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OZET

INSAN X KROMOZOMU (Xq21) POLIMORFIiZMININ BAZI
KANSER TIiPLERIYLE iLiSKiSININ BELIRLENMESI

Nurten CANAKCI
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal
(Yiiksek lisans Tezi / Tez Danmismani: Yard. Do¢. Ekrem DUNDAR)
Balikesir, 2007

Insan genomunun DNA dizisinin tamamlanmasiyla bir ¢ok aday genle birlikte
kanserojen aday genler de tahmin edilmis ancak tahminlerin teyidi i¢in gereken
deneysel ¢alismalar heniiz tamamlanmamastir.

Bu tez kapsaminda, Balikesir ve Bursa hastanelerinden farkli kanser tiplerine
sahip 12 birey, ve 9 saglikli bireyden, TUSC2’ye oldukca yiiksek benzerlik ihtiva
eden X kromozomu bolgesi (TXq21 olarak kisaltilmistir) PCR ile elde edilerek DNA
dizisi seviyesinde karsilagtirilmistir.

Saglikli ve cesitli kanser hastas1 bireylerden elde edilen TXq21 DNA dizileri,
BioEdit programinin Sequence Alignment, Contig Assembly Program (CAP, dogru
dizi tespiti i¢in), DNADist, DNAPars (benzerlik derecesi ve yakinhik uzaklik
agacinin tespiti i¢in), ve ClustalW (niikletotit polimorfizmini tespit ve goriintiilemek
i¢in) alt programlar1 kullanilarak analiz edilmistir.

BioEdit programinin, DNADist ve DNAPars (benzerlik derecesi ve yakinlik
uzaklik agacinin tespiti) alt programlarinin analizi sonucunda ortaya ¢ikan genetik
agacta kanserli bireylerin tek dalda toplandigi bariz sekilde ortaya cikmistir ve
TXq21 bolgesinin hemen hemen biitiin kanserli bireylerde bir takim farkliliklar
gosterdigi tespit edilmistir.

BioEdit programinin, ClustalW (niikletotit polimorfizmini tespit ve
goriintiilemek i¢in) alt programiyla yapilan analizde ise kanserli ve saglikli bireyler
arasinda bir polimorfik bolge (SNP, single nucleotide polymorphism) saptanmustir.
Bu polimorfik bolge incelenen biitiin kanser tipleriyle cesitli diizeylerde, ancak
akciger kanseriyle oldukca yiiksek korelasyon gostermis olup, erken teshiste
kullanilabilecek bir potansiyel gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Kanser, TUSC2, TUSC4, Xq21.

i



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE CORRELATION BETWEEN
HUMAN X CHROMOSOME (Xq21) AND
SOME CANCER TYPES

Nurten CANAKCI
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Msc. Thesis / Supervisor: Asc. Prof. Ekrem DUNDAR)
Balikesir-Turkey, 2007

With the completion of human genome sequence, candidate carcionogen genes
along with many putative genes, have also been identified. The experimental work
needed to confirm the function of these genes, however, have not been completed
yet.

With this thesis, TXq21 (TUSC2 like Xq21 region) DNA sequences from 9
healthy individuals and 12 cancer patients from Balikesir and Bursa hospitals have
been amplified via PCR and compared using bioinformatics software.

TXqg21 DNA sequences obtained this way were analyzed through Sequence
Aligment, Contig Assembly Program (for contig construction), DNA Dist, DNAPars
(for similarity degrees), and ClustalW (for alingnmet to view polymorphism)
accessory applications of BioEdit program.

Analysis using DNADist and DNAPars of BioEdit (for constructing similarity
and distance trees) revealed that most of the cancer patients were grouped together
clearly separating out from the healthy individuals.

The analysis run with ClustalW (to align the sequences and to determine the
polymorphic regions) of BioEdit revealed an SNP (single nucleotide polymorphism)
between healthy individuals (non cancer patients) and cancer patients. This SNP has
a correlation to various extends for all cancer types studied, but a very high
correlation for lung cancer. With this respect, this SNP has a good potential to be a
quick test for early diagnosis of various cancer types, prime of that being the lung
cancer.

Key Words: Cancer, TUSC2, TUSC4, Xq21
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1. GIRIS

1.1. Kanser Nedir?

Kanser kelime anlami olarak Ingilizce’de "yenge¢" anlamina gelmektedir.
Yengecg, diismanini kistirdiktan sonra uzun, disli kollariyla sikica tutar ve yavas
yavas kemirerek yer. Tedavi edilmedigi takdirde, insan1 giderek zayiflatip halsiz

diisiiren ve sonunda 6ldiiren bu hastaliga, bu nedenle "kanser" ad1 verilmistir [1].

Kanser, belirli genlerde olusan mutasyonlar sonucu veya gen ifadesinin
miktarinda ve zamanlamasinda meydana gelen degisikliklerle ortaya ¢ikan, hiicresel
seviyedeki genetik bir bozukluktur [2]. Kanser hiicrelerinde olusan genetik
degisiklikler, kromozomal diizeyde (kromozom kayiplari, kromozomlarin yeniden
diizenlenmesi) ya da tek bir niikleotid diizeyindeki (tek ya da ¢oklu baz degisiklikleri
ya da DNA promotor bolge metilasyonu) degisiklikler olup sonugta gen iiriinlerinin
ya da aktivitelerinin degisimine neden olabilmektedir [2, 3]. Kanser hiicresinde
meydana gelen bu genetik degisiklikler (onkogenler, tiimor baskilayict genler),
konakg1 faktorleri (enzim polimorfizmi) ve tiimor konaker etkilesimi (anjiogenez,

invazyon, metastaz) sonucunda tiimoral kitle olusur [3]

1. 2. Kanser Hiicrelerinin Karakteristik Ozellikleri

Kanser, hiicrelerin siirekli olarak birikmesi ile karakterize edilen bir diizen
bozuklugudur. Bu durum, siirekli ¢ogalarak asir1 miktarda artan hiicre sayisinin
normal olarak ger¢eklesen uygun miktarda hiicre kaybiyla dengelenmemesi sonucu
gergeklesir. Bu hiicreler istila yoluyla organizmanin organlarin1 hasara ugratirlar.
Kanser hiicreleri kaynaklandiklar1 normal hiicrelere gore daha kisa zamanda
Olmelerine ragmen yeni hiicre olusumu o kadar hizlidir ki sonug¢ da hiicreler devamli

birikir. Bu dengesizlik (asir1 hiicre birikimi), hem kanser hiicrelerindeki genetik



anormalliklerden hem de organizmanin bu hiicreleri tanimada ve yok etmedeki

basarisizligindan dolayidir [4].

1.2.1. Klonal Orijin

Cogu kanser hiicresi tek bir anormal hiicreden dogar. Bazi kanserler birden
fazla sayida kotii huylu klonlardan dogar. Bu klonlar, dokunun birden fazla sayida
hiicresinin karsinojene maruz kalmasiyla ya da baz1 genlerdeki kalitimsal

bozukluklar sonucu olusurlar [4].

1.2.2. Smirsiz Sayida Cogalma (Immortalite)

Cogu normal hiicrenin boliinme sayis1 sinirlidir. Kanser hiicreleri ise sinirsiz
sayida boliintirler (¢ogalirlar) ve bitmez tilkenmez miktarda hiicre olustururlar [5].
Kromozom uglar1 olan telomerler immortalitenin mekanizmalarindan biridir. Hiicre
farklilasirken, ¢ogu normal hiicre tipinde telomerler gittikce kisalir. Fakat kanser
hiicrelerinde ve kok hiicrelerde telomerler telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler
[6]. Bu enzim normal olarak hiicreler farklilagirken bir taraftan programli bir sekilde
gittikce azalir. Tamamiyla farklilagmis bir hiicre istirahat durumuna girer ve
sonunda cogalma kapasitesini yitirdiginden oliir. Oysa bir¢ok kanser tipinde
telomeraz etkinligini siirdiiriir veya aktive edilir. Sonugta, telomerlerin uzunlugu
sabit kalir ve hiicre sinirsiz sayida ¢ogalir (immortal kalir) [4]. Kontrolsiiz cogalan
ve kitle meydana getiren hiicre toplulugu da, belirli bir siire sonra kdken aldigi
organin ¢alismasin1 bozar. Bu kanser hiicreleri yalnizca kdken aldiklar1 doku ve
organlarda kalmaz, komsu organ ve dokulara da yayilirlar. Kan ya da lenf sistemine

karisarak uzak organlara da gidebilirler [7].



1.2.3. Genetik Dengesizlik

Genetik dengesizlik (genetic instability), DNA tamirindeki ve DNA “yanlig
baz eslesme”lerini tanimadaki hatalardan dolay: ortaya ¢ikar ve kanser hiicrelerinin
heterojen olmasma yol acar [4]. Genomik kararsizlik, kanser gelisiminin
incelenmesinin temelinde ve timdr olusumunda olduk¢a Onemlidir [8]. Kanser
hiicreleri ¢ogalma kontrol mekanizmalarina gittikce daha az yanit veren klonlar
olustururlar. Bu klonlarin ayrica yabanci ortamlarda yasama yetenegi de gittik¢e
artar ve bdylece metastaz yaparlar [4]. Ayni zamanda karyotipik olarak sayisal ve

yapisal diizensizliklerde ortaya ¢ikar [9].

1.2.4. Temas Inhibisyonun Ve Alt Tabakaya Tutunarak Biiyiime
Ozelliklerinin Kaybi

Kiiltiir ortaminda biiyliyen normal hiicreler, hiicrelerin normalde yapistig
substratuma yapisamazlarsa boliinemezler. Normal hiicreler ¢ogalip iizerinde
bliytidiikleri tiim yiizeyi tek tabaka halinde doldurduklarinda boliinme 6zelliklerini
kaybederler. Hatta besiyerleri boliinmeleri i¢in gerekli tiim biiylime faktorleri ve
diger besin elemanlarini ihtiva etse bile boliinmezler. Kanser hiicreleri ise, yarikati
bir besiyerinde substratuma yapigmaya gereksinim duymadan bagimsiz olarak
boliinmeye (biiylimeye) devam edebilirler. Hatta hiicre kiiltiirlerinde birden fazla

tabaka olussa bile biiyiimeye devam edebilirler [7].

1.2.5. Cogalmanin Biiyiime Faktorlerinden Ve Besin Kaynaklarindan

Bagimsiz Olarak Devamli Artisi

Bu durum kiiltiir ortamindaki kanser hiicrelerinin bir 6zelligidir. Kanser
hiicreleri beslenmeleri i¢in gerekli besin faktorlerini tilketmelerine ragmen biliylimeye

devam ettiklerinden aslinda kendi kendilerini 6ldirmektedirler.



1.2.6. Metastaz

Kanserin, birincil (primer) odakla aralarinda bir devamlilik olmaksizin
viicudun baska doku ve organlarina yayilmasi olayidir. Yayilim kabiliyeti olan
kanser hiicreleri kan ve lenf damarlarina veya viicut bosluklarna girerek viicudun

baska organ ve dokularina yayilir ve oralarda yeni tiimo6r odaklar1 olusturur [10].

Metastaz, iyi huylu tiimorlerde veya normal hiicrelerde bulunmayan bir
ozelliktir. Genel olarak biiylik, kotii diferansiye ve hizli biiyliyen malign tiimdrlerin
metastaz yapma kabiliyetleri yliksektir.  Ekstraselliiller matrikse yapismakdan
sorumlu hiicresel proteinlerin kayb1 ya da anormalliklerinden, hiicreler arasi
interaksiyonun bozuklugundan, hiicrelerin bazal membrana tutunmalarindaki
anormalliklerden, bazal membranin iiretimindeki anormalliklerden, metaloproteaz
gibi bazi enzimlerle (kolejenazlar) bazal membranin yikilmasindan dolay1
gergeklesir. Sorumlu proteinler kesfedildikce ve onlarin  mekanizmalar

aydinlatildik¢ca metastatik siire¢ daha iyi anlagilacaktir [4].

1.3. Hiicre Dongiisii Ve Kontrol Noktalari

Hiicre dongiisii, ¢ok iyi sekilde diizenlenmis hiicresel bdliinmenin bazi
fazlarin1 ve hiicresel ¢ogalmay1 kapsamaktadir [6]. Hiicrenin boliinerek ¢ogalmasi
icin iki onemli silirece gereksinim vardir. Bunlardan bir tanesi, genetik yapinin
(DNA) kendisini kopyalayarak iki es DNA molekiilii olusturmasi (Sentez-S fazi) ve
bu ¢ift genomu hiicre boliinmesiyle yariya indirgemesi (Mitoz- M faz1). M ve S

fazlar1 arasinda G1, S ve M fazlar1 arasinda da G2 fazlar1 bulunur [6, 7].

