince yuksek
diizeylerde oldugunda hiicresel islev bozukluguna neden olmaktadir. AP bdlgelerinin
sitotoksisitesinin, topoizomerazlarin DNA bdliinme aktivitesini arttirma ve/veya Onleme
(kesme alanina olan yakinhigina bagli olarak) ve/veya topoizomeraz-DNA kovalent
kompleksini geri dondiiriilemez sekilde tutma gorevi ile de ilgili olabilecegi ileri
strilmektedir. Apurinik/Aprimidinik endonikleazlar AP bolgelerinin  BER yolaginda
taninmasi ve islenmesinde rol oynayan kritik enzimlerdir. AP endoniikleazlar1 genis olarak iki
sinif protein smifina ayrilmaktadir. Siif I, AP Liyaz ve Sinif II AP endoniikleazlar olarak
siniflandirilmaktadir. Sinif 1T AP endoniikleazlar1 ekzoniikleaz III ve endoniikleaz IV olmak
Uzere iki ayri aileye ayrilmaktadir. Ekzonukleaz Il ve homologu APEL, sirasiyla
bakterilerde ve insanlardaki Apurinik/Aprimidinik endoniikleazlarin1 temsil etmektedir
(17,19,66).

APE1l hem DNA onarim aktivitesine hem de redoks diizenleyici etkinlige sahip
proteindir. N-terminal bolgesi, APE1'in redoks aktivitesi icin 6nemli olarak belirtilmektedir.
C-terminal bolgesinin ise DNA onarim aktivitesi i¢in gerekli olarak belirtilmektedir (sekil 2-
13) (17,19,66). APE1 geni oksitlenmis DNA'dan 3'-bloke edici pargalari hidroliz ederek,
DNA onarimu ve tek veya cift zincirl kirilmalarinda ligasyon igin gerekli olan normal 3'-OH
niikleotid uglar1 olusmasini saglamaktadir (66-70). Ayrica APE1 bircok transkripsiyon faktor
icin transkripsiyonel bir koaktivatdr olarak gorev aldigi bildirilmektedir (AP-1, P53, Pax-5 ve
TTF-1) (66,71).
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Diyet maddeler1 = kanser

DNA tamir aktivitesi l Redoks aktivitesi
AP-1 CREB

5'- endoniikleaz p53 ATP

B - .

3'-fosfodiesteraz APEL/ \lH Egl-l_

Ref-1 HIF-la  NF-Y

HLF PAX

DNA tamir Transknpsivon diizenlemesi

!

Gen ekspresyonu

Hilere slimiine kars (_]

hiicre sagkalmm

Sekil 2-13. APE1/Ref-1 in DNA tamir ve redoks aktiviteleri

Insan APE1 geni (2.6 kb boyutunda) kromozom 14 g11.2-12' de bulundugu, dort
intron ve bes ekzondan olustugu belirtilmektedir (72,73). APEL igin toplam 18 polimorfizm
tamimlanmistir. APEL geninde ekzon 5’teki aspartik asit glutamik asit degisikligine sebep olan
T-G degiskligi (Asp148Glu) ve ekzon 3’teki glutamik asit histidin degisikligine sebep olan C-
G degisikligi (GInS1His) gibi tek nlkleotid polimorfizmleri belirlenmis olup bunlarin enzim
fonksiyonu {iizerinde etkili olabilecegi belirtilmistir. Ancak en yaygin olarak incelenen
polimorfizm bir T ila G degisimi sonucu olusan, Asp148Glu (rs1130409) polimorfizmidir
(74).

APE1 Asp148Glu gen polimorfizminde, APE1'in diger BER proteinleri ile etkilesime
girme yeteneginde degisiklikler olabileceginden ve bunun sonucunda DNA tamir kapasitesini
diistirebileceginden dolayr 148 Glu allelinin bir risk faktorii olabilecegi 0ne slrlilmektedir.
Boylece, Glu alelinin varligit DNA hasarina kars1 savunmasizligin artmasina yol acabildigi ve
bunun basta kanser olmak ftizere ¢esitli hastaliklarin gelisimine Ssebep olabilecegi ileri
strilmektedir (19,20,75). Yapilan aragtirmalarda, APE1 148Asp/Glu gen polimorfizminin,
meme (8), bas-boyun (21), endometrium (22) ve kolorektal (56) gibi gesitli kanser tlrlerinin
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gelisiminde Onemli bir rol oynadigi belirtilmektedir. Bazi1 c¢alismalarda ise APE1 gen
polimorfizmi ile kanser olusum riski arasinda higbir iliski bulunmadigi belirtilmektedir
(23,67).

2.5.3. Human 8-oksoguanin DNA glikozilaz (hOGG1) Ser326Cys gen polimorfizmi ve

kanserle iliskisi

DNA’da yer alan dort baz arasinda en kolay okside olan baz guanindir. 8-
hidroksiguanin (8-OHG) DNA’da reaktif oksijen tirleri tarafindan diretilen en Onemli
lezyonlardan biridir ve lizerinde en ¢ok galisilan DNA hasar tipi olarak bilinmektedir (74).
DNA’nin dort farkli bazinda serbest radikallerin reaksiyonu sonucunda 20 veya daha fazla ara
iiriin olugmaktadir. OHe radikallerinin reaksiyonlari sonucu piirin ve pirimidin bazlarinda
degisimler meydana gelmektedir. Guanin bazmnin 4, 5 veya 8. pozisyonlarinda yer alan C

atomlarina OHe radikali katilarak ¢esitli tirlinler olusmaktadir (sekil 2-14) (76,77).

C4-0H iiriin radikali

N N ,J? OH

JN _J..___N“>—H + OH. | N jﬂl-N“’—H
H,N N H /J-:;‘ N/
H,N N Y

Guanin
C5-0H iiriin radikali

C8-0H iiriin radilkali

Sekil 2-14. Guanin urdnleri

DNA’da yaklasik olarak 15 adet guanin iirlinii tanimlanmistir. Bunlarin i¢inde en fazla olusan

8-OHG ve FapyG’dir (Sekil 2-15). Hiicresel oksidatif stresin biyogdstergesi olarak kabul
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edilen 8-OHG, DNA zincirinin uzamasini engellememekte ancak DNA replikasyonu sirasinda

adenin ile yanlis eslesme yaparak GC—TA transversiyonunu induklemektedir (76-78).

Phealca agibr 9
— . H‘VJ\T - regi Siyon
L -8 -H
4]
M‘-‘L 'A . W e aw
HM N v.DNA P NH-CH
i hl\ [
NN O 0 . N
.., - HN N “xioxa
(] M N H T | .
i . 0 | N OH 2 6 Gamino-4-hidroks-
win C-OH ity rack sk redCksyyon HN N - e
Guanmn C8-OH tirin radi:al - i haka achr Sformamsd joptrmadn
-2, +H T-todr o-8-tadroksiguanmn (FapyG)
?
H N
L -
wn N
cicsadasyon . . L .
. §-hndroksaguanm(8-0HG)
2 H

Sekil 2-15. 8-hidroksiguanin (8-OHG) ve FapyG

8-hidroksiguaninden ana koruyucu mekanizmalar (¢ seviyede faaliyet gostermektedir:
Onleme - 8-0kso-dGTP'nin hidroliziyle DNA'ya 8-0kso-dGMP'nin katilmasini énlemek
Bu reaksiyon MTH1 enzimi tarafindan katalize edilir.

Onarim - DNA'dan 8-hidroksiguanini ¢ikarmak ve orijinal DNA dizisini geri getirmek

Bu oncelikle hOGGI1 tarafindan baslatilan BER yolaginda 8-OHG:A baz ¢ifti tekrar G:C

baz ciftini olusturmak i¢in onarilmaktadir.

Duzeltme - premutagenik 8-OHG:A yanlis eslesmesinin bir 8-OHG:C baz cifti haline

doniistiiriilmesini saglamak igin 8-OHG ile yanlis eslesmis olan bir adenini ¢gikartmak

Bu reaksiyon MUTYH tarafindan baslatilan BER ile gerceklestirilir (Sekil 2-16) (79).
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Oksidatif stres
G
-I:IGEP f BOHG
80H-dGTP » —soHg— CGGT
MTH ke
80H-dGMP L
— BOHG —
— Niikleotid havuzu — A MUTYH
A
T
A

G:C-T:A mutasyon
Sekil 2-16. 8-hidroksiguaninden ana koruyucu mekanizmalar

Kromozom 3p25°te bulunan hOGG1 genomik DNA’s1 ~16.7 kb uzunlugunda ve 8
ekzondan olusmaktadir. DNA baz ¢ikarma onarim enziminden biri olan hOGG1, 8-OHG
lezyonlarinin onariminda ve karsinojenezi onlemede onemli bir fonksiyona sahip oldugu
belirtilmektedir. DNA glikozilazlar BER yolagindaki anahtar enzimlerden biridir. Bu onarim
yolunda, en oOnemli fonksiyona sahip olan DNA glikozilazdan biri olan; 8-OHG’i
uzaklastiran hOGG1 oldugu belirtilmektedir (80-83). BER yolag: enzimleri iki ana alt gruba
ayrilmaktadir. Bunlardan biri sadece glikozidik bagin  hidrolizini  katalizleyen
monofonksiyonel glikozilazlar, digeri ise ek olarak abazik alan olusumu icin liyaz
aktivitesinin de bulundugu bifonksiyonel glikozilazlar olarak bilinmektedir (4,5,80,84). En
yaygin oksidatif DNA hasart olan 8-OHG onariminin primer yolagi BER deki kisa yolak
olarak belirtilmektedir. Ancak kisa yolak komponentleri olmadiginda veya doygunluga
ulastiginda kisa yolak yerine uzun yolak yer almaktadir (4,5,80,85). hOGG1 okside guanin
(8-OHG) ile deoksiriboz yapist arasindaki N-glikozid baglarmi keserek 8-OHG’in
uzaklastirilmasini  saglamaktadir (Sekil 2-17). Ayrica [ eliminasyon reaksiyonu ile
fosfodiester bagin1 keserek abazik bolge olusmasini katalizleyen DNA glikozilaz / AP liyaz
aktivitesine sahip bifonksiyonel bir enzim olarak bilinmektedir. Ancak hOGG1’in AP liyaz
aktivitesi glikozilaz aktivitesinden daha zayif oldugu belirtilmektedir (4,5,80,86,87).
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'
oxo