Bircok yetiskin dokulardaki hiicreler boliinmeyen durumdadir. Bu faz hiicre
dongiistiniin Go fazi olarak adlandirilir.  Go durumundaki hiicrelerin G1 fazina
gecmesi bir takim 6zel olaylar1 gerektirir. Bu olaylar hiicreyi DNA sentezine tesvik
eder ve bu saftha “restriction point” (R) olarak bilinmektedir [11]. GI fazinda (ara

faz), 6zel hiicre fonksiyonlari i¢in gereken proteinler ve RNA sentezlenir. Ge¢ Gl



fazinda bol miktarda RNA sentezlenir. Ayrica DNA sentezi i¢in gereken bir¢ok
enzim lretilir [4]. S fazinda(DNA sentezi faz1), DNA replikasyonu her kromozomun
kopyasini yaparak kromozom sayisinin ikiye katlanmasini saglar [2]. G2 fazinda ise
DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder. Hiicre mitozun
baslamasina hazirlik zincirini igerir [2, 4]. M fazinda (mitosis) protein ve RNA
sentez hiz1 aniden yavaglar, genetik materyal olusan iki yeni hiicreye dagilir. Mitozu

takiben olusan yeni hiicreler ya Go ya da G1 fazina girerler [11].

Boliinmekte olan bir hiicrenin G1, G2 ve M fazlarin1 ge¢gmesinde belli
diizenleme noktalar1 vardir. Bu diizenlemelerin bazilar1 protein fosforilasyonunu
igerir. Protein kinaz (PK) olarak bilinen proteinlerin hiicre dongiisiiniin S ve M
fazlarindaki kontroliinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu enzimler hiicre dongiisiinde
kompleks olaylara katilan ¢esitli proteinlerin fosforilasyonuna yol acarak onlarin

aktivitelerini diizenler.

Cesitli bliylime faktorleri de Go/G1’de yarisma ve/veya ilerletme faktorii
olarak rol oynarlar ve hiicrelerin duragan durumdan boliinme durumuna ge¢mesini
kontrol ederler [11]. Ayni zamanda hiicre dongiisiinde tiimor baskilayici genler
tarafindan kontrol edilen ve kontrol noktast olarak adlandirilan yerler (G1/S ve
G2/M) vardir, karsinojenler tarafindan bu genler siklikla inaktive edilmesinden
kaynakl1 olarak hiicre siklusu ile kanser genetigi birbiri ile cok yakindan iligkilidir [2,

6]. Bu nedenle kanser kontrol edilemeyen hiicre ¢ogalmasiyla karakterizedir [12].

1.4. Apoptozis

Organizma siirekli bir denge halindedir. Yeni hiicreler sentez edilirken,
varolan hiicrelerin bir kismi hiicre 6liimii ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge
korunmaktadir. Hiicre 6liimiiniin iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur. Her
ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik olaylar

sonucu hiicre 6liimii meydana gelir.



Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan
kullanildiginda hiicre oliimii ile ilgili morfolojik degisiklikler serisi olarak
tanimlanmisitir [13]. Koken olarak "apo-TOE-sis" den gelir ve eski Yunanca'da
"sonbaharda yaprak dokiimii" anlamina gelmektedir. Hiicre ¢ogalmasi nasil ki mitoz
ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda olmasi gereken hiicre sayis1 da apoptozis ile
belirlenir [14]. Apoptozis, normal dokularin dengesi ve gelisimi icin ¢ok gereklidir
[15]. Apoptozis ve mitoz dokuda siirekli bir denge halindedir. 1993 yilinda Cohen
[16] yliksek dozda kullanilan steroidlerin timus (Go6giis boslugu icinde yer alan iki
par¢adan olusan bir organdir. Lenfosit, T lenfosit veya sadece "T hiicreleri" timus'ta
biiyiir, egitilir ve olgunlasir ve bagisiklik sisteminde listlendikleri gorevleri yerine
getirmek tlizere yeniden kana karisirlar) hiicreleri lizerine etkilerini incelemis ve
timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozisi se¢gmedigini, hiicre 6liimiine neden olacak
genleri olusturarak hiicreleri apoptozise yoOnlendirdigini bildirmistir.  Boylece
apoptozisin genler tarafindan diizenlenen bir hiicre 6limii oldugu ortaya ¢ikmistir.

Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile edilir [14].

1.4.1. Apoptozisin Genetik Kontrolii

1.4.1.2. Antiapoptotik Proteinler (Protoonkogenler)

Protoonkogenler, normal hiicre biiyiime ve gelismesini diizenleyen genlerdir
[2, 14]. Protoonkogenlerin kodlanmig protein iiriinleri genel olarak hiicre
sinyalizasyonu ve hiicre biliylimesinin diizenlenmesinde dnemli rol oynar [14, 17,
18]. Protoonkogenler, hiicre i¢i sinyal ileticileri, niikleer transkripsiyon faktdrleri,
hiicre donglistinii  kontrol eden proteinler, biliylime faktorleri, hormonlar ve
reseptOrleri olmak tizere bes kategoriye ayrilir [3]. Protoonkogenler, mutasyon,
kromozomal translokasyon, amplifikasyon veya transkripsiyonel regiilasyon
bozuklugu ile aktive olarak anormal protein sentezine veya asiri protein yapimina ve
sonucta da kanserle iligkili olarak kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olurlar [3, 7].
Aktive olan protoonkogenlere onkogen, protein iiriinlerine ise onkoprotein denir [3,
7]. 1969°da Huebner ve Tadora ilk olarak kanser gelisiminde onkogenlerin roliiniin

olabilecegini ileri siirmiislerdir [3]. Genel olarak kanserde birden fazla onkogen



anormal olarak aktiftir [4]. Kanserlerde onkogen ve tiimor baskilayici genlerin kesfi
ile kromozomal degisiklikler daha dikkat ¢eken ve kritik bir duruma gelmistir [19].
Protoonkogenlerin aktiflesmesinde radyasyon, sigara dumani ve Kkatranindaki
maddeler, kimyasal ajanlar ve viriisler gibi mutajen olan dis faktorlerin roli
bulunmaktadir [20]. Sigara kullanimi ile akciger kanseri, radyasyon ile de; kan

kanseri ve cilt kanseri arasindaki direk iliskiler bilinmektedir [21].

1.4.1.3. Tiimor Baskilayic1 Genler

Kanser olusumundan sorumlu diger bir grup gen ise "tiimor baskilayict genler
"dir [22]. Bu genler adindan da anlasilacag iizere tiimor olusturabilecek hiicrelerin
biiyiime ve boliinmesini aktive edici genleri baskilayarak ve dengeleyerek kanser
olusumunu engellemektedir [7, 11, 14]. Timor baskilayici genler, hiicre cogalmasi
ve biiylimesini yavaslatan proteinleri kodlar. Ancak bu genin mutasyona ugramasina
ya da eksikligine bagli olarak hiicre kontrolii kaybolur ve hiicre kanserlesir [4, 7].
Son yillarda yapilan ¢aligmalar da tiimdr baskilayici genlerdeki mutasyonlar ve
fonksiyon kayiplarinin insan kanserleri ile sonuclanabilecegini géstermistir [23, 24].
Kanser gelisimi i¢in tiimor-baskilayici genlerin allellerinin her ikisinin de mutasyona

ugramasi gerekir [2].

Degisikliklerin hedefi olarak genler iki siifa ayrilir. Bunlar onkogenler ve
tiimor baskilayict genlerdir. Onkogenik alleller kansere yol agan mutasyonlar
tasirlar, timor baskilayici genler ise (hiicresel cogalmayi kontrol altinda tutan genler)

inaktive olduklarinda kansere yol agan genler olarak bilinirler [25, 26].

1.5. Kanser Olusturan Etmenler

Kanserin kesin sebebi ya da sebepleri bilinmemektedir. Kanserden sorumlu
olan genler, cevresel faktorler, kanser olusumuna yol acan viriisler, radyasyona
maruz kalma diizeyi, meslekle ilgili olarak fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz
kalma, bagisiklik sistemindeki bozulmalar, ¢esitli kimyasal maddeler, glines 1s181na

maruz kalma ile diger tiitiin kullanimi gibi kisisel aliskanliklar kanser sebepleri



arasinda sayilmaktadir. Tim kanserlerin en az %50’sinin g¢evresel etmenlerle
uyarildig1 tahmin edilmektedir. X 1sinlarina maruz kalma, iltraviyole 1sin1, viriisler

ve ilaglar gibi kimyasal maddeler kanser gelisiminde belirgin roller oynamaktadir

12].

Kanserlesen hiicrelerdeki temel bozuklugun genlerdeki farklilagmayla
basladig1 diisiiniilmektedir.  Genlerdeki bozukluklar dogustan olabilecegi gibi,
sonradan meydana gelen bir etkiyle de olabilir. Genlerde mutasyon denilen
bozulmalar hiicrenin normal kontrol mekanizmalarin1 bozup kontrolsiiz ¢ogalmasina
yol agmaktadir. Ornegin, hiicrelerin bilyiimesini kontrol eden p53 geni hiicrede
yoksa ya da bu gen hasar gordiiyse, anormal hiicre biiyiimesi baskilanamaz ve hiicre

kontrolsiiz ¢ogalarak kansere yol agar [7].

1.5.1. Kalitsal Faktorler

Kanserlerin  yaklagik  %20'sinin  kalitsal nedenlere bagli  oldugu
diisiiniilmektedir. Tiim meme kanserlerinin %5- 10’u ailevi gegise baghdir. Ailevi
meme kanserlerinin %90''nda, BRCA1 ve BRCA2 geninde bozukluk vardir.
Ailesinde meme kanseri olmayan kisilerde bile bu iki genin bozuk olmasi, meme
kanserine yol agmaktadir. Kalitimin 6énemli oldugu diger bir kanser tiirii de bagirsak
kanseridir. Ebeveynlerde bagirsak polipi ya da kanseri olan kisilerin bagirsak
kanserine yakalanma riski diger insanlara gore daha fazladir. Babasinda prostat

kanseri olan erkeklerin de ileride prostat kanserine yakalanma riski de ytiksektir [7].

1.5.2. Yas

Her yas grubunda tiimor goriilebilmekle beraber, kanserler daha ziyade 55
yasin lizerindeki insanlarda ortaya ¢ikmaktadir [27]. Eriskinlerde tiimorler siklikla
viicudun dis ve i¢ ylizeylerini doseyen epitel ve yaslanmakla birlikte bazi
degisikliklere ugrayan organlardan (6rnegin erkeklerde prostat, kadinlarda meme,

rahim) koken alir. Cocuklarda ise tiimorler cogunlukla hizla gelisme gosteren doku



ve organlardan koken alir. Ornegin, kemik iligi, kemik, olgunlasmamis sinirsel

elemanlar gibi [28].

1.5.3. Cinsiyet Ve Hormonlar

Bazi tiimorlere erkeklerde, bazilarina ise kadinlarda daha c¢ok rastlanilir. Bu
durum daha ziyade cinsiyet hormonlari ile iligkili gériinmekle beraber, aliskanliklar,

meslek ve ¢evre kosullari, immunolojik ve genetik faktorler de etkin olabilir [29].

Deney hayvanlariyla yapilan caligmalar, insanlarda bazi tiir tiimorlerin
hormon tedavisine cevap vermesi ve yine timor tedavisinde endojen hormon
kaynaklarimin  ortadan kaldirilmast (overlerin, testislerin  ¢ikarilmasi  gibi)
operasyonlarinin uygulanmasi, hormonlar ile bu hormonlarin hedef oldugu organ

kanserleri arasinda bir iligki oldugunu yeterince vurgulamaktadir [30].

1.5.4. Cevresel Faktorler

Ultraviyole 1simnlar1 (U.V.) ve iyonizan radyasyonun (X ve gamma isinlari,
alfa ve beta parcaciklari, protonlar, nétronlar) somatik mutasyona sebep olarak insan
ve deney hayvanlarinda tiimor olusturdugu tespit edilmistir [31]. Radyasyon 6nemli
bir kanser nedenidir. Radyasyonun cinsi, dozu, maruz kalma siiresi ve kisiye ait
faktorlerin (yas, hormonal durum, immunite vs.) de rolii vardir [32]. DNA zincirinde
kirilmalara, boylece kromozom yapisinda bozulmalara yol agmaktadir. Radyasyona
maruz kalan hiicrelerde, anormal kromozom yapilar1 goriilmektedir. Kromozom
pargalar1 yer degistirip birbiri iizerine binebilmektedir. Bunun sonucunda hiicrede
anormal proteinler olusmaya baslar ve hiicrelerin normal kontrol mekanizmalari
devre dis1 kalir [7, 32]. Radyasyona maruz kalan hiicrelerde kanserlesmenin

meydana gelmesi i¢in gereken donem birkag yildan, 30-40 yila kadar degisir [33].