Abazik DNA
sarmah

COACTAGG

= | AP endonukieaz ve fosfodiesteraz
T A

ile geker-fosfatin gikariimasi

T C

Tek nuklectid
boglukiu DNA
sarmah

COACTAGG

l DNA polimeraz ile yeni nukieotidin
eklenmesi ve DNA ligaz ilebaglanma

T 0 AT CC

Sekil 2-17. hOGG1 onarim mekanizmasi

Yapilan ¢aligmalarda hOGG1 geninde bircok SNP belirlenmesine, ekzon 7°de 1245.
pozisyonda yer alan C/G polimorfizmi, kodon 326°da serinden sistein amino asit degisimine
sebep olmaktadir (24,88-90).
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In vitro E. coli de yapilan bir calismada, Ser326 allelinin kodladign hOGGl1
proteininin DNA onarim aktivitesinin Cys326 varyantindan ¢ok daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir (89). Bu polimorfizm sonucunda Cys 326 varyantinin oOnarim kapasitesinin 7
kat daha az oldugu belirtilmekte ve bunun sonucunda DNA’da 8-OHG olusumu igin
duyarliligr artirabilecegini ileri surilmektedir (91). Buna karsin insanda Ser326 ve Cys326
proteinlerinin aktivitelerini saptamak amaciyla yapilan bir in vitro ¢alismada (92) ve insan
lenfositlerinde yapilan bir in vivo ¢alismada hOGG1 DNA onarim aktivitesinin polimorfizme
bagli olmadigi belirtilmektedir (93). Diger yandan, hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢alismada ise
hOGG1 Cys326 proteininin aktivitesinin Ser326 proteininden daha diisiik oldugu
bildirilmektedir (94). Yine bir baska ¢alismada, Ser326Cys polimorfizminin hOGG1 enzim
aktivitesiyle iliskili oldugu belirtilmektedir (95,96). Aktivite c¢alismalarinda ¢eligkili
sonuclarin bulunmasi sebebiyle aminoasit substitiisyonunun enzimin katalitik —6zelligini
etkileyip etkilemedigi heniiz ¢cok agik olarak agiklanamamaktadir (97). Japonya’da bas boyun
kanserli hastalarda Ser326Cys polimorfizminin kanser gelisme riskini artirip artirmadigini
arastirmak amaciyla yapilan c¢aligmada kanser tipi, alkol ve diger risk faktorleriyle
polimorfizm arasinda herhangi bir iliski bulunmazken yilda 40 paketten fazla sigara igen bas
boyun kanserlilerde Cys/Cys genotipine sahip bireylerde kanser riskinde artis bildirilmektedir
(98). Choi ve ark., Asyali (Kore ve Japon populasyonunda) kadinlarda, hOGG1 gen
polimorfizmi ile meme kanseri riski arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla yaptiklari
calismada, meme kanseri ile Ser326Cys genotipi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligkinin bulunmadigr  belirtmektedirler (99). Farkli kanserlerde yapilan ¢aligmalarda
kanserlerin olusum riski ile Ser326Cys polimorfizmi arasinda bir iligki bulunamadig ileri
strdlmektedir (30,31,97,100). Bunun yaninda bazi ¢alismalarda gastrik, mesane, safra kesesi,
bobrek hicreli karsinom ile Ser326Cys polimorfizmi arasinda anlamli iligkinin oldugu
belirtilmektedir (101-104). Bir diger ¢alismada ise, Turk populasyonunda mesane kanserli
hastalarda Cys326 allel sikliginin daha fazla oldugu ve yaklasik 2,5 kat mesane kanserine
yakalanma riskinin arttig1 bildirilmektedir (105).

2.6. DNA TAMIiRIi ve KANSER

Kanser, hicrelerin gorevlerini, bliylime ve bélinmelerini kontrol eden genlerdeki
degisiklikler sonucu ortaya cikan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Kansere neden olan

genetik degisiklikler anne ve babadan alinan genlerle olusabilecegi gibi cevresel etkenler
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sonucu gen degisiklikleri sonucu da olabilmektedir. Giliniimizde kansere sebep olan en
onemli cevresel etkenler birisi de sigaradir. Aflatoksin igeren besinler, 6zellikle sarkuteri
tiriinlerinde koruyucu olarak kullanilan nitritler ve turevleri, asir1 pisirilmis et ile agiga ¢ikan

kimyasallar DNA hasarina yol acan diger 6nemli dis etkenler arasinda bulunmaktadir (106).

Son zamanlarda kanser ¢alismalarinda, her tiimoriin bireysel 6zelliklere sahip oldugu
belirtilmektedir. DNA onarim yollarindaki bireyler arasi farkliliklar, kanserin dogal ge¢misi
ve ilerlemesini ve dolayisiyla prognozu da etkileyebilmektedir. BER yolagmin, endojen ve
eksojen kaynakli baz hasarlarint onarmakta 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. DNA tamir
genlerindeki polimorfizmler bu genlerin mRNA ekspresyonu ve BER yolagindaki protein
ekspresyonundaki degisiklikler, DNA onarim kapasitesini degistirebilmektedir. Bu da hem
kanserin ilerlemesini hem de kemoterapi ve radyoterapiye klinik yanitlar1 etkileyebilmektedir
(107).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUPLARI

Calismamizda, BHK olusumu ile XRCC1 Arg399GIn, APE1 Asp148Glu ve hOGG1
Ser326Cys DNA tamir gen polimorfizmleri arasindaki iliski incelendi. Ayrica WHO/ISUP
grade, Klinik T evresi ve metastaz gibi BHK gelisiminde rol oynayan prognostik faktorler ile
bu genlerin polimorfizmleri arasindaki iliski arastirildi. Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalma basvurarak parsiyel/radikal nefrektomi ameliyat: olan ve
biyopsi sonuglarina gore BHK tanis1 konulan 97 Kisi ¢alisma grubumuza dahil edildi. Ayrica,
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalina gesitli iirolojik
nedenlerle bagvuran saglikli 211 kisi kontrol grubuna dahil edildi. Kan 6rnekleri hasta ve

kontrol grubundaki bireyler yazili ve sozlii olarak bilgilendirildikten sonra alindu.

3.2. CALISMA MATERYALI

Hasta ve kontrol grubundaki kisilerden vendz kan 6rnekleri alindi. DNA izolasyonu
icin 4 ml’lik steril EDTA'h tiiplere alinan kan Ornekleri 24 saat i¢inde High Pure PCR
Template Preparation Kit ile c¢alisildi ve elde edilen DNA &rnekleri -20 °C'de saklandi.
Hastalarin WHO/ISUP grade, klinik T evreleri ve metastazinin olup olmadigr belirlendi. T
evresi T1 ve T2 olanlar diisiik evre, T3 ve T4 olanlar ise ileri evre olarak kaydedildi. Hasta ve
kontrol grubuna secilen kisilerin yas, cinsiyet, VKI, aile dykiisiinde kanser varligi, sigara
kullanimi, TNM bilgileri belirlendi. Hi¢ igmemis veya klinige miiracaat etmesinden 1 yil veya
daha fazla zaman Once sigara kullanmay1 birakmis olan kisiler sigara igmeyenler grubuna
dahil edildi. Yilda 20 paket ve daha fazla sigara icenler kisiler (20 paket> yil) ise sigara

icenler grubu olarak kabul edidi.

3.3. KULLANILAN ALETLER

1. pH metre (HANNA Instruments, Portugal).

2. Vorteks (MS 2 Minishaker, IKA).

3. Santrifij (Megafuge 1.0 R, Heraeus; Mikro 24-48 R, Hettich).
4. Manyetik karistiric1 IKAMAG RH, IKA basic labortechnic).

5. Elektroforez i¢in gii¢c kaynagi (Biometra).
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6. Elektroforez sistemi (Agagel Midi-VVide, Biometra).

7. PZR aleti (Techne TC412 Termal Cycler, Barloworlal Scientific, UK).
8. Hassas terazi (HR-120, AND)

9. Mikrodalga firin

10. Pipet takimi (Biohit, Proline)

11. Otoklav (Hirayama, HV — 50L)

12. UV transilluminator ve gorunttleme sistemi (VilberLourmant, France).

3.4. KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELER
Kimyasal maddeler

1. Agaroz

2. dNTP seti

3. Etilendiamin tetraasetik asit dihidrat (EDTA-dihidrat)

4. Etidyum bromr

5. Glasial asetik asit

6. Sodyum hidroksit

7. Tris (hidroksimetil) aminometan (Trisbaz )
Kullanilan enzimler

1. Proteinaz K

2. FspBl ve ya Mael

3. Pwull

4.Fnu 4 HIl Sat |

5. Taq polimeraz
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Kullanilan primerler

XRCC1 Arg399Glin gen bolgesi icin kullanilan primer dizisi
(‘forward’ primer ): 5’-GCC AGG GCC CCT CCT TCA A-3°
(‘reverse’ primer ): 5’-TAC CCT CAG ACCCACGAGT -3
APE Asp148Glu gen bolgesi icin kullanilan primer dizisi:

(‘forward’ primer ): 5’-CTG TTT CAT TTC TAT AGG CTA-3’
(‘reverse’ primer ): 5’-AGG AAC TTG CGA AAG GCT TC-3’

hOGG1 Ser326Cys gen bolgesi icin kullanilan primer dizisi

(‘forward’ primer ): 5’-ACT GTC ACT AGT CTC ACC AG-3’
(‘reverse’ primer ): 5°-GGA AGG TGC TTG GGG AAT-3’

3.5. KULLANILAN YONTEMLER

3.5.1. APE, XRCC1lve hOGG1 Gen Polimorfizmlerinin Tayini
APE, XRCC1 ve hOGG1 gen polimorfizmlerinin tayini igin asagidaki islemler uygulandi.

a-DNA periferik kandan izole edildi.
b-Izole edilen DNA, PZR ile gogaltildu.
c-Olusan PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiirtitiildii.

d-Jelde yiiriitiilen PZR iiriinleri UV altinda incelendi ve polimorfizmin tipi belirlendi.

3.5.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu:
Periferik kandan DNA izolasyonu High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche,
Mannheim, Germany) kullanilarak yapildi.

High Pure PCR Template Preparation Kit igerigi; Doku parcalama Tamponu (Tissue
Lysis Buffer), Baglama Tamponu (Binding Buffer), Proteinaz K (Proteinase K), Inhibitor
uzaklastirma Tamponu (Inhibitor Removal Buffer), Yikama Tamponu (Wash Buffer),
Ellisyon Tamponu (Elution Buffer), Filter tipu (High Pure Filter Tubes), Koleksiyon tipi
(Collection Tubes) .
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Baslamadan 6nce, DNA izolasyon kiti igerisindeki Inhibitdr uzaklastirma Tamponu ve
Yikama Tamponu etiketlerinin Ostlindeki yonergelere uygun olarak %96-100 etanol (absolut

etil alkol) eklenir. Diger kimyasallar kullanima hazir sekilde bulunmaktadir.