Bagslica radyasyon kaynaklarindan biri de, morétesi 1sinlar yayan Giines’tir.
Tim cilt kanserlerinin %90''ndan fazlasina, Giines’in bu zararli 1511 yol agtif

tahmin edilmektedir.  Son yillarda ozon tabakasindaki delinmeler nedeniyle



yeryliziine ulasan mordtesi 1sinlarin miktar: artmistir. Bu da, cilt kanserlerinin son

yillarda artmasinin 6nemli bir nedeni olarak gosterilmektedir [7].

Radyasyonla olusan kanserler arasinda birinci siray1 l6semiler (kan kanseri)
almaktadir. Ikinci sirada meme, akciger ve tiikiiriik bezi kanserleri gelmektedir.
Deri, kemik ve gastrointestinal yol nispeten direnglidir. Tedavi amaciyla kullanilan

radyasyonun bile kanser etkili olabildigi gosterilmistir [33].

1.5.5. Virisler

Cesitli viriisler de kansere yol agmaktadir. Ornegin Epstein-Barr viriisii
(EBV), Burkitt Lenfoma ve lenfoepitelyoma denen burun ve bogaz bdlgesini
etkileyen kanserlere yol acar. B tipi sarilifa yol acan hepatit B viriisii (HBV) ve
Hepatit C karaciger kanseri yapabilmektedir. Insan papilloma viriisii (HPV)
kadinlarda rahim kanserine yol agar. Human T-cell leukemia/lymphoma virus
(HTLV-1), bu viriisle enfeksiyon olmak kisilerde lenfoma ve 16semi kanser riskini
arttirmaktadir. Human immunodeficiency virus (HIV), bilindigi lizere AIDS’e sebep
olmaktadir. HIV ile enfekte olan kisilerde kanser riski ¢ok fazla artmaktadir.
Enfekte olan kisiler genellikle, lenfoma kanserine ve nadir olarak da Kaposi’s

sarkoma ya yakalanir [7, 34].

Bu viriisler, kapsiillerinin igerisinde DNA tasir; hiicre icerisine girdikten
sonra kendi DNA'larin1 hiicrenin DNA'sina entegre eder ve kendilerini kopyalar. Bu
entegrasyon, hiicrenin DNA yapisim etkiledigi i¢in normal hiicre ¢ogalmasini da
etkiler [7]. Herpes Simpleks Viriis ve Human Papilloma Viriis (HPV) sigaraya baglh
kanserler ile iligkilidir.  Serviks kanserlerinin % 90’inda HPV enfeksiyonu
gosterilmistir.  Pek ¢ok calismada bas-boyun ve akciger kanserlerinde de diisiik
oranda HPV enfeksiyonu gosterilmistir [3, 34]. Bazi viriisler ise, genetik sifre olarak
RNA tasir. Bu viriisler hiicre igerisine girdikten sonra "ters transkriptaz" denilen bir
enzim sayesinde hiicrenin virlis DNA's1 liretmesini saglarlar. Bu DNA, daha sonra
hiicre DNA's1yla birlesir. Hiicredeki genler arasina entegre olan bu viriis bilgileri,

bazen hiicrelerin anormal ¢ogalmasina yol acar. Onkogen adi verilen bu genlerle
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enfekte olan hiicreler kanserlesir [35]. HTLV-1 gibi baz1 viriisler, bu tiir kanser
yapicit onkogenleri tagir ve hiicreye bulagtirir.  Onkogenler yalnizca viriislerde
yoktur. Hiicrenin i¢indede sessiz duran onkogenler vardir. Bunlar hiicre DNA
yapisindaki bozulmalara yani mutasyonlara bagli olarak, aktif hale gecip hiicrenin
kontrolsiiz ¢cogalmasina yol agarlar. Bazen hiicreyi enfekte eden viriisler de bu
onkogenleri aktif hale gecirebilirler. Aktif hale gecen onkogen hiicrede cesitli

bliylime ve ¢ogalma proteinlerinin yapimini artirir [7].

Koyunlarda yapilan ¢alismalarda, akciger kanserinin retroviriisler tarafindan
olusturulabilecegi ortaya ¢ikmasina ragmen insan akciger kanserlerinin retroviriisden

kaynakl1 olup olmadig1 konusunda heniiz bir kesinlik yoktur [36].

1.5.6. Kimyasal Maddeler

Kimyasal karsinojen maddelerle ilgili olarak ilk caligmalar 1775'de, bir
Ingiliz cerrahi olan POTT' un, baca temizleyicilerinde gdzlenen deri kanserlerinin
baca kurumuna (katrana) bagli oldugunu ileri siirmesi ile baglanmistir. 1932 yilinda,
katran icerisindeki bircok kimyasal maddeden yiliksek dereceli karsinojen etkiye
sahip bir hidrokarbon olan benzopiren izole edilmistir. Daha sonra ise degisik

kaynaklardan yiizlerce kimyasal madde bulunmustur [37].

Cesitli kimyasal maddelerin kanser olusumundaki roliinii belirlemek i¢in

yogun ¢alismalar devam etmektedir. Kimyasal karsinojenlerin baslicalar1 sunlardir:

Alkillestirici maddeler
m Polisiklik ve heterosiklik aromatik hidrokarbonlar

m Aromatik aminler, amidler, azot boyalar1

Bitki ve mikrobiyal {iriinler

Digerleri (Ornegin; Vinil klorit gibi endiistriyel {irinler, krom, nikel, asbest

gibi inorganik maddeler, bazi ilaglar) [38].
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Sigara igilmesi ile basta akciger kanseri olmak iizere bazi kanser tiirleri
arasindaki iligkiler bilinmektedir [21].  Nikotin bagmlilig1 akciger kanser
gelisiminde potansiyel olarak en onemli genetik faktordiir [39]. Sigara halen
onlenebilir saglik durumu bozuklugu ve erken 6liim nedenleri arasinda birinci sirada

yer almaktadir [40].

Sigaranin igerisinde hem kanser siirecini baglatan hem de hizlandiran
maddeler bulunmaktadir. Sigara, her ii¢ kanser 6liimiiniin birinden sorumlu iken
akciger kanserinde kadinlarda % 77.4’ iinden, erkeklerde ise % 85-90’1ndan sorumlu
oldugu tahmin edilmektedir [41]. Bunlara ek olarak sigara tiiketimi agiz, girtlak,
yemek borusu, mide, pankreas, bobrek ve mesane kanserlerine de yol agmaktadir

[27].

Sigaranin katrani araciligiyla bilinyeye karisan yaklasik 4000 cesit kimyasal
ajanin  hiicredeki ¢esitli molekiillerin  yapisini  bozmasi ve biyokimyasal
mekanizmalarda aksamalara neden olmasi pek ¢ok caligma ile ortaya konmustur.
Hatta bunlar i¢inde kanserojen olanlar bile (6rnegin; benzopryn, 2- toludin,
akrilonitril, 4-aminobiyofenil, benzen, hidrazin, arsenik, kromium ve kadmiyum)

saptanmugtir [42].

Alkoliin icerisinde de kanseri hizlandiran maddeler vardir. Alkol, agiz,
girtlak ve yemek borusu kanserine yol acan maddelerden biridir [7, 43]. Sigara ve
alkol birlikte tiiketiliyorsa, akciger ve yemek borusu kanseri riski biiyiik olgiide
artmaktadir. Yalnizca sigara ya da yalnizca alkol kullanan kisilerde bile yemek
borusu kanseri goriilme orani, kullanmayanlara gore 6 kat daha fazladir. Hem alkol
hem sigara kullananlardaysa bu risk kullanmayanlara gore 40 kat daha fazla
olmaktadir [7]. Sigara icilmesi ile basta akciger kanseri olmak iizere bazi kanser

tiirleri arasindaki iliskiler bilinmektedir [21].

Bir¢ok calisma asbestos, benzen, benzidin, kadmiyum, nikel veya vinil

kloride maruz kalmanin akciger kanser nedeni oldugunu gostermektedir [34].
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Arsenik genotoksik etkilidir ve 6zellikle karaciger, mesane, deri ve akciger

kanserlerine yol agmaktadir [44].

1.5.7. Besinler

Aldigimiz gidalar da kanser olusumunda etkilidir. Hangi gidalarin kesin
olarak kanserle iliskili oldugu bilinmemektedir. Yagh yiyeceklerden ve fazla
proteinden kaginmanin, kanser riskini azalttig1 diisiiniilmektedir. Asir1 et yemenin,
Ozellikle bagirsak kanseri riskini artirdigini gosteren bulgular vardir. Meyve ve
sebze bakimindan zengin diyetlerse, kanser riskini azaltmaktadir. Diger bir goris de,

gidalarin bagisiklik sistemini etkileyerek kanseri engelledigi ya da baglattigidir [45].

1.6. Tiirkiyede Ve Diinyada Kanser

Gegen 20 yildan fazla siiredir ¢esitli kansere bagli genlerin karakterizasyonu
ve tanimlanmasi ile insan kanserinin molekiiler patojenitesinin anlagilmasina karsi
onemli gelismeler olmustur [24]. Kanser etiyolojisinde genetik ve c¢evresel
faktorlerin ¢ok biiylik 6nem tasidiklari bilinmektedir [46, 47]. Kanser goriilme
sikligr cografi bolgelere ve etnik gruplara gore degiskenlik gostermektedir [46].
Gelisen iilkelerde akciger kanseri, kanser 6liimlerinin basinda gelen nedendir. Her
yil 1.2 milyon kisiye akciger kanseri teshisi konulup, 1.1 milyon kisi de bu hastalik
nedeni ile 6lmektedir [6]. Diinyada en sik kanser 6lim oranit Liiksemburg'da
100.000 de 311, en diisiik kanser 6liim oraninin rapor edildigi iilkeyse 100.000 de
38’le El Salvadordur [48]. Kanser, Tiirkiye'de 1982 yilinda 1593 sayili Umumi
Hifzisthha Kanunu'nun 57. Maddesi geregince '"bildirimi zorunlu hastaliklar
listesi"ne alinmig olmasina ragmen iilkemizde gercek kanserli sayist hig
bilinmemektedir [49].  Saglhik Bakanligi'min verilerine gore {iilkemizde kalp
hastaliklarindan sonra en sik 6liim sebebi kanserdir [50]. Ulkemizde, 1-14 yas arasi

cocuk oliimlerinde kanser besinci siradadir [7]

1993 yilinda Saglik kuruluslarindan Kanserle Savas Dairesi'ne bildirimi

yapilan kanser vakalarinin incelenmesi sonucunda 23100 kanser vakasinin 22079'u
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degerlendirilmis (¢ift veri girisi ayiklandiktan sonra) ve iilkemizde kanser orani yiiz
binde 36.7 olarak tespit edilmistir. Yapilan aragtirmalara gore yiiz binde 100-150
olmast gerektigi hesaplanan Tiirkiye genelinde beklenen kanser oranina
ulasilamamustir [49]. Tiirkiye'de kanser goriilme siklifi, en az yiiz binde 100 olarak
hesaplanmaktadir. Bu da yilda en az 75 bin yeni kanser hastasi anlamina
gelmektedir [7]. Tirkiye'de Saglik Bakanligi'min verilerine gore en sik goriilen
kanser tiirleri erkeklerde akciger, mide, lenfoma, girtlak, 16semi ve deri, kadinlarda
da meme, rahim, mide, akciger, 16semi ve lenfomadir. Ulkemizde kanser 6liimleri en
cok 55-65 yas araligindadir. Akciger ve meme kanserinden dliimler, yillar igerisinde

artis gosterirken, mide kanserinden olan dliimlerse giin gectik¢e azalmaktadir [7, 49].