Islem: EDTA'l1 tiiplere alian periferik kan &rneklerinden 1,5 ml steril ependorf igine
200 pl tam kan ve tizerine 200 ul Baglama Tamponu ve 40 ul Proteinaz K eklenerek vortex’le
karistirildiktan sonra 70°C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra her bir 6rnege 100 ul
Izopropanol eklendi, karistirildiktan sonra Kolleksiyon tiplerinin igerisine Filtre tiipler
konulup karisim bu Filtre tuplere aktarildi ve 8000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Filtre tupler
yeni Koleksiyon tiiplerinin icerisine konuldu ve Uzerine 500 pl Inhibitdr uzaklastirma
Tamponueklendi, karistirildiktan sonra ve 8000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Sonrasinda Filtere
tipler yeni Koleksiyon tuplerine konuldu ve 6rnek tizerine 500 pl Yikama Tamponu eklendi.
Ornekler 8000 x g’de 1 dk santrifij ve sonrasinda 15.000 x g’de 10 san santrifiij edildi. Filtre
tiplersteril ependorf icine konuldu ve 6rnek tizerine 150 ul Ellisyon Tamponu eklenerek
karigtirildi. 8000 X g’del dk santrifiij sonrasi filtre tipler atildi. Elde edilen DNA 6rnekleri -
20°C'de saklandi.

3.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) (108):

Prensip: DNA zincirinin 6nceden belirlenen bir bdlgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Kary Mullis tarafindan 1984 yilinda bulunan molekiiler
genetik alanindaki en Onemli yontemlerden biridir. PZR izole edilen veya patolojik
materyallerde bulunan hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik kisa zincirli
oligonukleotid primerler yardimiyla enzimatik olarak sayisal ¢ogaltilmasi (amplifikasyon)

olarak tanimlanabilir.

PZR yontemi ile DNA’nin g¢ogaltilabilmesi i¢in reaksiyon ortaminda c¢esitli maddeler yer

almalidir. Bu maddeler sunlardir;
a. Kalip DNA,

b. Primerler ( ¢ogaltilmasi istenen bdlgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgiil olarak taniyip

baglayacak olan DNA primerleri )

c. DNA Polimeraz (Primerlere baglanip bunlara 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek DNA

sentezi yapar, Thermus aquaticus’tan elde edilen 1s1iya dayanikli bir enzimdir),
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d. Deoksintikleotid trifosfatlar (ANTP),
e. Polimerazin ¢aligmast i¢in gerekli tampon gorevi yapan KCl, tris gibi maddeler,
f. Enzimin ¢alismasi igin gerekli bir kofaktor olan Mg*? iyonlari.
PZR’1n prensibi tekrarlanan U¢ basamak bir siklusu olusturmaktadir (Sekil 3-1).
1. Denaturrasyon (parcalanma)
2. Hibridizasyon (pirimerlerin yerlesmesi)

3. Polimerizasyon (sentez)

1 siklus 3 basamak
(25-35 siklus)
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Sekil 3-1. PZR ii¢ basamag (genotyping.files.wordpress.com/2007/03/pcr.gif)



45

Denaturasyon

PCR isleminin ilk asamasinda amplifiye edilecek DNA baslangigta 95-100°C’ye kadar
isitilir. Denatiirasyon igin genellikle 90-95 °C 30 sn 1s1 uygulanir. PZR basamaklar1 igin
kullanilan bu dereceler ve siireler ¢esitli faktorlere bagl olarak degisebilir. Hedef DNA nin
guanin ve sitozin bakimindan zengin oldugu durumlarda denatiirasyon icin 95°C’den daha

yiiksek bir 1s1 uygulanabilir.
Hibridizasyon

DNA’nmn 1siyla denatiire edilmesi yani ¢ift sarmalli DNA sarmalinin birbirinden
ayrilmast ve sicakligin  50°C’ye diisiiriilmesi ile primerler DNA matrisi iizerinde
yogunlagirlar. Primerlerden biri kendine ait 5’-terminusu ile hedef DNA’lardan birinin 3’-ucu
ile ve diger primerler de, ikinci tek iplikcik DNA’nin, anti paralel olarak diger ucunda
bulunan 3’-ucuna baglanarak, DNA polimeraz’in ¢aligmasi yoniine uygun olarak (5°—3”)
baglanirlar. Hibridasyon 1s1s1 genellikle primerlerin erime 1sistin 5 °C altinda olup 55-65

C’lerde en iyi sonug vermektedir.
Polimerizasyon (sentez)

Sentez basamaginda ise primerlerin DNA polimeraz enzimi vasitasiyla hedef DNA
sarmalin1 tamamlamalar1 islemi gergeklesir. Yeni sekillenmis olan sarmal orijinal hedef
DNA’dan denatiirasyon yolu ile ayrilir ve primer hibridizasyonunu, DNA sentezi ve
denattrrasyon siklusu tekrar edilir. Biitin DNA molekiilleri reaksiyonun sonunda ¢ift sarmalli
olarak bulunur. TagDNA polimeraz enzimi, 5’—3’ yoniinden olmak {izere, ortamdaki
niikleotidleri kullanirlar, primerlerin 3’ terminusuna niikleotidleri yerlestirir ve bdylece hedef

DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir.
Normalde PZR 25-35 siklus arasinda yapilmaktadir
Restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi ( RLFP)

Restriksiyon enzimleri spesifik bir DNA ¢ift sarmal sekansini tanir ve DNA’y1 belirli
bir bolgeden keser. Genomik DNA’da olusan sekans degisiklikleri restriksiyon enzimlerinin
kesim yerlerini degistirir ve kesim sonucu olusan pargalarin boyutlar1 degisir. Enzim kesim
yontemi ile kesim sonucu olusan parcalar agaroz jel tizerinde elektroforez edilir ve molekiiler

boyutlarina gore bandlara ayrilir (109).
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PZR’ NIN KULLANIM ALANLARI (110)
1. Hastalik etkeninin teshisi

a. Bakteriyel patojenlerin saptanmasi: PZR 6zellikle gogaltilmasi zor ve uzun zaman alan

patojenlerin ¢cabuk teshisi i¢in kullanilir.

b. Viral patojenlerin saptanmasi: Viral hastaliklar, viral RNA’nin varhigi aktif enfeksiyonun
bir gostergesidir ve bu enfeksiyon enfekte hiicrelerden elde edilmis RNA’nin revers

transkripsiyon sayesinde elde edilen cDNA kaliplarinin PZR’da kullanilmasiyla teshis edilir.

c. Paraziter hastaliklarin etkenlerinin saptanmasi: PZR, konak¢1 viicudunda ¢ok az parazit
veya bir tek parazit bulunmasi halinde bile parazit protein yapilarindan bir tanesinin genetik

parcasinin sagaltilarak taninabilir hale gelmesi ile laboratuarlarda kullanilmaya baslanmistir.

d. Patoloji ve klinik aragtirmalari: Dondurulmus cerrahi kesitler veya biopsi Ornekleri
materyal olarak kullanilabilir. PZR’nin etkin bir sekilde kullanilabilmesi; patoloji ve diger

klinik sahalarda yapilan arastirmalarin kombine bir sekilde ¢aligmast ile olur.
2. Genetik hastaliklarin teshisi

a)Kalitsal ve sonradan kazanilan hastaliklarin tespiti i¢in

b)Hicrelerin izolasyonu ve identifikasyonu igin

c)Gen terapisinde

d)Doku tiplemesi

e)Prenatal tani

f)Babalik/akrabalik tayini

3.5.4. XRCC1 Arg399GIn gen bolgesinin ¢cogaltilmasi (63)

XRCC1 Arg399GIn gen bolgesi igin 5’-GCCAGGGCCCCTCCTTCAA-3’ ve 5’-
TACCCTCAGACCCACGAGT-3’ primer dizileri kullanildi. DNA 6rneklerinden XRCCl1
gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in 25 ul hacminde PZR karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Karigim
cOzeltisi 17.5 pl bidistile su, 1.25 U/L Taq polimeraz enzimi, bu enzimin ¢aligmasi i¢in

gerekli 2.5 pl 10XTaqg tampon, XRCC1 gen bolgesine 6zgu 10 pmol primer cifti, 1.5 pl
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MgClz, 0.2 mM deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTP) karisimi igerir. Bu PZR karisimlar
icine 1 pul DNA oOrneklerinden eklenerek Progene Techne Thermal Cycler'da PZR islemi
yapildi. PZR programi; 95°C'de 5 dk, 95°C'de 30 sn denatiirasyon, 61°C'de 35 sn baglanma,
72°C'de 45 sn uzama olmak (zere 35 dongu, 72°C'de 10 dk final uzama olarak

gergeklestirildi.
%3 Agaroz jel hazirlanmasi:

3g Agaroz tartilarak 100mL 1XTBE tamponuna eklendi ve manyetik karistiricida
karistirilarak homojenize edildi. Jel {izerine 2-3 pl etidyum bromiir eklenerek karistirildi.
Hazirlanan jel tank icine dokiilerek 30 dk kadar donmasi beklendi. Donma isleminden sonra
daha once hazirlanan 10 pl PZR riint ve 1-2 pl Bromfenol mavisi karisimi jele uygulandi.
100 mV elektrik akiminda 30 dk. yiriitildi. Bantlar UV 1sik altinda incelenerek PZR
drdinlerinin olusup olusmadigi kontrol edildi. Markir olarak GeneRuler 100 bp DNA Ladder
kullanildi.