1.7. Akciger Kanseri

Baz1 genlerin, 6zellikle de karsinojen metabolizmasi ile iligkili genlerdeki
kalitsal polimorfizmin ¢esitli ¢evresel etkenler ile degisimi sonucu bireyde akciger
kanseri gelisme olasilifinin arttigi gosterilmistir [3]. Akciger kanserleri baskin
onkogenler veya tiimor baskilayici genlerin g¢esitli genetik veya epigenetik
degisikliklerini iceren ¢ok asamali bir siirecten sonra gelisir [51]. Timor baskilayic
genin fonksiyon kayb1 insan akciger kanserinde kritik bir adimdir [52, 53]. Akciger
kanseri ile ilgili aktivite gosteren onkogenlerin 6 familyas1 vardir: En 6nemlileri Ras
(H-ras, K-ras, N-ras) ve Myc (N-myc, C-myc, L-myc)'dir [20]. Klinik olarak akciger
kanseri gelisene kadar 10-20 adet genetik hasarin olusmasi gerektigi bilinmektedir

[3, 24]. Akciger kanseri olusumunda baglica genetik olaylar s6yle siralanabilir:

I. Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu

II. Tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu

III. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorev alan genlerde ortaya cikan
degisiklikler

IV. DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler

V. Biiylime faktorleri ve reseptorlerine iliskin degisiklikler [3, 20].
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Sigara igcmek akciger kanserini tetikleyen en biiyiik nedenlerinden biri olarak
bilinir ve vakalarin yaklasik %90’s1 sigara ile baglantilidir. Giinde igilen sigara
miktari, yas ve cinsiyet ile akciger kanseri riski arasinda dogru bir orant1 vardir [54].
Sigaranin kanserojen etkisi akciger kanserine neden olan genlerle ilgili birgok
degisiklikten kaynaklanan tiimor olusumuyla ortaya c¢ikar [55]. Ancak akciger
kanserlerinin %10'uysa hi¢ sigara icmeyen kisilerde goriilebilmektedir ve %1°lik
kisminin ise pasif sigara dumaninin neden oldugu bulunmustur [46]. Akciger
kanseri, bilindigi tizere olduk¢a 6ldiiriicli bir hastaliktir. Bu hastaliga yakalananlarin
ancak %15 kadar1 5 yil yasayabilmektedir [7, 54]. Molekiiler teshisler yardimi ile
akciger kanserinin objektif ve sistematik tanisi kesin olarak yapilabilir [56]. Ancak
akciger kanserli hastalarin %70’inden fazlasinda kanser teshisi, hastalik ¢ok ilerlemis
durumda iken konulabilmektedir. Bu nedenle, hastalik teshisi konulduktan sonra
hastalarin tedavi edilmesine firsat kalmadan hastalar ¢ok kisa siire icerisinde

hayatlarini kaybetmektedirler [57].

Akciger kanserlerinin %90-95’1 brons ylizey epitelyumundan ve brong
mukoza salg1 bezlerinden kaynaklanir [58]. Akciger kanseri 2 tip histolojik gruba
ayrilir [49]. Kiigtik hiicreli akciger kanseri (KHAK, SCLC, %7-25) ve kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri (KHOAK, NSCLC, %5-15). Cizelge 1.1°de akciger
kanserinde KHAK ve KHOAK’da gorilen baglica genetik degisiklikler
gosterilmigstir.  Kiiglik hiicreli karsinoma biiyiik ¢ekirdekli lenfositlere gore daha
genis hiicrelere sahiptir. Sitoplazmik oranlar1 ve ¢ok ince boliinmiis kromatinleri ve
onemsiz nukleuslara sahiptirler. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHOAK)
bliyiik hiicrelerden olusur ve farklilasmamis hiicreler diger tiplerin kriterlerine
uymazlar [59]. KHOAK’nin tedavide ve tanimlanma hususunda yardimci olacagi
icin alt tiplerine ayrilma geregi duyulmustur [60]. Bu sepepten dolay1
adenokarsinom (%10-25), skuamoz hiicreli kanser (%40-60), biiyiik hiicreli akciger
kanseri seklinde olmak iizere 3 biiylik alt gruba aynlmistir [57, 58, 61].
Adenokarsinoma, salgi bezi veya musin salgilarinda goriiliir. Skuamoz hiicreli
kanser, keratin formasyonu gosterir ve hiicreler aras1 kopriilerde goriiliir [59]. Bu 4
tip klinik ozellikler, tedaviye cevap ve hastaligin seyri hakkinda tahminde
(prognosis) farklilik gosterir. Fakat bu tiplerin dagilimi sigara igenler ve igmeyenler

arasinda degisir [54]. Akciger kanserinin histolojik tiplerinde skuaméz hiicreli
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kanser ve kiiciik hiicreli karsinomalar, adenokarsinomaya oranla sigara i¢imi ile
baglantili olarak daha sik ortaya ¢ikmaktadir [62, 63]. Fakat adenokarsinoma sigara
icen ve igmeyen kisiler fark etmeden, kadinlarda erkeklere oranla daha sik
gorilmektedir. Hic sigara icmeyen akciger kanserli hastalarda adenokarsinoma en

stk gdzlenen histolojik tiimor tipidir [64-66]

Cizelge 1.1. Akciger Kanserinde goriilen baslica genetik degisiklikler

KHAK KHOAK
Kromozom 3p (LOH) ++++ +++
Kromozom 5q(LOH) +++ ++
p6 mutasyon - ++
p53 mutasyon +++ T+
Rb mutasyon +++ +
L-myc amplifikasyonu + -
N-myc amplifikasyonu + -
c-myc amplifikasyonu + +

KHAK: Kiiclik hiicreli akciger kanseri, KHAOK: Kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri, LOH: Heterozigozite kaybi, Rb: Retinoblastoma, ++++: Cok fazla
ekspresyon, +++: Fazla ekspresyon, ++: Orta dereceli ekspresyon, +: Az ekspresyon,
-: ekpresyon yok [67].

Tiirkiye’deki akciger kanser olgularinin % 90.4” i erkek, % 9.6’s1 kadindir ve
% 79.5’ini kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHOAK / NSCLC) teskil
ederken % 20.5°1 de kiiciik hiicreli akciger kanseridir (KHAK / SCLC) [68].
Ulkemizde akciger kanserleri icinde adenokarsinomlarin oram artis egilimindedir
[66, 69, 70]. Epidermoid karsinom, kiigiikk ve biiyilk hiicreli karsinom sayisi
erkeklerde, 1980’lerin ortalarindan itibaren diismeye baslamistir. Kadinlarda ise tiim

histolojik tiplerdeki akciger kanseri sayisinda artis mevcuttur [71].

1912°de tip kitabinda William Ostler, ‘akcigerde tiimdr olusumunun

gozlenmesi nadirdir’ demistir [72]. Oysa giiniimiizde akciger kanseri, diinyada ve
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Tiirkiye’de kansere bagli Oliimlerin en basinda gelmektedir [73-75]. Gelismis
tilkelerde akciger kanserine bagli 6liim oranlar1 azalmaktayken gelismemis iilkelerde
giin gectikge artmaktadir [76, 77]. Dinya capinda akciger kanserinden 6liim
sebepleri erkeklerde ilk sirada, kadinlarda da g6giis kanserinin ardindan gelmektedir

[53, 78].

Avrupa ve Amerika’da yapilan c¢alismalara gore erkeklerde, Kuzey
Amerika’da ve Avrupa’nin Dogusunda akciger kanseri en yiiksek oranlarda iken
kadinlarda bu yiiksek oran Giliney Amerika’da ve Avrupa’nin Giiney ve Batisinda
yaygin olarak goriilmektedir. Avrupa’da 2000 yilinda yaklasik olarak 375000 akciger
kanser hastasinin 3030001 erkek, 72000’i kadin olarak tahmin edilmektedir. Oliimle
sonuglananlarin sayisi ise yaklasik olarak 347000 (280000 erkek, 67000 kadin ) dir
[79].

Ulkemizde ise akciger kanseri erkekler arasinda % 26.3 ile birinci 6liim
nedeni iken kadinlarda % 4.5 ile dordiincii 6liim nedeni arasindadir ve akciger
kanseri vakalarina 56.2 ile 60.9 yaslar1 arasinda daha sik rastlanmaktadir. Fakat son
yapilan calismalarda akciger kanser hastalarinin %10-15’inin 50 yas altinda oldugu

saptanmigstir [66].

1.7.1. Akciger Kanser Etmenleri

Sitogenetik ve karsilastirilmali genomik hibridizasyon caligsmalari, timor
baskilayict1 genler ve proto-onkogenlerin degisikliklerinin akciger kanserinin
meydana gelmesinde ve ilerlemesinde 6nemli oldugunu gostermistir [80]. En biiyiik
sebep sigara igmek olup kadmlarin %75’inde ve erkeklerin %90’inda akciger
kanserinden sorumludur [6]. Hem aktif hemde pasif sigara iciciligi akciger
kanserinin gelisiminde énemli risk faktoriidiir [81]. Endiistriyel ve ¢evresel alandaki

agir metaller, petrol kimyasallar1 gibi karsinojenler de akciger kanseri nedenidir [36].

20. yy. baslarinda yiiksek oranda radon gazi ve radyoaktif gazlara maruz

kalma ile akciger kanseri arasinda iliski oldugu tespit edilmistir [82]. 1943 yilinda
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Alman bilim adamlar1 asbestosu akciger kanseri etkeni olarak agiklamiglardir [38].

1.8. 3p21 Kromozom Bolgesi Ve Onemi

3p21 deki kromozom kayiplar1 akciger, mide tiimorleri ve gogiis kanserlerini
igeren farkli tiimor tiplerinde genis c¢apta tanimlanmistir. Ayrica birgok timor
tipinde kromozom 3’te siklikla ortaya ¢ikan kayiplar nedeniyle bu bolgenin bir veya
birden fazla sayida tiimor baskilayici gen icerdigi giiclii kanitlarla vurgulanmistir [25,
51, 83]. Yapilan ¢alismalar sonucunda insan kromozom 3p21.3 bdlgesinin 120kb’lik
homozigot delesyon boélgelerinde bir grup (CACNA2DA, PL6, 101F6, NPRL2,
BLU, RASSF1, FUS1, HYAL2 ve HYALIl) aday timor baskilayict gen
tanimlanmistir [51]. Kromozom 3’iin kisa kolundaki delesyonlar akciger kanserinde
en stk gbzlenen genetik degisikliklerdir. Bu 3p kromozomundaki genlerin kesfi
kismi olarak teshis ve tedavi icin yararli olabilir. Ciinkii 3p kromozom degisiklikleri
akciger kanserinin erken safhalarinda ortaya c¢ikmaktadir [84]. Aynmi zamanda
akciger kanserinde siklikla, 1p, 2q, 3p, 4p, 49, 59, 69, 8p, 9p, 10q, 11p, 13q, 18q ve
21q kromozomlarinda da delesyonlara rastlanmaktadir. Son zamanlarda Girard ve
arkadaslar1 [85] 399 tane microsatellit marker kullanarak genom c¢apinda yaptig
arastirmada 36 akciger kanser hiicre hattinda LOH saptamistir [20]. Bu rapora gore
Ip, 3p, 4p, 49, 59, 8p, 9p, 9q, 10p, 10q, 13q, 15q, 17p, 18q, 19p, Xp and Xq
kromozomal bolgeleri siklikla delesyona ugramaktadir. 2p23, 8q24, 18ql1 ve Xq22
kromozomlarinda yeni bulunan homozigot delesyonlarda bu kromozomal bolgelerde

de yeni timdr baskilayici genlerin var olabilecegini vurgulamaktadir [86].
KHAK’nin %90’ mndan fazlasinda ve KHOAK’nin % 50-80 arasinda

incelendiginde kromozom 3’de kismi allelik kayiplar gozlemlenmistir.  3p

delesyonlar1 gogiis, bobrek, bas, boyun, igeren cesitli kanserlerde de gozlemlenmistir

[52, 84].

KHAK’de, p53 ve Rb tumor baskilayic1 genlerin inaktive oldugu
gosterilirken, p53 ve p16 siklikla KHOAK’de inaktive olmaktadir [87, 88].

Bu nedenle 3p tiimor baskilayict genlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu
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akciger kanserinin tedavi ve teshisinde yeni hedeflerin gelistirilmesinde ilk adim
olacaktir. Bu bolgedeki timor baskilayici gen aramalart 20 yili askin stiredir ¢ok
genis arastirmalarla devam etmektedir ve ¢ok kisa siire i¢cinde bu bolgede ki bir¢ok

genin haritalanmasi ve karakterizasyonu tamamlanmis olacaktir [52].

1.9. TUSC2 (Tumor Supressor Candidate 2: Tiimor Baskilayici Aday
Gen 2) ve TUSC4 (Tumor Supressor Candidate 4: Tiimor Baskilayic1 Aday Gen
4) Genleri

TUSC2 ve TUSC4’iin biyoinformatik araglarla yapilan ilk analiz sonucunda
akciger kanserine neden oldugu tahmin edilen timor baskilayict adayr genlerinden
oldugu tespit edilmigtir. TUSC2 ve TUSC4 genleri sekil 1.1’de goriildiigi gibi
3.kromozomun p21.3 bandinda yerlesmis haldedir. TUSC2, 3.3 kilobaz (kb)
uzunlugunda 3 ekzondan olugmakta olup, mRNA biiyiikligi de 1691 baz
uzunlugundadir. FUST gen ailesinin i¢inde bulunmaktadir [89]. TUSC4 geni ise, 3.3
kilobaz (kb) uzunlugunda ve 11 ekzondan olusmaktadir. mRNA 1441 baz
uzunlugundadir. BLAST analizine goére TUSC2 3.3kb biiyiikligiindeki fare (Mus
musculus) Fusl genine, TUSC4 ise sican (Rattus norvegicus) Tusc4 proteinine

benzemektedir [90].
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Sekil 1.1. TUSC2 ve TUSC4’{in lokalizasyonu [91].



1.10. Tusc2, Xq21 Ve Y Kromozomunun Par Bolgesi

Y kromozomunun her iki ucunda psdédootozomal bolgeler (pseudoautosomal
regions:PARs) olarak adlandirilan bolgeler vardir. Bu bolgeler X kromozomu ile
homoloji gostermekte ve mayoz sirasinda X kromozomu ile baglant1 kurarak yeniden

diizenlenmektedir [2].

Sekil 3.8’de gorildiigii gibi Y kromozomu PAR bolgesi, TUSC2 geni,
Xg21’in (15322289.nt — 15323215.nt) birbirine olan benzerliginin % 80’den fazla
oldugu saptanmustir. Xq21 (15322289.nt — 15323215.nt) ve TUSC2 gen bolgesinin
birbiri ile %92’lik bir benzerlik gostermektedir. X kromozomunun, 15322289.nt —
15323215.nt arasinda biyoinformatik araclar yardimi ile tarama yapildiginda bu
bolgede heniiz tanimlanmis bir gen olmadigi karsimiza ¢ikmaktadir. TUSC2 gen
bolgesi ile bu bolgenin birbirine ¢ok yliksek oranda benzemesi sonucunda bu
bolgenin de kanserlesme siirecinde aday geni icerebilecegi veya TUSC2 geninin bu
noktaya transpozisyon sonucu baglanmis olma ihtimalinin s6z konusu oldugu

distiniilmektedir.

1.11. X Kromozomu Ve Kanser

Insan genomunda yaklasik 2.85 milyar baz ¢ifti ve 23 ¢ift kromozom vardir.
Bu kromozomlara dagilmis, yaklasik 20-25 bin tane protein kodlayan gen mevcuttur
[92]. Genler, organizmadaki islevsel molekiiller olan proteinleri kodlarlar. Biitiin
genomun ancak yaklasik %2’sini olusturan genlerin igerdigi dizim hatalar
(mutasyonlar), organizmalarda yap1 ya da islev bozukluklarina, bir baska deyisle

hastaliklara neden olabilirler.

Her iki eseye ait hiicrelerde esit sayida otozomlarin olmasina karsin, normal
bir kadinda iki X, normal bir erkekte sadece bir X olmas1 6zgiin bir durumdur. Disi
bireyler, X kromozomlarindan iki kopyaya sahip olmalarindan dolayi, X’e bagli gen
triinlerini de iki kat fazla {liretme potansiyeline sahiptirler [2]. X kromozom

inaktivasyonu (XCI), memeli erkek XY ve kadin XX arasinda, X-baglantili genlerin
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dozlarina karsilik ortaya ¢ikan bir siirectir ve XCI bolgesi asil kontrol birimidir. Bu
stire¢ kadinlarda embriyonik gelisimin erken donemlerinde iki X kromozomundan

bir tanesinde transkripsiyonel engellemeden olugmaktadir [93].

Diizensiz X kromozom inaktivasyonu (Skewed X Chromosome Inactivation:
SXCI) ile ilgili birka¢ tane mekanizma 6ne siiriilmiistiir ve bu mekanizmalarin 6nemi
hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. 1999 yilinda Buller ve ark. [94] SXCI’nin
yumurtalik kanseri ve BRCA1 mutasyonlar1 ile baglantili olabilecegi gosterilmistir
[95]. Kristiansen ve ark. [96] gen¢ gOgiis kanserli bireylerin kan hiicrelerinde
yapilan calismada SXCI sikliginin artmasina paralel olarak erken donemde gogiis
kanserinin gelisimi ile alakali olabilecegi one siiriilmiistiir. Son yapilan ¢alismalarda
60 yas ve daha yasli olan kadinlarda, geng bireylere oranla SXCI frekansinin daha
yiiksek oldugu saptanmistir [97].

Kadinlarda kan hiicrelerindeki SXCI, erken donemde akciger kanserinin
gelisimi ile alakalidir. Akciger kanseride dahil olmak iizere bazi1 kanser tiplerine
yatkinligin saptanmasinda kadinlarda X kromozomu inaktivasyonunun izlenmesi

yararli olabilecektir [95]

Buller ve ark.[94] raporlarin da, BRCA1 mutasyonlarinda ve ovaryum
kanserlerinde kadinlarin somatik dokusundaki X-kromozom inaktivasyonunun
rastgele olmadigint buldular. Bu arastirmacilarin. ilging dnermesine gore, rastgele
olmayan inaktivasyonlar gozlendiginde, X kromozomunda aday tiimdr baskilayici
genlerin var olabilecegini ve bu nedenle kanser gelisiminin gozlendigi saptanmistir

[95, 97].

Erkek bireyler ise ¢ekinik (resesif) kalitsal hastaliklara yakalanma acisindan
daha sanssizdirlar. Tek X kromozomu tasimalari, o kromozomdaki bir gendeki
bozuklugun hastalik olarak kendini gdstermesine yol agar. Ornegin, Duchenne tipi
kas hastalifi (Duchenne Muscular Distrophy: DMD) 3300 erkek ¢ocugun birinde
goriilmesine karsin, bu hastalik kizlarda yok denecek kadar azdir. Anne ve tastyici
kiz kardeslerin ogullarinda hastaligin ¢ikma olasilig %50°dir. X kromozomu gegisli

baska genetik hastaliklara / bozukluklara oOrnek olarak hemofili (kanin
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pihtilagmamasi ) ve renk korliigiinii 6rnek olarak verilebilir [98].
Mart 2001°de, NCBI’ daki SNP veribankasinda (dbSNP) X baglantili SNPs

sayisinin 1844 tane oldugu saptanmistir.  Bu dizilerin orjini (kokeni) analiz

edildiginde 141 tane ekspres olan diziden 99 tanesi farkli gene karsilik gelmistir [93].
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2. MATERYALLER VE METODLAR

2.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasallar, Merck, Sigma, Fermentas,

Carlo Erba, Applichem ve Biobasic’ten yerli firmalar araciligiyla temin edilmistir.

2.2. Kullanilan Ornekler

Arastirmada, kontrol grubunu 21 — 79 vyas araliginda ki 9 birey
olusturmaktadir. Bu bireyler her iki cinsiyetten, kanser gecmisi bulunmayanlardan
ve kanser teshisi konulmayanlardan olusmaktadir. Kanser hastalarina ait kan
ornekleri ise 19 — 69 yas araliginda kanser teshisi konmug 12 goniillii bireyden temin

edildi.

2.3. Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan ependorf tiipleri, PCR tiipleri, pipet uclari, cam
malzemeler, ¢ozeltiler (SDS hari¢) ve 1siya dayanikli diger malzemeler calismaya
baslamadan 6nce 121 °C’de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak
steril edildi. Caligmaya baglamadan once pipetler ve ¢alisilan ylizey %70’lik alkol

ile temizlendi.

2.4. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Hasta ve saglikli bireylerden alinan kanlardan genomik DNA (gDNA)
izolasyonu i¢in Miller ve arkadaslar1i [99] tarafindan gelistirilen metot bazi
degisiklikler yapilarak kullanildi. Bu metoda gore, 400 uL EDTA’I1 kan 1,5 mL’lik
eppendorf tiipiine kondu, {izerine 1000 pL distile su pipetle eklendi ve 5 dakika iyice
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vorteks yardimu ile galkalandi. 10 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Ustteki sivi
dikkatlice pipetle ¢ekilerek atildi. Cokelti tizerine 1000 pL distile su eklendi ve iyice
calkaland1. 10 dakika 3500rpm’de santrifiij edildi. Ustteki siv1 dikkatlice pipetle
cekilerek atildi. Cokelti tizerine 250 pL ¢ekirdek lizis tamponu (Cizelge 2.1), 20 uL
% 10’luk SDS ve 20 pL Proteinaz K (10 mg / mL) eklendi ve tiip alt-iist edilerek
karistirildi.  Eppendorf tiip 72 °C’deki su banyosunda 10 dakika bekletildi.
Eppendorf tiipe 175 pL doymus amonyum asetat (Cizelge 2.1) eklendi ve 60 saniye
vorteks yardimui ile ¢alkalandi. Oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. 4500 rpm’de
20 dakika santrifiij edildi. Ustteki stv1 steril bir eppendorf tiipiine aktarild: ve iizerine
2 kat1 oraninda saf veya %95’lik etanol eklendi. Eppendorf tiip yavasca alt-iist
edildi. DNA’nin belirmesi gozlendi. 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ustteki stvinin tiimii pipetle atild1 ve ¢okelti iizerine 250 pL % 75°lik etanol ilave
edilerek ¢okelti yikandi. 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki sivinin
tiimii pipetle atildi, ¢okelti havada 45-60 dakika kurutuldu ve iizerine 50 pL distile su

eklenerek c¢okelti ¢oziildii.

Cizelge 2.1. Genomik DNA (gDNA) izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler ve
ozellikleri.

Cozelti Kompozisyonu, Ozellikleri ve Hazirlanis:

22.2 g NHsAc, distile su ile 30 mL’ye

Doymus Amonyum tamamlandi. Magnetik karistiricida yaklasik 40 °C’de
Asetat (NH4Ac) ¢oziildii. Filtrasyon yardimi ile steril edildi.

+4 °C’de saklandu.

100 pL Tris Base(10 mM),
4 mL NaCl (400 mM)
40 puL Na,EDTA (2 mM)

Cekirdek Lizis Tamponu
(bHL. 8.2) 5860 uL distile suda ¢oziildii.
121°C’de 20 dakika (1,02 atm basingta)
otoklavda steril edildi.
+4 °C’de sakland.

Proteinaz K 18 mg/mL stok enzimden 566 pl alindi ve
iizerine 444pul.distile su eklendi. (10 mg/ mL)

Etil alkol % 70 ve % 100 likk. Belirtilen oranda steril su eklendi.

24




Ayn1 zamanda yukaridaki DNA izolasyon metodunun yani sira
Qiagen firmasina ait DNeasy Blood Mini Kit (Katalog No: 51104) daha hizli ve
kaliteli sonu¢ verme ihtimalinden dolayr kullanildi ve izolasyon, kitin kullanma

kilavuzu takip edilerek yapildi.

2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler yerli sirketler araciligiyla
Integrated DNA Technologies (A.B.D.) firmasindan temin edildi. PCR’da
kullanilacak malzemeler ¢alisma esnasinda buz iizerinde muhafaza edildi. PCR son
reaksiyon hacmi 50 pL olacak sekilde Tablo 2’deki bilesenler bir PCR tiipiine
konuldu. PCR tiipiine konan bilesenlerin iyice karismasi i¢in ¢ok kisa bir siire (1-2
saniye) santrifiijleme yapildi. Tiipler PCR cihazina yerlestirildi. Asagidaki PCR

dongii kosullar segilerek reaksiyon baglatildi.

94 °C 5 dakika 1 devir
94°C  45saniye —

50°C 45 saniye 35 dongi
72 °C 2 dakika |

72°C 15 dakika 1 devir
+4°C 30 saat

Aynm1 gDNA’yla farkli primerler kullanilarak farkli PCR reaksiyonlar
gerceklestirildi. PCR reaksiyonlarinin standard kosullarda 1.5 kb’lik iiriin verecek
sekilde dizayn edilen primerlerle ¢ok diisiik verimle calisdigi 1 kb’lik primerlerle
daha yiiksek verimle ¢alistigi tespit edildi.
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Cizelge 2.2. PCR reaksiyonlarinda kullanilan bilesenler

Tampon(NH4SO4)
MgClz
dNTP

Primer L

Primer R

gDNA

Tag polimeraz

Distile su

2.5.1. PCR Optimizasyonu

2.5.1.1. Primerlerin Dizaym

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilmak iizere, TUSC4 geni, TUSC2
geni, ve Xq21 bolgesi i¢in spesifik primerler, primer3 biyoinformatik programi [100]
kullanilarak dizayn edildi ve NCBI web sayfasindanda blast programiyla [101]
kontrolleri yapildu.