PZR iiriinlerinin Kesim Islemi

PZR sonucu elde edilen iiriinler kesim islemi i¢in 1,5 pl bidistile su, 1,4 pl 1Xtampon
ve 0.3 pl Pvull enzimi igeren bir karigim ¢6zeltisi hazirlandi. Bu karisim ¢ozeltisine 15 ul
PZR drlnlerinden eklendi ve 37°C etiivde 1 gece bekletilerek kesim islemi gergeklestirildi.
Kesim iglemi tamamlandiktan sonra 10 pl kesim Grind ve 1-2 ul bromfenol mavisi karigimi
%3 agaroz jele uygulandi ve 100 mV elektrik akimi altinda 30 dk. yarutaldi. Genotipler UV
151k altinda uygun markir ile karsilagtirilarak genotipler saptandi. Buna gore, AA (Arg/Arg)
genotipi icerenlerde 485 baz ciftlik bant gozlendi. AG (Arg/GIn) genotipi icerenlerde 485,
399 ve 194 baz ciftlik bantlar, GG (GIn/GIn) genotipi icerenlerde ise 399 ve 194 baz ciftlik
bantlar goriildi (Sekil 3-2).
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MarkirAA AAAGAA AG AA AA AA AA AA AG AA AA AA AG

Sekil 3-2. XRCC1 Arg399GiIn gen polimorfizmi

3.5.5. APE Asp148Glu genbdlgesinin cogaltilmasi (20)

APE Asp148Glu gen bolgesi icin 5’-CTG TTT CAT TTC TAT AGG CTA-3’ ve 5°-
AGG AAC TTG CGA AAG GCT TC-3’ primer dizileri kullanildi. DNA 6rneklerinden APE
Asp148Glu gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in 25 pl hacminde PZR karisim ¢ozeltisi hazirlandi.
Karisim ¢ozeltisi 17.5 pl steril distile su, 1.25 U/L Taq polimeraz enzimi, bu enzimin
calismasi igin gerekli 2.5 pl 10XTaq tampon, APE gen bdélgesine 6zgl 10 pmol primer ¢ifti,
1.5 MgCl, 0.2 mM deoksiniikleotid trifosfat (AINTP) karisimi igerir. Bu karisimlarin igine 1
ul DNA orneklerinden eklenerek Progene Techne Thermal Cycler'da PZR islemiyapildi. PZR
programi; 95°C'de 2 dk, 95°C'de 30sn denatiirasyon, 52°C'de 45 sn baglanma, 72°C'de 45 sn

uzama olmak tizere 35 dongii, 72°C'de 5dk final uzama olarak gergeklestirildi.
%3 Agaroz jel hazirlanmasi:

100 mL 1X TBE tamponuna 3g Agaroz tartilarak eklendi ve manyetik karistiricida
karistirilarak homojenize edildi. Jel {izerine 2-3 pl etidyum bromiir eklenerek karistirildi.

Hazirlanan jel tank igine dokiilerek 30 dk kadar donmasi beklendi. Donma isleminden sonra
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daha once hazirlanan 10 pl PZR (riint ve 1-2 pl Bromfenol mavisi karisimi jele uygulandi.
100 mV elektrik akiminda 30dk. yiritildi. Bantlar UV 1sik altinda incelenerek PZR
tiriinlerinin olusup olusmadigi kontrol edildi. Markir olarak GeneRuler 100 bp DNA Ladder
kullanildu.

PZR urinlerinin Kesim Islemi

PZR sonucunda elde edilen iiriinler kesim islemi igin 2,5 pl bidistile su, 2 pl Y tampon
tango ve 0.5 pul FspBl ya da Mael enzimi igeren bir karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Bu karigim
cozeltisine 15 pl PZR drlnlerinden eklendi ve 37°C etiivde 1 gece bekletilerek kesim
gerceklestirildi. Kesim iglemi tamamlandiktan sonra 10 pl kesim drund ve 1-2 bromfenol
mavisi karigimi %3 agaroz jele uygulandi ve 100 mV elektrik akimi altinda 30dk. yurutuldi.
Genotipler UV 1s1k altinda uygun markir ile karsilagtirilarak genotipler saptandi. Buna gore,
AA (Asp/Asp) genotipi icerenlerde 164 baz ciftlik bant gozlendi. AG (Asp/Glu) genotipi
icerenlerde 164, 144, 20 baz ciftlik bantlar, GG (Glu/Glu) genotipi icerenlerde ise 144 ve 20
baz ¢iftlik bantlar gorildi (Sekil 3-3).

Markir AA GG AG AA AAAAAG GG AA GG AG AAAA AG AA

Sekil 3-3. APE1 Asp148GIlu gen polimorfizmi
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3.5.6. hOGG1 Ser326Cys gen bolgesinin ¢ogaltilmasi (78)

hOGGT1 gen bolgesi icin 5’-ACT GTC ACT AGT CTC ACC AG-3’ve 5’-GGA AGG
TGC TTG GGG AAT-3" primer dizileri kullanildi. DNA 6rneklerinden hOGG1 gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in 25 pl hacminde PZR karisim c¢ozeltisi hazirlandi. Karisim
cozeltisi 17.5 pl bidistile su, 1.25 U/L Taq polimeraz enzimi, bu enzimin galismasi igin
gerekli 2.5 pl 10XTaq tampon, hOGG1 gen boélgesine 6zgi 10 pmol primer ¢ifti, 1,5 ul, 0.2
MM deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTP) karigimi igerir. Bu PZR karisimlari igine 1 pl DNA
orneklerinden eklenerek Progene Techne Thermal Cycler'da PZR islemi yapildi. PZR
programi; 95°C'de 5 dk, 95°C'de 1 dk denatiirasyon, 60°C'de 1 dk baglanma, 72°C'de 1 dk
uzama olmak tzere 30 dongu, 72°C'de 7 dk final uzama olarak gergeklestirildi.

%3 Agaroz jel hazirlanmasi:

3g Agaroz tartilarak 100 mL 1X TBE tamponuna eklendi ve manyetik karistiricida
karistirilarak homojenize edildi. Jel {izerine 2-3 pl etidyum bromiir eklenerek karistirildi.
Hazirlanan jel tank igine dokiilerek 30 dk kadar donmasi beklendi. Donma igleminden sonra
daha once hazirlanan 10 pl PZR Griint ve 1-2 pl Bromfenol mavisi karisimi jele uygulandi.
100 mV elektrik akiminda 30 dk.yiiriitiildii. Bantlar UV 1sik altinda incelenerek PZR
urtnlerinin olusup olusmadigi kontrol edildi. Markir olarak GeneRuler 100 bp DNA Ladder
kullanildi.

PZR iiriinlerinin Kesim Islemi

PZR sonucu elde edilen tiriinler kesim islemi igin 1,5 pl bidistile su, 1,4 pl 1Xtampon
G ve 0.3 pl Fnu 4 HI enzimi igeren bir karisim ¢dzeltisi hazirlandi. Bu karisim ¢ozeltisine 10
pl PZR Grunlerinden eklendi ve 37 °C etiivde 1 gece bekletilerek kesim islemi gerceklestirildi.
Kesim islemi tamamlandiktan sonra 10 pl kesim triunid ve 1-2 ul bromfenol mavisi karigimi
%3 agaroz jele uygulandi ve 100 mV elektrik akimi altinda 30 dk. yarutildi. Genotipler UV
151k altinda uygun markir ile karsilastirilarak genotipler saptandi. Buna gore, SS (Ser/Ser)
genotipi icerenlerde 200 baz ciftlik bant gozlendi. SC (Ser/Cys) genotipi igerenlerde 100 ve
200 baz ciftlik bantlar, CC (Cys/Cys) genotipi icerenlerde ise 100 baz ciftlik bant goruldi
(Sekil 3-4).
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MarkirSC SC SS SS SSSCSC SS SSSC SCSS SC SC SS SC SC CC SS

Sekil 3-4. hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizmi

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Calismamizin istatistiksel analizler igcin SPSS 21 paket programi kullanildi.
Istatistiksel olarak anlamlilik sinir1 p <0.05 olaral kabul edildi. Klinik parametrelerin
karsilastirillmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Kontrol ve hasta gruplari arasindaki
genotip dagilimlar1 ve allel sikligimin istatistiksel olarak incelenmesinde ki Kkare testi
kullanildi. Gruplar aras1 anlamliligin belirlenmesi i¢in lojistik regresyon analizi yapilarak aOR
ve % 95 CI (yas, VKI ve sigara) degerleri verildi. Calismamizdaki XRCC1 Arg399GlIn,
APE1 Aspl48Glu vehOGG1 Ser326Cys gen polimorfizmleri Hardy-Weinberg denklemine

uygunluk gostermektedir. Ayrica Power analizi sonucu ise %89 olarak bulunmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve hasta gruplarinin klinik degerleri

Kontrol grubu ile BHK’lu hastalar arasinda yas, cinsiyet, VKi ve sigara kullanimi

acisindan anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 4-1).

Tablo 4-1. Kontrol ve bobrek hucreli karsinomlu hasta grubundaki klinik degerler

Kontrol Hasta p
(n=211) (n=97)
Yas (y1l) 56.2+11.37 54.9+10.84 0.066
Cinsiyet (%) (kadin/erkek) 25.1/74.9 34.0/66.0 0.132
VKI (kg/m?) 27.2+11.37 28.3+5.03 0.060
Sigara durumu (%) (kullanan/kullanmayan) 41.2/58.8 42.3/57.7 0.901
Grade (Diisiik/Yiiksek) 61/36
Disiik Grade (Grade 1-2) 61 (%62.9)
Yiksek Grade (Grade 3-4) 36 (%37.1)
Evre 63/34
Diisiik Evre (1-2) 63 (% 64.9)
ileriEvre (3-4) 34 (%35.1)

4.2. XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizmi ile ilgili sonuclar

a) Calismamizda, kontrol grubu ile BHK’lu hasta grubu kiyaslandiginda, BHK’lu
hasta grubunda Arg/Gln genotip dagiliminin Arg/Arg genotip dagilimima goére anlamli olarak
arttig1 ve 2.64 kat daha fazla risk igerdigi bulundu. Buna ilaveten, Gin alleli tasiyanlarin
Arg/Arg genotipi tasiyanlara gore BHK’na yakalanma oraninda 2.56 kat daha fazla risk
tasidigi saptandi. Ayrica, hasta grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda Gln allel sikliginin
Arg allel sikligina gore anlamli olarak arttigt bulundu (Tablo 4-2). Ayrica, Tirk
populasyonunda XRCC1 Arg399GIn Arg/Arg genotip dagilimi ve Arg allel sikligi anlaml
olarak daha yiiksek bulundu (Sekil 4-1). XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi Hardy-Weinberg
denklemine uygunluk gosterdi (p=0.93).
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Tablo 4-2. Kontrol ve bobrek hicreli karsinomlu hasta grubunda XRCC1 Arg399GIn
gen polimorfizminin genotip dagihim ve allel sikhig

Kontrol Hasta
OR?(95% CI) p
n(%) n(%)
XRCC1 Arg399GIn
Arg/Arg 184 (87.2) 70 (72.2) Referans
Arg/GIn 26 (12.3) 27 (27.8) 2.64 (1.36-5.11) 0.004
GIn/GIn 1(0.5) 0 (0.0) 0.00 (0.00-0.00) 1.000
Arg/GIn+GIn/GIn 27 (12.8) 27 (27.8) 2.56 (1.33-4.94) 0.005
Allel
Arg 394 (93.4) 167 (86.1) Referans
Glin 28 (6.6) 27 (13.9) 2.27 (1.30-3.97) 0.003

20dds ratios (OR) ve 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyet ve VKI' e gore ayarlandi

100 4

Gln/GIn
W arg/Gln

B0 -
W Argfarg

20 1

Sekil 4-1. Tiurk populasyonunda XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizminde genotip

dagilim
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b) Sigara kullanmayan kontrol ve hasta gruplari arasinda genotip dagilimlari
acisindan XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizminde istatistiksel olarak bir anlamlilik
bulunmadi. Oysa, sigara kullanan hasta grubunda sigara kullanan kontrol grubuna gore
Arg/Gln genotip dagiliminin Arg/Arg genotip dagilimina gore, ayrica GIn allel dagiliminin
Arg allel dagilimina gére anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptand1 (Sekil 4-2) (Tablo 4-
3).