2.5.1.2. Primerlerin Sulandirilmasi (Coziindiiriilmesi)

Primerler laboratuvara gelir gelmez veya —20 °C dolabindan ¢ikartildiktan
sonra yaklasik 15 sn. 12000 rpm’ de santrifiij yapilarak kuru ¢okeltinin tiipiin dibinde
toplanmasi saglandi. 1 mL. TE eklenerek 2 dakika alt-iist edildikten sonra 15 sn.
vorteks yapilarak sulandirildi ve kullanilmaya hazir hale getirildi. 1 mL TE i¢inde
sulandirilmis olan primerler toplam satin alman nmol miktar1 kadar pM
konsantrasyonda ki ilk stok c¢ozeltileri haline doniistiiriildi. 200 pL’lik 5 uM’lik
calisma solusyonlart Cizelge 2.5, 2.8, 2.11 ve 2.14’de gosterilen konsantrasyon
hesaplamalarina gore hazirlandi. Asagidaki cizelgelerde (Cizelge 2.4, 2.7, 2.10,

2.13) PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve Tm degerleri goriilmektedir.
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PCR reaksiyonunda kullanmak i¢in tiim primerler, 50 uL’de 0.5 uM olacak sekilde

hazirland1 ve son hacmi 50 pL olan PCR reaksiyonu i¢in 5 pL primer eklendi. PCR
reaksiyonlar1 i¢in TUSC4 (Cizelge: 2.4), TUSC2 (Cizelge: 2.7), GAPDH (Cizelge:
2.8), X (Cizelge:2.13), TXq21 (Xq21), (Cizelge:2.16) genleri ile ilgili olarak PCR

konsantrasyon ve bilesenlerinin hesaplamalari gosterilmistir.

2.5.1.3. TUSCH4 ile Ilgili PCR Optimizasyonlari

TUSC4 c¢ogaltimi (amplifikasyonu) i¢in primerlerin hazirlanmasi1 Cizelge

1.4°de belirtildigi gibi yapildi. Cizelge 1.4, TUSC4 primerlerinin niikletotit dizileri,

Tm degerleri ve yiizde GC oranlarim1 gostermektedir.

Cizelge 2.3. Primerler konsantrasyonlarinin hesaplamalari stok.

Primer (TUSC4) I1k Stok Molaritesi Calisma solusyonu
TUSC4 (1350bp)-L 26.20 uM 38 uL stok + 162 uLL TE
TUSC4 (1350bp)-R 35.40 uM 34 uL stok + 166 uL TE
TUSC4 (1kb)-L 32.40 uM 31 uL stok + 169 uL TE
TUSC4 (1kb)-R 29.40 uM 34 pL stok primer + 166uL TE

Cizelge 2.4 ’de goriildiigli gibi primer ¢iftlerinin Tm degerleri birbirine

oldukca yakin olarak dizayn edildi. Boylece baglanma (annealing) asamasindaki

veriminin her iki primer i¢in ¢ok yakin olmasi sagland1

Cizelge 2.4. TUSC4 primerlerinin niikleotit dizileri, Tm ve % GC degerleri

Primerler Niikleotit dizileri (5’- 3’) Tm % GC
TUSC4(1350bp)-L TCGAGGCTGTCTCTGACAAG 59.28 C° 55.00
TUSC4(1350bp)-R GCTGTTTGAAATGGATGTCTTT | 58.24 C° 36.36
TUSC4(1kb)-L CTGGGACCCAAGATCACCTA 59.92 C° 55.00
TUSC4(1kb)-R CATAGCTGTGGCAGCCTGTA 60.03 C° 55.00
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TUSC4 gen bolgesini ¢cogaltmak i¢in Cizelge 2.5’ da belirtildigi oranda PCR

bilesenleri kullanildi.

Cizelge 2.5. TUSC4 primerleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonlarinda

kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari.

Bilesenler Konsantrasyon
6 uL NH4SO4 Tampon 10 X
3 uL MgCl, 25 mM
4 uL dNTP 2.5 mM (her biri)
5 uL sol (5) primer (L) 10 pmol /uLL
5 uL sag (3’) primer (R) 10 pmol /pLL
0.6 uL taq polimeraz S unite / uL

3 uL kalip DNA

20— 100 ng / puL

23.4 uL distile diiyonize (dd)

su

2.5.1.4. TUSC2 ile Ilgili PCR Optimizasyonlari

TUSC2 gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in primerlerin hazirlanmasi Cizelge

2.6’da belirtildigi gibi yapildy.

Cizelge 2.6. Primerler konsantrasyonlarinin hesaplamalari.

Primer i/}?)ll(ari tesi Calisma solusyonu
TUSC2(1600bp)-L 27.3 uM 37 uL stok + 163 uL TE
TUSC2(1600bp)-R 24.2 uM 41 pL stok + 159 uL TE
TUSC2(1kb)-L 28.6 uM 35 uL stok + 165 uL TE
TUSC2(1kb)-R 29.3 uM 34 pL stok + 166 uL. TE

28




Cizelge 2.7° de TUSC2 genine 6zel olarak dizayn edilmis olan 1.6 kb ve 1 kb

iiriin veren primerlerin niikleotit dizileri, Tm ve %GC degerleri gosterilmistir.

Cizelge 2.7. TUSC2 niikleotit dizileri, Tm ve %GC degerleri.

Primerler Niikleotit dizileri( 5’- 3’ ) Tm (°C) % GC
TUSC2(1650bp)-L | CTGGGGCAGGTTATGGTAGT 58.93 55.00
TUSC2(1650bp)-R | TTGAAATTGAACAAATAACACAACAG 59.43 26.92
TUSC2(1kb)-L GTGTGGCTTCCATTGAGGAG 60.66 55.00
TUSC2(1kb)-R TCAGACTCTGCCACGACATC 59.99 55.00

TUSC2 geninin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR reaksiyon bilesenleri

Cizelge: 1.9’ da goriilmektedir.

Cizelge 2.8. TUSC2 primerleri ile yapilan PCR reaksiyonlarinda kullanilan
bilesenler ve konsantrasyonlari.

Bilesenler Konsantrasyon

6 uL NH4SO4 Tampon 10 X

3 uL MgCl, 25 mM

4 uL ANTP 2.5 mM (her biri)

5 uL sol (57) primer (L) 10 pmol/puLL

5 uL sag (3’) primer (R) 10 pmol/uLL

0.5 pL taq polimeraz 5 iinite / uL

3 uL kalip DNA 20—-100 ng /uL
23.4 pL distile diiyonize (dd) su -
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2.5.1.5. Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) ile Tlgili

Optimizasyonlar

PCR reaksiyonlarinda GAPDH her hiicre ve dokuda siirekli esit
seviyede ekspres oldugu icin pozitif kontrol olarak kullanildi [102]. GAPDH
primerlerinin  Cizelge 2.9’da goriildiigli gibi primerlerin  konsantrasyonlari

hesaplanarak ¢alisma solusyonu elde edildi.

Cizelge 2.9. Primer konsantrasyonunun hesaplamalari.

Primer Molaritesi Calisma solusyonu
GAPDH-7335 5 uM 38.02 uL primer +162uL TE
GAPDH-7336 5uM 42.9 uL primer + 157 uL TE

GAPDH primerlerinin 6zelliklerine gore (Cizelge 2.10) PCR reaksiyonlari

i¢cin en uygun baglanma sicaklig1 belirlenmistir.

Cizelge 2.10. GAPDH niikleotit dizileri, Tm ve %GC degerleri.

o
Primerler Niikleotit dizileri (5’-3) ™m | *CC
Degeri
GAPDH-7335 | CCCTTCATTGACCTCAACTACATGG 57138 48.00
GAPDH-7336 | AGTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG 61.05 56.52

GAPDH primerleri ile yapilan PCR reaksiyonlarinda en verimli sonug

Cizelge 2.11°de belirtilen bilesenlerin konsantrasyon miktarlar: kullanilarak alindi.
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Cizelge 2.11. GAPDH primerleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonlarinda
kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari.

Bilesenler Konsantrasyon
6 uL NH4SO4 Tampon 10 X
3 uL MgCl, 25 mM
4 uL ANTP 2.5 mM (her biri)
5 uL sol (57) primer (L) 10 pmol/uLL
5 uL sag (5) primer (R) 10 pmol/uLL
0.6 uL taq polimeraz 5 {inite
3 uL kalip DNA -
23.4 distile diiyonize (dd) su -

GAPDH, TUSC?2 ile birlikte PCR’da pozitif kontrol olarak kullanild.

2.5.1.6. Xq21 Kontrol Primerleri (X-Kontrol) ile ilgili Optimizasyonlar
TUSC2’ye benzeyen Xq21 bolgesine (TXg21 olarak kisaltilmistir) ilaveten

Xg21 bolgesine spesifik 1500b¢ uzunlugunda bir ¢ift kontrol primeri daha dizayn
edildi. Bu primerler Cizelge 2.12°deki gibi hazirland.

Cizelge 2.12. Primerler konsantrasyonlarinin hesaplamalari.

Primer ( X) Molaritesi Calisma solusyonu
X-Kontrol- Forward S5uM 30uL primer + 170 uL TE
X-Kontrol- Reverse 5 uM 28 uL primer + 172 uL TE

X-Kontrol primerlerine ait Tm, %GC ve niikleotit dizileri Cizelge 2.13°de
gorilmektedir ve bu degerler PCR reaksiyonlarindaki dongiilerin tasarlanmasinda

olduk¢a 6nemlidir.
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Cizelge 2.13. X-Kontrol niikleotit dizileri, Tm ve %GC degerleri.

1)
Primerler Niikleotit dizileri (5’-3”) Tm /O,GC.
Degeri
X-Kontrol Forward TGGATTTCCCTGTGATCCTC 54.08 50.00
X-Kontrol -Reverse TTCATACCCAGCAGCTCCA 56.12 52.63

X-Kontrol kromozom bélgesini ¢cogaltmak icin Cizelge 2.14° de belirtildigi
oranda PCR bilesenleri kullanild:

Cizelge

2.14. X kromozom primerleri kullanilarak yapilan PCR
reaksiyonlarinda kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari.
Bilesenler Konsantrasyon
6 nL NH4SO4 Tampon 10 X
3 nL MgCl12 25 mM
4 uL dNTP 2,5 mM (her biri)
5 uL sol (5) primer (L) 10 pmol/puLL
5 uL sag (5’) primer (R) 10 pmol/puLL
0.6 uL taq polimeraz 5 linite
3uL kalip DNA -
23.4 distile diiyonize (dd) su -

2.5.1.7. TUSC2’ye Benzer Xq21 Bolgesi (TXq21) Primer Optimizasyonu

arasinda bulunan bolgedeki 1 kb uzunlugunda DNA pargasini

X kromozomunun, Xq21: 15322289-15323215 niikleotit dizileri

(TXq21)

cogaltabilmek amaci ile tasarlanan primerlerin konsantrasyonlar1 Cizelge 2.15°da

belirtilen sekilde hazirlandi.
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Cizelge 2.15. Primer konsantrasyonlarinin hesaplamalari.

Primer (TXq21) Molaritesi Calisma solusyonu
1000 bg lik L primeri 25.1 uM 36.7 uL primer +163.3 uL. TE
1000 bg lik R primeri 30.7 uM 36.7 uL primer + 163.3 uL TE

PCR reaksiyonlar1 sonucunda en verimli sonucu almak i¢in primerler

Cizelge 2.16°deki 6zellikleri dikkate alinarak tasarlandi.

Cizelge 2.16. TUSCm (Xqg21) niikleotit dizileri, Tm ve %GC degerleri.

o
Primerler Niikleotit dizileri ( 5°- 3°) Tm A’(V;C.
Degeri
TXq21-L GTGTGGCTTCCATTAAGGAG 53.30 50.00
TXqg21-R TCAGACTCTGCCATGACATC 54.22 50.00

TXqg21 bolgesine spesifik olarak hazirlanan ve PCR reaksiyonlarina uygun
hale getirilen primerler Cizelge 2.17°de ki bilesen ve konsantrasyonlar kullanilarak

cogaltild.
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Cizelge 2.17. TXq21 primerleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonlarinda
kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari.