Tablo 4-3. Kontrol ve bobrek hicreli karsinomlu hasta grubunda XRCC1 Arg399GIn

gen polimorfizminde genotip dagilim ve allel sikhiginin sigara kullanmim ile iliskisi

Sigara Kullananlar

Kontrol Hasta OR?(95% CI) p
n(%) n(%)
XRCC1Arg399GlIn
Arg/Arg 78 (89.7) 9 (63.4) Referans
Arg/Gln 26 (10.3) 15 (36.6) 2.64 (1.36-5.11) 0.004
GIn/GIn 0 (0.0) 0 (0.0) 0.00 (0.00-0.00)
Arg/GIn+GIn/GIn 26 (10.3) 15 (36.6) 2.56 (1.33-4.94) 0.005
Allel
Arg 182 (87.5) 33 (67.7) Referans
Gln 26 (12.5) 15 (31.2) 2.27(1.30-3.97) 0.003
Sigara Kullanmayanlar
XRCC1Arg399Gin
Arg/Arg 106 (85.5) 44 (78.9) Referans
Arg/Gln 17 (13.7) 12 (21.4) 1.96 (0.79-4.84) 0.143
GIn/GIn 1(0.8) 0(0.0) 0.00 (0.00-0.00) 1.00
Arg/GIn+GIn/Gln 18 (14.5) 12 (21.4) 1.88 (0.76-4.61) 0.166
Allel
Arg 229 (92.3) 100 (89.3) Referans
Gln 19 (7.7) 12 (0.7) 0.69 (0.32-1.47) 0.339

80dds ratios (OR) ve 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyet ve VKI' e gore ayarlandi
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Kontrol

Hasta

Gln,/Gln
B Arg/Gin

B ArgfArg

Sigara kullananlarin XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizminde genotip

c) Diisiik ve yiiksek grade’li tiimdr agisindan incelendiginde, XRCC1 Arg399GIn gen

polimorfizminde GIn/GIn genotipi ile Arg/Arg genotip dagilimi arasinda ve allel sikliklar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-4).
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Tablo 4-4. XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizmi ile tiimoriin grade’i arasindaki iliski

Diisiik grade? Yiksek grade® OR® (95% CI) p
n(%) n(%)
XRCC1Arg399GlIn
Arg/Arg 47 (77.0) 23 (63.9) Referans
Arg/Gln 14(23.0) 13 (36.1) 1.93 (0.69-5.45) 0.209
GIn/GIn 0(0.0) 0(0.0) 0.98 (0.89-1.09) 0.807
Arg/GIn+GIn/GlIn 14(23.0) 13 (36.1) 1.93 (0.69-5.45) 0.209
Allel
Arg 108 (88.5) 59 (82.0) Referans
Gln 14(11.5) 13 (18.0) 1.70 (0.74-3.85) 0.200

ADiisiik grade: gradel-2; PYilksek grade: grade 3-4; cOdds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyet ve
VKI’e gore ayarlama yapildi

e) XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizminde genotip dagilimi ile timoriin diisiik ve yiiksek
klinik T evresi agisindan incelendiginde, genotip ve allel sikliklari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-5).

Tablo 4-5. XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizmi ile timorin klinik T evresi arasindaki

iliski
Diisiik Evre? ileri Evre® OR* (95% CI) p
n (%) n (%)
XRCC1Arg399Gin
Arg/Arg 48 (76.2) 22 (64.7) Referans
Arg/GIn 15(23.8) 12 (35.3) 1.99 (0.69-5.75) 0.199
GIn/GIn 0 (0.0 0 (0.0 0.00 (0.00-0.00)
Arg/GIn+GIn/GIn 15(23.8) 12 (35.3) 1.99 (0.69-5.75) 0.199
Allel
Arg 111 (88.1) 56 (82.0) Referans
Gln 15 (11.9) 12 (18.0) 1.70 (0.74-3.85) 0.200

ADiisiik evre:1-2; Pileri evre: 3-4; °Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyet ve VKI’e goreayarlama
yapildi
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4.3. APE 1 Asp148Glu gen polimorfizmi ile ilgili sonuclar

a) Calisgmamizda, kontrol grubu ile BHK’Iu hasta grubu kiyaslandiginda, BHK’lu
hasta grubunda Asp/Glu ve Glu/Glu genotip dagilimlarinin Asp/Asp genotip dagilimina gore
anlamli olarak arttifi bulundu. Buna ilaveten, Glu allelini tasiyanlarin Asp/Asp genotipi
tagiyanlara gore BHK’na yakalanma oraninda 2.93 kat daha fazla risk tasidigi saptandi.
Ayrica, BHK’lu hasta grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda Glu allel sikliginin Asp allel
sikligina gore istatistiksel olarak arttigi bulundu (Tablo 4-6). Ayrica, Tiirk popiilasyonunda
Asp/Asp genotip dagilimi ve Asp allel siklig1 Glu/Glu genotipine ve Glu alleline gére anlamli
olarak daha yiiksek bulundu (Sekil 4-3). APE Aspl148Glu polimorfizmi Hardy-Weinberg
denklemine uygunluk gosterdi (p= 0.21).

Tablo 4-6. Kontrol ve bobrek hicreli karsinomlu hasta grubunda APE Asp148Glu gen

polimorfizminde genotip dagilim ve allel sikhig

Kontrol Hasta

OR?(95% ClI) p
n (%) n (%)
APE Asp148Glu
Asp/Asp 121 (57.3) 32 (33.0) Referans
Asp/Glu 73 (34.6) 43 (44.3) 2.12 (1.16-3.89) 0.014
Glu/Glu 17 (8.1) 22 (22.7) 2.66 (1.78-3.97) 0.000
Asp/Glu+Glu/Glu 90 (42.7) 65 (67.0) 2.93 (1.68-5.10) 0.000
Allel
Asp 315 (74.6) 107 (55.2) Referans
Glu 107 (25.4) 87 (44.8) 2.39(1.67-3.42) 0.000

20dds ratios (OR) ve 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyet ve VKI’e gore ayarlama yapildi
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Sekil 4-3. Turk populasyonunda APE1 Asp148Glu gen polimorfizminde genotip dagilim

b) Sigara kullanan hasta grubunda sigara kullanan kontrol grubuna goére Glu/Glu
genotip dagilimlarmin Asp/Asp genotip dagilimina ayrica, Glu allel sikhigimin Asp allel
dagilimma gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi. Bununla beraber, sigara
kullanmayan hasta grubunda sigara kullanmayan kontrol grubuna gére de Asp/Glu ve Glu/Glu
genotip dagilimlarinin Asp/Asp genotip dagilimina ayrica, Glu allel dagilimmin Asp allel
dagilimia gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi (Tablo 4-7).
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Tablo 4-7. Kontrol ve bobrek hicreli karsinomlu hasta grubunda APE Asp148Glu gen

polimorfizminde genotip dagilim ve allel sikhiginin sigara kullanimu ile iliskisi

Sigara Kullananlar

Kontrol Hasta
OR?(95% CI) p
n (%) n (%)
APE Aspl148Glu
Asp/Asp 43 (49.5) 15 (36.6) Referans
Asp/Glu 33(37.9) 15 (36.6) 1.23 (0.48-3.10) 0.660
Glu/Glu 11 (12.6) 11 (26.8) 1.90 (1.09-3.30) 0.022
Asp/Glu+Glu/Glu 44 (50.5) 26 (63.4) 1.73 (0.77-3.91) 0.163
Allel
Asp 119 (68.4) 45 (54.9) Referans
Glu 55 (31.6) 37 (45.1) 1.77 (1.03-3.05) 0.035

Sigara Kullanmayanlar

APE Aspl148Glu

Asp/Asp 78 (62.9) 17 (30.4) Referans
Asp/Glu 40 (32.3) 28 (50.0) 2.94 (1.28-6.73) 0.011
Glu/Glu 6 (4.8) 11 (19.6) 3.99 (2.05-7.74) 0.000
Asp/Glu+Glu/Glu 46 (37.1) 39 (69.6) 4.10 (1.89-8.92) 0.000
Allel
Asp 196 (79.0) 62 (55.4) Referans
Glu 52 (21.0) 50 (44.6) 3.04 (1.87-4.92) 0.000

80dds ratios (OR) ve 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyyet ve VKI’e gore ayarlama yapild:

c) Disiik ve yiiksek grade’li tiimor agisindan incelendiginde, APE Asp148Glu gen
polimorfizminde genotip ve allel sikliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (Tablo 4-8).
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Tablo 4-8. APE Asp148GIu gen polimorfizminin tiimériin grade’i arasinda iliskisi

Diisiik grade? Yiksek grade® OR® (95% CI) p
n (%) n (%)
APE Asp148Glu
Asp/Asp 22 (36.1) 10 (27.8) Referans
Asp/Glu 24 (39.3) 19 (52.8) 1.40 (0.45-4.33) 0.551
Glu/Glu 15 (24.6) 7 (19.4) 0.97 (0.51-1.84) 0.931
Asp/Glu+Glu/Glu 39 (63.9) 26 (72.2) 1.17 (0.41-3.28) 0.763
Allel
Asp 68 (55.7) 39 (54.2) Referans
Glu 54 (44.3) 33(45.8) 1.06 (0.59-3.28) 0.831

ADiisiik grade: gradel-2; "Yiiksek grade: grade 3-4; cOdds ratios (OR) and 95% confidence intervals (Cl) yas, cinsiyet ve

VKI’e gore ayarlama yapild:

d) APE Aspl148Glu gen polimorfizminde genotiplerin dagilimi diisiik ve yiiksek

klinik T evresi agisindan incelendiginde, genotip dagilimi ve allel sikliklar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-9).

Tablo 4-9. APE Aspl148GIlu gen polimorfizminin timdérin Kklinik T evresi ile iliskisi

Diisiik Evre? ileri Evre® OR® (95% CI) p
n (%) n (%)
APEAsp148GIu
Asp/Asp 18 (28.6) 14 (41.2) Referans
Asp/Glu 30(47.6) 13 (38.2) 0.75 (0.24-2.35) 0.632
Glu/Glu 15 (23.8) 7 (20.6) 0.82 (0.43-1.53) 0.538
Asp/Glu+Glu/Glu 45 (71.4) 20 (58.8) 0.69 (0.24-1.94) 0.486
Allel
Asp 66 (52.3) 41 (60.3) Referans
Glu 60 (47.6) 27 (39.7) 0.72 (0.39-1.31) 0.290

ADiisiik evre: 1-2; Pileri evre: 3-4; “ODDs ratios (OR) ve 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyetve VKI’egére ayarlama

yapildi.
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4.4. hOGGL1 Ser326Cys gen polimorfizmi ile ilgili sonuclar

a) hOGG1 Ser326Cys polimorfizminde genotip dagilimi ve allel siklig1 bakimindan
BHK’lu hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-10). Tlrk
popullasyonunda hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminde Ser/Ser genotip dagilimi ve Ser
allel siklig1 Cys/Cys genotip dagilimi ve Cys allel sikligina gore daha yiiksek bulundu (Sekil
4-4). hOGG1 geninin Ser326Cys polimorfizmi Hardy-Weinberg denklemine uygunluk
gosterdi (p=0.56).

Tablo 4-10. Kontrol ve bébrek hicreli karsinomlu hasta grubunda hOGG1 Ser326Cys
gen polimorfizminde genotip dagilim ve allel sikhig

Kontrol Hasta
OR?(95% ClI) p
n (%) n (%)
hOGG1 Ser326Cys
Ser/Ser 130 (61.6) 54 (55.7) Referans
Ser/Cys 73 (34.6) 39 (40.2) 1.24 (0.71-2.14) 0.437
Cys/Cys 8(3.8) 4(4.1) 0.90 (0.40-2.01) 0.802
Ser/Cys+Cys/Cys 81 (38.4) 43 (44.3) 1.21(0.71-2.07) 0.473
Allel
Ser 333 (78.9) 147 (55.7) Referans
Cys 89 (21.9) 47 (24.3) 1.19 (0.79-1.79) 0.383

20dds ratios (OR) ve 95% confidence intervals (Cl) yas, cinsiyet ve VKI’e gore ayarlama yapildi
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Sekil 4-4. Turk populasyonunda hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminde genotip
dagilim

b) Sigara kullanan ve kullanmayan hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip
dagilimlari incelendiginde, hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminde genotip dagilimi ve allel
siklig1 agisindan hem sigara kullanan, hem de kullanmayan hasta ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi (Tablo 4-11).



Tablo 4-11. Kontrol ve bébrek hicreli karsinomlu hasta grubunda hOGG1 Ser326Cys
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gen polimorfizminde genotip dagilim ve allel sikhiginin sigara kullanimu ile iliskisi

Sigara Kullananlar

Kontrol Hasta OR?(95% CI) p
n (%) n (%)
hOGG1 Ser326Cys
Ser/Ser 53 (60.9) 23 (54.8) Referans
Ser/Cys 29 (33.3) 16 (39.0) 1.37 (0.69-3.14) 0.451
Cys/Cys 5(5.7) 2 (4.9 0.79 (0.25-2.45) 0.685
Ser/Cys+Cys/Cys 34 (38.9) 18 (43.9) 1.26 (0.56-2.81) 0.565
Allel
Ser 135 (77.6) 62 (75.6) Referans
Cys 39 (22.4) 20 (24.4) 1.11 (0.60-2.07) 0.726
Sigara Kullanmayanlar
hOGG1 Ser326Cys
Ser/Ser 77 (62.1) 31 (55.4) Referans
Ser/Cys 44 (35.5) 23 (41.1) 1.26 (0.59-2.68) 0.548
Cys/Cys 3(2.4) 2 (3.6) 1.31 (0.39-4.37) 0.659
Ser/Cys+Cys/Cys 47 (37.9) 25 (44.7) 1.27 (0.61-2.67) 0.515
Allel
Ser 198 (79.8) 85 (75.9) Referans
Cys 50 (20.2) 27 (24.1) 1.25 (0.73-2.14) 0.397

80dds ratios (OR) ve 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyet ve VKI’e gére ayarlama yapildi

c) Diisiik ve yiiksek grade’li timor agisindan incelendiginde, hOGG1 Ser326Cys

gen polimorfizminde genotip dagilimi ve allel sikliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-12).
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Tablo 4-12. hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminin tiimoriin grade’i ile iliskisi

Diisiik grade? Yiiksek grade® OR® (95% CI) p
n (%) n (%)
hOGG1 Ser326Cys
Ser/Ser 32 (52.5) 22 (61.1) Referans
Ser/Cys 26 (42.6) 13 (36.1) 0.85 (0.32-2.36) 0.759
Cys/Cys 3(4.9) 1(2.8) 0.00 (0.00-0.00) 0.999
Ser/Cys+Cys/Cys 29 (47.5) 14 (38.9) 0.77 (0.29-2.31) 0.594
Allel
Ser 90 (73.7) 57 (79.1) Referans
Cys 32 (26.2) 15 (20.9) 0.74 (0.36-1.48) 0.396

ADiisiik evre:1-2; Pileri evre: 3-4; °Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyet ve VKI’e gore
ayarlamayapildi

d) hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminde genotiplerin dagilimi timorun disiik ve
yiiksek klinik T evresi agisindan incelendiginde, hOGG1 Ser326Cys genotip dagilimi ve allel
sikliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-13).

Tablo 4-13. hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminin tumdrun klinik T evresi ile iliskisi

Diisiik Evre? ileri EvreP OR® (95% CI) p
n (%) n (%)
hOGG1 Ser326Cys

Ser/Ser 36 (57.1) 18 (52.9) Referans
Ser/Cys 24 (38.1) 15 (44.1) 1.59 (0.59-4.26) 0.352
Cys/Cys 3(4.8) 1(2.9) 1.03 (0.21-4.58) 0.970
Ser/Cys+Cys/Cys 27 (42.9) 16 (47.1) 1.60 (0.61-4.23) 0.336

Allel

Ser 96 (76.1) 51 (75.0) Referans

Cys 30 (23.9) 17 (25.0) 1.06 (0.53-2.11) 0.853

ADiisiik evre:1-2; Pileri evre: 3-4; Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI) yas, cinsiyet ve VKI’e gore ayarlama

yapildi
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5. TARTISMA

Bobrek kanserinin yetiskinlerde yaklasik % 80-90'm1 olusturan BHK en yaygin
bébrek kanseri tiriddr (111). Sigara kullanimi, obezite ve spesifik genlerdeki mutasyonlarin
BHK olusumunda rol oynadigi ileri siiriilmektedir (112-115). BHK'un patogenezini ve
biyolojik mekanizmasin1 incelemek, BHK’un mevcut tani, tedavi ve prognozunu
etkileyebilecektir.

Insan genomik DNA’smin biitiinliigiiniin, endojen ve ekzojen faktorlerin etkisiyle
hasara ugrayarak bozuldugu belirtilmektedir. Endojen faktorler; DNA’da kendiliginden
meydana gelen hatalar olabildigi gibi hiicresel metabolizmanin yan iiriinli olarak iiretilen
reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, lipid peroksidasyon firiinleri, endojen alkilasyon ajanlari,
ostrojen ve kolesterol metabolitleri ve reaktif karbonil turleri de olabilmektedir. Endojen
nedenler ile olusan oksidasyon ile DNA hasar1 orani hiicre basina yaklasik 10.000 olarak
belirtilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri DNA’da baz kaybina, yanlis eslesmeye veya zincir
kiriklarina yol acabilmektedir. Bu hasarlarin iginde en az olusant ama en zor onarilani ¢ift
zincir kiriklar1 olarak bilinmektedir. Ekzojen faktorler ise ultraviole 15181, iyonize radyasyon,
agir metaller, hava kirliligi, sigara dumani, kemoterapétik ilaglar olarak sayilabilmektedir.
Cevresel DNA hasar ajanlarindan en oOnemlisi ise ultraviyole isinlaridir (UV). Hasarin
yogunluguna ve tipine bagl olarak; hiicre dongiisliniin durdurulmasi, gen ifadesinin
degismesi, DNA tamirinin uyarilmasi, programli hiicre oliimi (apoptoz), kanser ya da
yaslanma gibi olaylar meydana gelebilmektedir (2,116-119).

Hiicreler genomik biitlinliigi korumak amaciyla karmasik bir dizi DNA onarim
mekanizmalarina  sahiptirler.  DNA  onarimi  niikleazlar, helikazlar, polimerazlar,
topoizomerazlar, rekombinazlar, ligazlar, glikozilazlar, demetilazlar, kinazlar ve fosfatazlarin
enzimatik aktivitelerine gore gerceklestirilmektedir. insanda DNA onariminda 150 genin
gorev aldigi tahmin edilmekte ancak, bu genlerden sadece %50’sinin fonksiyonu
bilinmektedir (120-122).

BER yolagi, genom biitlinliigiiniin saglanmasindan sorumlu DNA onarim
sistemlerinden biri olarak bilinmektedir. BER yolagi, DNA’daki hasari, endojen ve eksojen
mutajenlerin yol actigt DNA tek zincir kirilmalarini surekli olarak onararak, kanser dahil,
cesitli hastaliklarin olusumunu engellemektedir. BER yolagi, timorlerin kemoterapi ve

radyoterapiye direncini etkileyebilecegi i¢in, kanser hiicresi sagkalimi i¢in etkili bir DNA
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tamir sistemidir. Bu nedenlerden dolay1, BER enzimlerini hedeflemenin kisisellestirilmis anti

kanser terapisine umut verici bir yaklasim olabilecegi genel olarak kabul edilmektedir (123).

DNA tamir genleri; genom biitlinliigiiniin devamliligi, kanser ve kalitsal genetik
hastaliklar1  olusturan mutasyonlardan korunmada Onemli rolii olan genler olarak
bilinmektedir. DNA” da hasara ugrayan hiicrelerin, DNA tamir sistemindeki degisikliklerden
dolay1 tamir edilemedigi durumlarda ya apoptoz’u ya da kontrolsiiz hiicre boliinme yolunu
sectikleri bilinmektedir. DNA tamir genlerindeki birgok polimorfizm, bu genlerin protein
riinlerinin iglevini etkilemektedir. Bu genlerdeki tek nukleotid polimorfizmleri sonucu
olusan proteinlerin yiiksek ya da diisiik aktivite gostermesinin DNA onarim kapasitesinin
degismesine sebep oldugu belirtilmektedir. Bu degisimin kisilerin gesitli kanser tirlerine
yakalanma riskinin artmasina ya da azalmasina neden oldugu ileri siiriilmektedir. DNA tamir
sistemlerinde yer alan genlerdeki polimorfizmler ile genetik istikrarsizlik arasindaki iliski
bircok calismada bildirilmektedir (124-126). Saglikli kisilerin ve kanser hastalarinin
genotiplerinin  farkliliginin belirlenmesi, kanser etiyolojisi, riski ve tedaviye verilen yanit

acisindan son derece 6nemlidir.