Bilesenler Konsantrasyon
6 uL NH4SO4 Tampon 10X
3 uL MgCl, 25 mM
4 uL dNTP 2.5 mM (her biri)
5 uL sol (5”) primer (L) 10 pmol /pLL
5 uL sag (5’) primer (R) 10 pmol /pLL
0.6 uL taq polimeraz 5 iinite
3 uL kalip DNA -
23.4 distile diiyonize (dd) su -

2.6. DNA’nin Analizi

2.6.1. Spektral Yontem

Izole edilen genomik DNA’larm UV spektrometrede 260 (Azs0) nm ve 280
(Ass0) nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiim islemi kuvars
kiivetlerle yapilmistir. Calismamda kullandigim DNA molekiilleri i¢in, 1 OD’nin

50ug/ml’ye karsilik geldigi bilinmektedir. Spektrometrik sonuglara gore ¢ift zincirli

DNA molekiiliiniin miktar tayini, asagidaki formiile gore hesaplanmistir [103].

DNA (ug/mL) = Ay x seyreltme oran1t x 50

DNA’nin saflig1 ise, OD260/0OD280 orani ile hesaplanmistir. Saf DNA i¢in
bu deger 1.8 dir.

2.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi
Goriintillenmesi gereken gDNA ornekleri ve PCR ile ¢ogaltilmis DNA

molekiilleri % 0.8’ lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Bunun i¢in kullanilan

tankin biiyiikliigiine gore tartilan agaroz (0.4 gram) ve 50 mL 0,5 X TBE (Tris-Borat-
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EDTA) erlenmayer i¢ine konuldu, mikrodalga firin yardimiyla kaynatilarak
¢oziilmesi saglandi. Karigim 45-50 °C’ye geldiginde i¢ine 1 pL 10 mg/mL EtBr
(Etidyum bromid) eklendi. Daha onceden tank igine yerlestirilen ve yilikleme
yapabilmek icin kuyucuklar1 olusturan taraklar hareket ettirilmeden karigim tank
icine dokiildii. Yaklasik 30-35 dakika jelin polimerlesmesi beklendi ve polimerlesme

saglaninca taraklar dikkatlice ¢ikarildi.

gDNA ornekleri, 2 uL gDNA, 5 pL distile su, 2 pL yiikleme boyasi olacak
sekilde karistirilarak jele yiiklendi. PCR ile ¢ogaltilmis DNA 6rnekleri ise, 5 pL
PCR firiinii, 1 pL yiikleme boyasi (6X) seklinde jele yiliklenerek 80 Voltta 30-35
dakika yiiriitiildii. Yiriitilen 6rnekler UV 15181 altinda izlenerek jel goriintiileme

sistemi (UVP, Gel Doc-H Imaging System, Ingiltere) ile bilgisayara aktarild

Cizelge 2.18. Agaroz Jel Elektroforezinde Kulanilan Maddelerin Temin Yeri
ve Markalart.

Elektroforez Sistemi Atto(Tokyo, Japonya)

Agaroz Applichem (Almanya)

Tris-Base Sigma (Almanya)

Borik Asit Carlo Erba (italya)

Jel Goriintiileme Sistemi UVP Gel Doc-H Imaging System,
Ingiltere)

Mikrodalga firin Arcelik, Ttrkiye

Elektronik Tart1 Sartorious, Almanya

Cizelge 2.19 : Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler.

5X TBE tamponu pH 8 54g Tris Base,

27.5g Borik Asit,

20 mL 0.5M EDTA (pH 8) tartild1.
Uzeri distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Yiikleme Boyasi GeneRuler™ DNA Ladders (Fermentas Katalog No:
SMO0313)

DNA belirteci (marker) 1kb, GeneRuler™ DNA Ladders (Fermentas Katalog
No: SM0333)
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2.7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

PCR ile c¢ogaltilmis ve jel elektroforezinde yiiriitiilen iirlinler dizi analizine
gonderilmeden once jel ekstraksiyonuna tabi tutuldu. Jel ekstraksiyonu QIAquick
gel extraction Kit (Qiagen, Almanya) protokolii takip edilerek yapildi. Dizi
analizinden gelen sonuglar BioEdit programi [104] ve NCBI web sayfas1 kullanilarak

analiz edildi

2.8. DNA Dizilerinin Biyoinformatik Analizi

Saglikli ve kanser hastasi bireylerden elde edilen 1 kb’lik Xq21 bolgesi DNA
dizileri, BioEdit programinin Sequence Alignment ve Contig Assembly Program
(CAP, dogru dizi tespiti i¢in), DNADist ve DNAPars (benzerlik derecesi ve yakinlik
uzaklik agacinin tespiti i¢in), ve ClustallW (niikletotit polimorfizmini tespit ve

goriintlilemek i¢in) alt programlari kullanilarak analiz edil
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3. BULGULAR
3.1. PCR Sonuglan

3.1.1. TUSC4 Sonuclari

TUSC4’tin saglikli kisilerde amplifikasyonu i¢in bolim 2.5.1.3.’de
belirtildigi gibi primerler hazirlandi. Uygun kosullarda (bkz. Materyaller ve
Metotlar) PCR dongiisti gerceklestirildi.  PCR {riinleri %0.8’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii (sekil: 3.1).

1000b¢
750
500
250

Sekil 3.1. TUSC4 PCR iiriinleri.

3.1.2. TUSC2 Sonuclarn

TUSC2 amplifikasyonu i¢in bolim 2.5.1.4> de belirtilen sekilde PCR
dongiisli icin en uygun kosullar hazirlandi ve PCR iiriinleri %0.8 lik agaroz jel

elektroforezinde yiiriitildii (Sekil: 3.2).

1000be¢
750
500

Sekil 3.2. TUSC2 PCR firiinleri
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3.1.3. TUSC2- Pozitif Kontrol (GAPDH) Sonuclar:

GAPDH kullanilmak {izere yapilan PCR optimizasyonlar1 bolim 2.5.1.5°de
gosterilmektedir. Sekil 3.3 de saglikli kisilerdeki TUSC2 geninin ve GAPDH

geninin PCR {irlinlerinin % 0.8’ lik agaroz jel goriintiisli goriilmektedir.

1000b¢
500b¢

Sekil 3.3. Saglikl1 bireylerde TUSC2-GAPDH agaroz jel goriintiisii
(1,2, 3,4; TUSC2, 1*, 2% 3* 4* GAPDH)

Sekil 3.4°de, % 0.8’lik agaroz jelde kanserli bireylerin TUSC2 ve GAPDH

genlerinin PCR {iriinleri goriilmektedir.

1000 be
750 be
500 bg

Sekil 3.4. Hasta bireylerde TUSC2-GAPDH agaroz jel goriintiisii
(1,2, 3,4; TUSC2, 1*,2* 3* 4* GAPDH)
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3.1.4. TXq21 Bolgesinin, TUSC2 ve GAPDH Ile Karsilastirmah PCR

Sonuglar

TXg21 bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in bolim 2.5.1.6° da belirtildigi gibi PCR
kosullar1 uygulandi. % 0.8’lik agaroz jel elektroforezinde Xq21 gen bolgesinin PCR

tiriini sekil 3.5°de goriilmektedir.

1000 be
750 be
500 be

Sekil 3.5. Xq21 bolgesinin hasta bireylerdeki TUSC2, TXq21, Kontrol
ve GAPDH primerleriyle ¢ogaltilmis PCR sonuglari. (1; TUSC2, 2; TXq21, 3; X-
Kontrol , 4; GAPDH)

3.1.5. TXq21 Bélgesinin PCR Uriinleri Sonuglar

Saglikli (sekil:3.6) ve hasta (sekil:3.7) bireylerde TXqg21 bdlgesinin
(Xq21:15322289-15323215) ¢ogaltilmasi i¢in uygun PCR kosullart kullanildi ve
PCR iiriinleri %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

1000 bg.
750 be.
500 be.

Sekil 3.6. Saglikli kisilerde TXq21 (Xq21:1532228-
15323215)bolgesinin agaroz jel goriintiisii.
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1000 bg.
750 be.
500 bg.

Sekil 3.7. Saglikli kisilerde TXq21 (Xq21:15322289-15323215)
bolgesinin agaroz jel goriintiisii.

3.2. Biyoinformatik Analiz

3.2.1. DNA Dizileme

PCR ile ¢ogaltilan TXq21 (Xq21:15322289-15323215) firlinleri dizileme
yapan ticari kurumlarin tavsiye ettigi konsantrasyon ve miktarlara getirildikten sonra

dizilemeye yollandi.

3.2.2. NCBI BLAST Analizi

Dizileme yapan sirketlerden gelen sonuglar kromatogramlar1 ile
karsilastirilarak kontrol edildikten sonra otomatik olarak tespit edilemeyen ya da
stipheli goriinen niikleotitlerin (N’lerin) en az iki bagimsiz kromatogramina bakilarak
dogru niikleotititin dizide yer almasi saglandi. Gelen diziler NBCI web sayfasinda
BLAST analizi [101] yapilarak sekil 3.8’de goriildiigli gibi hangi gen bolgesi ile

benzerlik gosterdigi saptandi.
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Sekil 3.8. Xq21, TUSC2 ve Y kromozomu PAR boélgesinin BLAST
programiyla [101] elde edilen benzerligi.

3.2.3. BioEdit Programm Kullanilarak, Benzerlik Derecesi Ve Yakinhk
Uzakhik Agacinin Tespiti

Oncelikle elde edilen ham diziler DNA Dist ve DNA Pars agac
programlariyla hep birlikte benzerlik analizine tabi tutuldugunda kanserli bireylerden
elde edilen dizilerin bariz bir sekilde ayrildig: tespit edildi (Sekil 3. 9). Agacta
gortldiigli gibi 2 uterus kanserli, bir gogiis kanserli, bir kolon kanserli ve bir mide
kanserli birey bariz bir sekilde diger dizilerden ayrilmistir. Akciger kanserli bireyler

de ayrilmalarina ragmen sagliklilar arasina dagilimislardir.
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— erkek- AKCIGER 4

erkek-KOLON
bayan-UTERUS
bayan-UTERUS 2
sadlikh erkek 3

bayan- GOGUS

erkek MIDE

erkek- AKCIGER 2
erkek- PROSTAT
erkek- AKCIGER 5
saflikh erkek 7

saglik bayan 13
saglikl erkek 9
saglik bayan 5

saglikh erkek 16

saglikl bayan 1

— erkek-PROSTAT?2
— salki bayan 19

—— saglikiibayan 8
—sadlikli bayan 6
bayan- AKCIGER 3
saglikh bayan 17
sadlikh erkek 11
sadlikh erkek 10
L saglikh erkek 2

— erkek- AKCIGER

m

saflikh erkek 12

saglikh bayan 18

Sekil 3.9. Hasta ve saglikli bireyler arasindaki benzerlik ve yakinlik derecesi.



3.2.4. TXq21 Polimorfizm Analizi

Gelen diziler primer sol (5°) ve primer sag (3’) seklinde okunarak
dizisi belirlenmis sekilde geldi. DNA Dist ve DNA Pars programlariyla ortaya ¢ikan
kanserli bireylerin bariz sekilde ayrilma durumu sonucunda bu ayrilmanin niikleotit
bazinda gozlenebilir oldugunu anlayabilmek amaciyla  BioEdit programinin
ClustalW alt programiyla diziler hizalanarak sekil 3.10 ve sekil 3.11°de goriilen

polimorfik bodlgelerin tespiti saglandi.

3.2.5. Dizilerdeki Polimorfizm Tespiti

Boliim 3.2.1°deki gibi dizileri Clustal W yaptiktan sonra karsilagtirmali

dizi analizi sonuglarinda sekil 3.10 ve 3.11°deki polimorfizmler tespit edildi.