BER yolaginda tanimlanan DNA onarim genlerinden, XRCC1, hOGG1 ve APEL en
cok calisilan genler olup, bu genlerin polimorfizmleri ile ¢esitli kanser tiirleri arasindaki
iligkileri arastirllmistir (127-131). BER yolagindaki DNA tamir gen polimorfizmleri ile BHK
arasindaki iliskiyi inceleyen sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bilebildigimiz kadariyla da
Tiirk popiilasyonunda bu iligkiyi arastiran ¢alisma heniiz yaymlanmamistir. Bu bilgiler g6z
Oniine alindiginda, DNA hasarina bagli BHK’da BER yolaginda rol oynayan proteinlerin
gen polimorfizlerini incelemek anlamli olmaktadir. Bu amagla, XRCC1, hOOG1 ve APE1l
tek nikleotid gen polimorfizmlerinin BHK olusumu ve gelisimi tizerindeki etkilerini

inceledik.

XRCC1 geni, DNA tamirinde ¢ok Onemli rol oynayan genlerden bir tanesidir.
XRCC1 geni, serbest oksijen radikallerinin, iyonize radyasyonun, UV ve alkilleyici
mutajenlerin yaptig1 baz degisimi sonucu olusan DNA tek zincir kirilmalarinin onarilmasinda
rol alan proteini kodlamaktadir (132-134). XRCC1 proteini polimeraz 3, DNA ligaz Il ve
poli -ADP-riboz polimeraz (PARP ) ile etkilesime girerek, tek zincir kiriklari ve baz eksizyon
tamirinde etkili olmaktadir. Ayrica gift zincir kiriklarini igeren homolog olmayan u¢ doldurma
yolaginda da rol oynamaktadir (133). XRCCL1 geninde amino asit degisimiyle sonuclanan 3
farkli tek nikleotid polimorfizmi (Argl94Trp, Arg280His, Arg399GIn) bulunmaktadir. En
cok calisilan XRCC1 polimorfizmi ise Arg399GIn gen polimorfizmi olmaktadir. XRCC1
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Arg399GIn gen polimorfizmi kodon 399°da Guanin /Adenin tek niikleotid degisimi sonucu
olusmaktadir (135). Yapilan ¢alismalarda, 399GIn alleline sahip bireylerde yliksek oranda
DNA addiiktlerinin, kardes kromatidler degisim sikliginin ve iyonize radyosyana duyarliligin
arttigi ileri stirilmektedir (134).

Yapilan ¢alismalarda, ¢esitli kanser tiirleri ile XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi
arasinda c¢eliskili sonuglar bulunmaktadir. Kolon, bas-boyun ve meme kanseri ile XRCC1
Arg399GIn polimorfizmi arasindaki iliskiyi inceleyen bir caligmada, kolon kanserinde
XRCC1 399GlIn allelinin risk olusturdugu oysa diger kanserlerle arasinda bir iligki olmadigin
One surtlmektedir (136). Bir baska ¢alismada da, XRCC1 399GIn allelinin prostat kanseri
olusumunda bir risk faktorii oldugu ileri surtilmektedir (137). Tlrk popilasyonunda yapilan
bir ¢caligmada, XRCC1 399GIn alleline sahip kisilerde gastrik kanseri riskinin Arg/Arg
genotipine sahip olanlara gore 2.54 kat daha fazla oldugu belirtilmektedir (138). Yapilan bir
bagka calisma sonuglarina gére meme kanserli postmenopozal kadinlarda, XRCC1 GIn
allelinin, yuksek risk icerdigi belirtilmektedir (12). Yapilan diger bir ¢alismada, XRCC1
399GIn alelinin mide kanseri i¢in risk olusturdugu ileri surilmektedir (139). Bir meta-analiz
calisma sonucuna gére XRCC1 GIn/GIn genotipinin akciger kanseri igin risk olusturdugu ileri
surdlurken (140), mesane (141), akciger ve kolorektal kanserlerin (142) arastirildigi farkli

caligmalarda bir risk olusturmadigini belirtmektedirler .

Sigara dumani, reaktif oksijen turleri ve yogun DNA addiiktleri olusturabilen gesitli
kimyasal kanserojenleri icermektedir. Reaktif oksijen turleri (O27,H202, OH') oksidatif hasar
olusturarak DNA tek zincir kiriklarina neden olmaktadir. Reaktif oksijen tdrlerinin
olugturdugu DNA hasarinin BER yolagi ile onarildig: belirtilmektedir (143).

Sigara kullanimimin, XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi ile kanser olma riski
tizerindeki etkisini inceleyen ¢aligmalarda celigkili sonuglar bulunmaktadir. XRCC1
Arg399GIn polimorfizmi ile akciger kanseri arasindaki iligkiyi inceleyen bir calisma
sonucuna gore sigara kullaniminda GIn/Gln genotipinin kanser riskini arttirdigi 6ne
surtlmektedir (144). Farkli bir ¢alisma da ise XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi ile mesane
kanseri arasinda sigara igen ve igmeyenler arasinda genotip dagilim agisindan higbir fark
olmadigi belirtilmektedir (145). Buna karsin, baska bir ¢alismada sigara kullananlarda
Arg/GlIn genotipinin kolorektal kanser olusum riskini azalttig1 6ne siiriilmektedir (146).

Diger yandan, Karam ve ark. ‘nin yaptig1 bir ¢alismada, XRCC1 Arg399GIn gen
polimorfizminde Arg/Arg genotipine sahip kisilerin kolorektal kanser olma riskinin GIn/Glin
genotipine sahip olanlardan 2.1 kat daha ylksek oldugu belirtilmektedir. Buna ilaveten, ayni
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calismada, Arg/GIn+Arg/Arg genotipi ile timoriin histolojik grade’i arasinda anlamli bir iligki
oldugu one siriilmektedir (13). Natukula ve ark. XRCC1 399 GIn/GIn ve Arg/GIn
genotiplerinin akciger kanseri igin bir risk faktorii oldugunu ve sadece kadinlarda Arg/Gln
genotipinin hastaligin evresi ile iliskili oldugunu belirtmektedirler (147). Sakano ve ark’nin
BHK’lu hastalarda yaptiklar1 ¢alismada, XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizmi ile hem kanser
olusumu, hem de timorin histopatolojik grade ve evresi arasinda anlamli bir iliskinin
olmadigi ileri stiriImektedir (148).

Calismamizda, kontrol grubu ile BHK’lu hasta grubu kiyaslandiginda, BHK’lu
hastalarda Arg/GIn ve Arg/GIn+GIn/GIn genotiplerinin dagiliminin  Arg/Arg genotip
dagilimina gére anlamli olarak arttig1 ve sirasiyla 2.64 ve 2.56 kat daha fazla risk igerdigi
saptandi. Ancak, XRCC1 Arg/GIn ve Arg/GIn+GIn/GIn genotipleri yuksek grade ve ileri evre
olusumu agisindan bir risk tagimamaktadir. Buna karsin, sigara kullaniminin, 399GIn alleline
sahip kisilerde Arg alleline sahip olan kisilere gore BHK olusumu i¢in bir risk olusturmadigi
saptandi. DNA hasarim1 takiben, PARP’mm XRCCI1 iizerindeki BRCT1 domenine
baglanmasiyla XRCC1’in onarimda rol oynayan diger BER proteinlerinin (DNA polf ve
DNA ligaz Il gibi)  bir araya getirilmesinde ve bu proteinlerin aktivitelerinin
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip oldugu belirtilmektedir (135). XRCC1 Arg399Gin gen
polimorfizmi, XRCC1’in BRCT1 domeni Uzerinde (aa 315-aa 403) PARP’in baglandigi
bolgede bulunmaktadir. Bu bolgede olusan XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizminde,
glutamin amino asidinin arginin aminoasidi ile yer degistirmesi, XRCC1’in PARP ve buna
bagli olararak diger BER proteinleri arasindaki protein-protein  etkilesimini
degistirebilmektedir.

Bizim calismamiza gore, 399GIn allelinin BHK olusumu igin bir risk faktor(i olarak
rol oynadigi ve bu gen varyasyonunun, DNA hasart tamir kapasitesini olumsuz yonde
etkileyebilecegi ileri strllebilir.

APEL1 enziminin, DNA hasar1 disinda, kanser gelisimiyle yakindan iliskili olan hiicre
proliferasyonu ve biyimesi, hiicre dongust kontrolii, apoptoz ve anjiyogenez gibi birgcok
biyolojik siiregte kritik bir rol oynadig: ileri surilmektedir. Buna ilaveten, APE1 enziminin
DNA hasar1 tamiri disinda bircok transkripsiyon faktorii i¢in transkripsiyonel koaktivator
olarak gorev aldig1 bildirilmektedir (AP-1, P53, Pax-5 ve TTF-1) (66). Au ve ark.’1 tarafindan
yapilan bir ¢alismada lenfositlere X-1s1m1 verilerek DNA hasar1 bakilmig ve APE1 148Glu
allelinin artmis kromatid kiriklari, kromatid degis tokusu gibi kromozom degisikliklerine
sebep olarak DNA hasarinin tamiri Uzerinde olumsuz yonde etkili oldugunu 0©ne
surmektedirler (149).
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Spontan veya kimyasal ajanlarla olusan deaminasyon veya iyonize radyasyon ve
oksidatif hasar sonucu olusan baz degisikliklerinin uygun bir DNA glikozilaz tarafindan
uzaklastirmasiyla DNA zincirinde AP bolge olustugu bilinmektedir. Olusan AP bdlgesi 5°-
ucuna dogru APE1 enzimi tarafindan centik atilmasi ile AP bolgesine komsu bir 3°-OH ucu
olustugu belirtilmektedir (66).

Bircok galismada APE1 Aspl48Glu gen polimorfizminin gesitli kanser tirleri ile
iligkili oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, bu g¢alismalarin sonuglari tartismalidir.
Zhang ve ark.’1, Asp/Glu ve Glu/Glu genotipi ile Glu allelinin yumurtalik kanseri riskini
azalttigin1 6ne siirmektedirler (150). Bir baska c¢alismada da, Glu/Glu genotipinin mesane
kanseri riskine karst koruyucu etkisi oldugu 6ne sirilmektedir (151). Buna karsin, APE1
148Glu gen varyantinin sindirim sistemi kanseri (152) ve prostat kanseri (153) igin bir risk
faktorii olmadigi ©ne surtlmektedir. Buna karsin, Zhou ve ark. APE1l Aspl48Glu
polimorfizminde, Glu allelinin prostat kanseri yatkinligi igin bir risk faktorii oldugunu ileri
surmektedirler (154). Farkli bir meta-analiz ¢alismasi ise APE1 Asp148Glu polimorfizminde
G allelinin 6zellikle gastrik kanser ile iligkili oldugunu; buna karsin kolorektal ve 6zafagus
kanseri ile iliskili olmadigin1 belirtmektedir (155). Tirk popullasyonunda yapilan
calismalarda, Canbay ve ark. kolorektal kanserinde (56), Cincin ve ark. endometrium
kanserinde (22) Glu allelinin bir risk faktor oldugunu ileri siirmektedirler. Diger bir meta-
analiz c¢aligmasinda, APEl 148Glu allelinin akciger kanseri gelisiminde etkili oldugu
belirtilmektedir (156).

Cin popllasyonunda yapilan bir ¢alismada artan akciger kanseri duyarliliginda,
APE1 148Glu varyantt ile sigara kullanimi arasinda anlamli iliski oldugu ileri surtilmektedir
(157). Zhang ve ark. APEl Glu/Glu genotipinin, Asp/Asp genotipine kiyasla kolorektal
kanseri riskini arttirdigini, buna karsin, sigara kullaniminin APE1 Asp148Glu polimorfizmi
ile iligkili olmadigini ileri siirmektedirler (146).

Bizim galigmamiza goére, Asp/Glu ve Glu/Glu genotiplerinin BHK olusumunda bir
risk faktorii olarak rol oynadigi oysa, gelisiminde etkili olmadig1 saptandi. Ayrica, Sigara
kullaniminin, Glu alleline sahip kisilerde Asp alleline sahip olan kisilere gore BHK i¢in bir
risk olusturmadigi bulundu. BHK’da sigara kullanim1 ile APE1 Asp148Glu gen polimorfizmi
arasinda anlaml bir iliski olmadig ileri surulebilir.

APE1 Asp148Glu gen polimorfizminin proteinin endontkleaz domeninde bulundugu
belirtilmektedir. Buna karsin, Hadi ve ark. APE1 Aspl48Glu gen polimorfizminde Glu
allelinin enzimin endoniikleaz aktivitesi ve DNA baglanma kapasitesi Uzerine etkisi

olmadigini ileri surmektedirler (75).
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Sonug olarak, APE1 gen varyasyonunun, enzimin diger BER proteinleri ile etkilesim
kapasitesinin azalmasina yol acarak DNA onarimimni etkiledigini ve bunun sonucunda BHK
icin bir risk faktorl olarak rol oynadigini ileri siirebiliriz.

Guanin, DNA bilesenleri icerisinde en dustik iyonizasyon potansiyeline sahip bir
bilesik olup serbest radikallerin etkilerine aciktir. Hidroksil radikalinin, guaninin 8.
pozisyonundaki karbon atomu ile reaksiyonu sonucu olusan 8-OHG, oksidatif DNA hasarmin
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Hasarli bazin G:C/A:T donusiimiine neden oldugu ve
boylece mutasyonlara ve kanser gelisimine yol agtigi belirtilmektedir (77,158). BER
yolaginda 6nemli fonksiyona sahip olan DNA glikozilazlardan biri olan hOGG1 enziminin
deoksiriboz ile 8-OHG arasindaki N-glikozid bagimi hidroliz ederek oksitlenmis bazi
uzaklastirdigi belirtilmektedir (83).

hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminin, hOGG1 geninin kodlama bdlgesinde
olmasindan dolay1 enzimin katalitik 6zelligini degistirdigini bu nedenle de kanser olusumunda
etkili olabilecegini buna karsin, bu polimofizmin hOGG1 aktivitesinde fark olusturmadigini
gOsteren calismalar da bulunmaktadir. E.coli’de, Cys326 proteininin Ser326 proteinine gore
yaklasik yedi kat diisiik aktivite gostermesinin (91) yani sira Ser326 ile Cys326
fonksiyonunda anlamli bir farklilik olmadigini ve bunun sonucunda hOGG1 Ser326Cys
polimorfizminin DNA onarimini etkilemedigini gosteren farkli sonuclar ileri strtilmektedir
(92,93).

hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizmi ile kanser olusum riski arasindaki iliskiyi
inceleyen klinik aragtirmalarda geliskili sonuglar bulunmakradir. Danimarka populasyonunda,
akciger kanseri ile hOGG1 Ser326Cys polimorfizmi arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla
yapilan ¢alismada anlamli bir iligkinin bulunmadig: ileri surtlmektedir (159). Bir diger
caligmada da, hOGG1 Ser326Cys polimorfizmi ile akciger kanser riski arasinda herhangi bir
iliskinin olmadig1, ayrica sigara kullanimimnin Ser326Cys polimorfizmini istatistiksel
etkilemedigi One surtlmektedir (160). Yapilan diger c¢aligmalarda, hOGG1 Ser326Cys
polimorfizmi ile meme kanseri (161) ve gastrik kanseri (162) riski arasinda anlamli bir iligki
olmadigi 6ne strilmektedir.

Diger yandan, son yillarda yapilan bazi g¢alismalarda, hOGG1 genindeki tek
nikleotid polimorfizmi olan Ser326Cys polimorfizminin ¢esitli kanser tiirlerinde 6énemli bir
risk faktorii oldugu belirtilmektedir. Turk popllasyonunda yapilan bir ¢calismada 326Cys alleli
ve Ser/Cys genotipinin, Ser/Ser genotipine kiyasla kolorektal kanser riskini arttirdigini ileri
stirmektedirler (56). Diger bir ¢alismada da, hOGG1 326 Cys/Cys genotipine sahip kisilerin
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Ser/Ser+Ser/Cys genotipine sahip kisilere gore mesane kanseri olusumu i¢in daha fazla risk
tasidiklar 6ne stiriilmektedir (145).

hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizmi ile sigara kullanim1 arasindaki iliskiyi aragtiran
bir c¢alismada bas-boyun skuamoz hicreli kanserde, sigara icen bireylerde Cys/Cys
genotipinin riski arttirdigi ileri strilmektedir (98). Buna karsin, Zhao ve ark., BHK’lu
hastalarda, 326Cys allelinin sigara icmeyenlerde risk olusturdugunu belirtmektedirler (104).
2016 yilinda yapilan bir meta analiz ¢alismasina gore ise, mesane kanserinde hOGG1 gen
polimorfizminin 06zellikle sigara kullanan kisilerde bir risk faktdrii olmadigi ileri
surulmektedir (163). Kolorektal kanserin progresyonu ile hOGG1 Ser326Cys gen
polimorfizmi arasindaki iliskiyi inceleyen bir ¢alismada, Cys/Cys varyantinin hastaligin T
evresi icin bir risk faktorii olmadigi ileri siiriilmektedir (24).

Bizim galismamiza gore, hOGG1 Ser326Cys gen polimorfizminde genotip dagilimi
ve allel siklig1 bakimindan BHK’lu hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadi. Sigara kullanan ve kullanmayan hasta ve kontrol gruplari arasindaki genotip
dagilimlar incelendiginde, hOGG1 Ser326Cys genotip dagilimi ve allel siklig1 agisindan hem
sigara kullanan, hem de kullanmayan hasta ve kontrol gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
anlamlilik saptanmadi. Ayrica, Cys/Cys varyantinin yiiksek grade ve ileri evre olusumu

acisindan incelendiginde bir risk tasimadigi saptandi.

Tim bu bilgilerin 1s18inda ¢alismamizin sonuglarina gore;

1) Tirk populasyonunda XRCC1 Arg399GIn polimorfizminde Arg/Arg genotipinin, APE1l
Aspl148Glu polimorfizminde Asp/Asp genotipinin ve hOGG1 Ser326Cys polimorfizminde

Ser/Ser genotip dagiliminin anlamli olarak daha fazla oldugu ileri stirilebilir.

2) XRCC1 Arg399GIn polimorfizminde;

BHK’Iu hastalarda Arg/GlIn genotip dagiliminin anlamli olarak daha yiiksek bulunmasi,
XRCC1 Arg399GIn polimorfizminin BHK olusumunda etkili oldugu buna karsin BHK un
gelisiminde rol oynamadig: ileri siriilebilir. Sigara kullaniminin, Gln allelini tasiyanlarda,

tasimayanlara gére BHK olusumunda bir risk faktorii olarak rol oynadigi ileri surtlebilir.

3) APE Asp148Glu polimorfizminde;

Asp/Glu, Glu/Glu ve Asp/Glu+Glu/Glu genotip dagilimlariin kontrol grubundaki kisilere
gOre anlamli olarak farkli oldugunu ve buna gére APE Aspl148Glu polimorfizminin BHK
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olusumunda 6nemli bir role sahip oldugunu, oysa; Asp/Glu, Glu/Glu ve Asp/Glu+Glu/Glu
genotip dagilimlarinin BHK gelisiminde bir risk faktorl olmadig: ileri strllebilir. Sigara
kullanim1 agisindan inceledigimizde, hem sigara kullanan hem de kullanmayan kisiler iginde,
Glu allelini tasiyanlarda, tasimayanlara gore anlamlilik bulunmasi sigaranin Aspl148Glu

polimorfizminde BHK olusumu igin bir risk faktorii olarak rol oynamadig ileri surdlebilir.
4) hOGGL1 Ser326Cys polimorfizminde;

BHK’lu hastalarda Ser/Ser, Ser/Cys, Cys/Cys genotip dagilimlarinin kontrol grubundaki
kisilere gore farkli olmadigi ve buna gore hOGG1 Ser326Cys polimorfizminin BHK
olusumunda bir risk tasimadigr ayrica, yiksek grade, ileri evre ve sigara kullanimi agisindan
da hi¢bir anlamlilik bulunmadigi i¢in Cys allelinin BHK gelisimi iginde risk igermedigi ileri

surulebilir.

BER yolaginda, XRCC1 geninde olusan Arg399GlIn tek niikleotid polimorfizmi,
proteinin diger BER enzimleri ile olan etkilesimini etkileyerek DNA tamir kapasitesini
degistirebilen amino asit degisikligi ile sonuglandigi i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir. Tek
bir gendeki polimorfizm ihmal edilebilir bir etki olusturabilmesine ragmen, BER yolagindaki
gen polimorfizmleri arasindaki etkilesimler de, kanserin olusumu ve gelisimi agisindan

oldukca 6nemli olabilmektedir.

BER yolaginda 6nemli yer alan XRCC1 Arg399GIn, APE Asp148Glu ve hOGG1
Ser326Cys gibi DNA tamir gen polimorfizmlerinin incelenmesinin gelecekte BHK

hastaliginin teshis ve kisiye 6zgii tedavisi bakimindan 6énemli olabilecegini ileri siirebiliriz.
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