Mide Kanseri
Mide Kanseri
Akeiger Kanseri
Uterus Kanseri
Uterus Kanseri
Prostat Kanseri
Prostat Eanseri
Saglikli
gaglikli
Saglikli
Saglikli
Saglikli
gaglikli
Akoiger Kanseri
Akeiger Kanseri
Akeiger Fanserl
skeciger Eanseril

~
p=J
e
=
=
T
=

Sekil 3.10. Hasta ve saglikli bireylerde ¢ -> a polimorfizmi. Akciger
Kanserinin diger kanserlere oranla gosterdigi yiliksek korelasyon.
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gaglikli
gaglikli
gaglikli
Akeciger Kanseri
Uterus EKanseri
Uterus Eanseri
Akeciger Kanseri
Eolon Eanseri
Mide Eanserl
Akcilger Kanseri
Prostat Kanseri

FLY
-
FLY

oo

K
¢

2

Sekil 3.11. Hasta ve saglikli bireylerde c-> a polimorfizmi. Cesitli kanser
tiplerinin sagliklilara kiyasla gosterdigi korelasyon.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Kanser cogu kez tek bir hastalik gibi goriinse de, gercekte tiim doku ve
organlar1 etkileyen karmasik bir hastalik grubudur. Kanserin genetik olabilecegi
diistincesi ilk defa 20. yiizyilin baglarinda ortaya atildi ve bu fikir kanser

arastirmalarinin kaynagi olarak rol oynadi.

Mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin ortak 6zelligi olarak
kabul edilmektedir. Genomik degisiklikler kanserle iliskilidr. Ornegin; tek niikleotit
degisimi gibi kiiciik dlgekli veya kromozom kazanimi ya da kaybi, viral genomun
hiicre genomuna katilimi, kromozomun yeniden diizenlenmesi gibi biiyiik olgekli

degisiklikler kanserle iligkili genomik degisikliklerdir [2].

Insanlarda en yaygim tek niikleotit degisimi A ve G arasinda olmaktadir.
Insanda tek niikleotit degisimlerinin dagilimi incelediginde %63 A/G (ve T/C), %17
A/C (ve T/G), %8 CG, %4 AT ve %8 insersiyon ve delesyonlar saptanmistir [105].
Diger organizmalarla insam1 kariglastirdigimiz zaman tek niikleotit degisiminin
sonucunda bireyler arasinda ¢ok az varyasyon olustugunu gozlemlemekteyiz [106].
Bir kisideki kromozom ile diger kisideki ayn1 kromozomu karsilastirdigimiz zaman
aradaki fark tahmini olarak 7.51x10™ olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu rakam da
bize ortalama 1.330 baz da bir, tek niikleotit degisiminin ortaya ¢iktigini
gostermektedir.  1ki X kromozomunu ve iki Y kromozomunu farkli kisilerde
karsilastirdigimiz da X ve Y kromozomlarinda sirasiyla her 2.132 ve 6.625 baz da bir
tek niikleotit degisiminin goriildiigii karsimiza ¢ikmaktadir [105].

Kanser gerek iilkemiz gerekse diinya ¢apinda 6liimciil bir hastalik olmasi

nedeniyle ciddi bir saglik problemidir. Kanser oranlarinda her gegen giin artis

olmasina ragmen, tedavide yeterli gelismeler ortaya ¢ikmamistir [107].
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Akciger kanseri, diinya genelinde kansere bagli oOliimlerinin en Onde
gelenidir.  Bununla birlikte hastalifin gelisimi ve siiresi hakkindaki tahminler
yaniltict ve eksik kalmaktadir. Son yirmi yil boyunca akciger kanseri gelisiminde rol
oynayan genleri tanimlamak i¢in olduk¢a fazla ¢aba sarfedilmektedir. Bu yogun
caligmalara ragmen mutasyon tasidigi belirlenen genlerin sayis1 akciger kanserine
neden oldugu tahmin edilen genlerin sayisina kiyasla oldukca azdir. Bu da akciger

kanser tedavilerindeki ilerlemeler yavaslatmaktadir [26].

Molekiiler teshisler yardim ile akciger kanserinin objektif ve sistematik tanisi
kesin olarak yapilabilir [56]. p53, RB, ve pl6 genleri akciger kanserlerinde
kromozom delesyonlar1 i¢in baslica hedef olarak kabul edilir ve bunlar bir ¢ok
sitogenetik ve molekiiler caligmalarla belirlenebilmektedir [24, 86]. Bununla
birlikte, birgok solid tiimdr i¢in molekiiler belirte¢lerin standartlar1 heniiz
tanimlanmanmustir [56]. Insan 3. kromozomunun kisa kolu akciger tiimdrlerinin
olusumunda 6nemli rol oynadigi diisiiniilen bir bolge (3p21.3) igcermektedir [25,
110]. Bu bolge akciger ve gdgsiin premalignant lezyonlarinda ve kanser hiicre
hatlarinda genetik haritalama araciligr ile tanimlanmistir ve homozigot delesyonlari
kapsadigi tespit edilmistir [106, 111]. Yaklasik 630 kb’lik homozigot delesyon
tasiyan bu bolgede birden fazla TSG tanimlanmigtir [24, 25].

Akciger kanserinde kromozomol delesyonlar LOH (heterozigotlugun kaybr1)
ve HD (homozigot delesyon) seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. HD’a ugrayan aday
tumor suppressor genlerden bazilar1 DUTTI, FHIT, GNA12, Sema 1V, 3pK, BAPI,
MTAP, SMAD2, SMAD4, ve p53 genleridir [24, 111]. LOH seklinde olan
kromozomol delesyonlara ugrayan genlere 6rnek olarak ta p73, VHL, PRLTS, HIC1
verilebilir [24]. 3p21.3 bolgesinde LOH’un yaygin olmasi ve akciger kanser
gelisiminde erken sathalarda rastlanmasi, bu bdlgenin akciger kanseriyle alakali
tumor baskilayici genleri bulundurdugunu teyid etmekedir [51]. Bu bolgede yer alan
BLU, NPRL2/Gene21, FUS1, HYALI1, FUS2, SEMA3B gibi genlerde iki veya daha

fazla sayida aminoasit dizi degisikligi mutasyonlar1 saptanmistir [109].

3p21.3 kromozom bélgesinde yer aldigi saptanan TUSC4 ve TUSC2 genleri

de akciger kanserinde aday tiimor baskilayici gen olarak adlandirilmaktadir. Yapilan
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PCR analizleri sonucunda TUSC4’iin, Tiirk populasyonunda saglikli bireylerde de

(genomda) olmama ihtimalinin s6z konusu oldugu diisiiniilmektedir.

Yine PCR analizi yardimiyla TUSC2 ile yapilan genis capli genom taramasi
sonucunda, iilkemiz populasyonunda saglikli TUSC2’nin de (ve dolayisiyla
muhtemelen 3p21.3 bolgesinin de) saglikli bireylerde delesyona ugramis olma
thtimalinden s6z edebiliriz. Bunun teyid edilmesi i¢in TUSC2 ve TUSC4’e ilaveten
bu bolgede yer alan genlerle yapilacak PCR ve Southern Blot analizlerine ihtiyag

vardir.

Biyoinformatik araclar yardimiyla, [110] (GENE ID:11334) TUSC2 geninin
TXq21 (Xq21:15322289-15323215) gen bolgesine %92 oraninda benzedigi tespit
edildi. Bu benzerligin yan1 sira bu bodlgede simdiye kadar tanimlanmis bir gen
olmamasinin, ve hem bu bolge hem de TUSC2 geni hakkinda kansere yatkinlik ile
ilgili bilgi verme ihtimalinden dolayr bu bdlgenin Tiirk populasyonunda kanser

teshisi konmus hasta, ve saglikli bireylerde polimorfizmi saptandi.

Bir aleldeki baz1 tek niikleotit degisimleri biiyiik saglik problemlerine veya
tek gen hastaliklarma neden olabilmektedir. Insandaki birgok hastalik NCBI
databankindaki OMIM’de karakterize edilmistir. Mesela kistik fibrozis ¢ok nadir
olarak goriilen fakat ciddi bir hastaliktir ve kromozom 7’deki (OMIM number:
602421 ) CTFR geninin mutasyonu sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Fakat kalp
hastaliklar1 ve kanser gibi yaygin olan hastaliklar genetiksel olarak oldukga
karmagiktir ve birden fazla sayida gendeki allelerin katilimi ile hastalik ortaya
cikmaktadir [111]. Ancak c¢alismamizda, dizi analizinden gelen sonuglar
kapsaminda, bulunan bazi polimorfik boélgelerde kanserli ve saglikli bireyleri
karsilagtirdigimiz zaman bazi kanser tiplerinde bireylerin %80’inden fazlasinda ayni

bolgenin tek niikleotit degisimi gosterdigi saptandi.

9 adet saglikli birey ve 12 adet cesitli kanser hastasindan Materyaller ve
Metotlar’da  bahsedilen primerlerle ¢ogaltilan TXq21 dizileriyle BioEdit
programindaki DNADist ve DNAPars alt programlar1 kullanilarak benzerlik ve
yakinlik derecelerinin gozlemlendigi agac elde edildi. Sekil 3.9°da goriildiigii gibi
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kanserli bireylerin saglikli bireylerden belirgin sekilde ayrilmas1 TXq21 bolgesinde
polimorfizm oldugunu ve bu polimorfizmin de kanserle alakasi oldugunu isaret
etmektedir. Fakat sekil 3.9°da goriilen belirgin ayriligin yani sira, bazi kanserli
diziler sagliklilar arasinda yer almistir. Sekil 3.9’da goriildiigii gibi bir araya
toplanan bes kanserli bireyin arasinda hem kadin hemde erkek bireylerin olmasi her
iki cinsiyette de riskin esit derecede oldugunu gostermektedir. Kanserli bireyler

arasinda bulunan saglikli kisilerin de muhtemelen kanser riski tasidigi soylenebilir.

Sekil 3.9°da akciger kanserli bireylere dikkat edildiginde sagliklilar arasina
dagilmis oldugu goézlemlenmektedir ve bu da saglikli bireylerde akciger kanserine
yatkinliginin var olma ihtimalinin s6z konusu oldugunu gostermektedir. Ayni

zamanda akciger kanserli bireylerde yine kendi arasinda ayrilmiglardir.

Sekil 3.9’da ortaya ¢ikan kanserli ve saglikli bireyler arasindaki farkliligin
daha net bir sekilde anlasilmasi i¢in diziler ClustalW alt programiyla hizalandiginda
(Sekil 3.10 ve Sekil 3.11) elde edilen polimorfik bolgelerin analizi sonucunda

kanserli bireylerle polimorfik bolgelerin ¢ok giiclii korelasyonu goriilmektedir.

Sekil 3.10°daki polimorfik niikleotit saglikli bireylerde % 15 A iken (5/33)
akciger kanserli bireylerde %90’1n iizerindedir (11 bireyden 10°’unda A). Bu durum
bize TXqg21 bolgesindeki bu noktanin akciger kanserinin ortaya ¢ikmasindaki sebep
veya sonuglardan biri olabilecegini isaret etmektedir. Diger kanser tiplerinde akciger
kanseri kadar yiiksek korelasyon olmamasina ragmen bu bdlgedeki polimorfizmin bu
tiir kanserlerle ¢esitli diizeylerde alakali oldugu kesinlikle sdylenebilir ki bu durumun

daha yiiksek sayida taramalarla ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir.

DNA dizileme yontemi referans bir metod olarak kabul ediliyorsa da,
cogaltilan DNA’nin direk dizilenmesi bir gendeki mutasyonlarin rutin olarak
taranmasinda yakin zamana kadar kullanilmamistir. Manual dizi analizinin, pahali
olmasi, zaman kaybina yol agmasi ve yogun laboratuar islemleri gerektirmesi
nedeniyle heterejonite gosteren genlerdeki mutasyon belirleme amacli kullanimi
zorlastirmigtir.  Ancak diger tarama metodlar1 da yogun laboratuar is giicii

gerektirmekte ve zaman almaktadir. Ayrica bu yontemlerin mutasyon tarama orani
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olduk¢a degiskendir ve asla %100’e¢ ulagmamaktadir.  Giinlimiizde dizileme
reaksiyonlar1 tamamen otomatize edilmis kapiler elektroforez yontemiyle
yapildigindan daha basitlesmis, zaman kaybi1 ve kisisel hatalar asgari diizeye
indirgenmistir ve boylece otomatik DNA dizileme cihazlar1 kullanilarak dizi analizi
daha ¢ok kullanilir hale gelmistir [112]. Bu durum ayni zamanda ticari olarak DNA
dizileme fiyatlarinin diismesine ve ¢ok sayida DNA o6rneginin dizi karsilagtirmasinin
miimkiin olmasina yol agmistir. Bu baglamda belirli bir gen veya DNA bdlgesinin
kanserde rolii olup olmadigini arastirmak icin kanserli ve saglikli insanlardan
cogaltilan DNA dizilerinin restriksiyon enzimleriyle tek tek denenerek polimorfik
bolgelerinin tespit edilmesi ve bundan sonra bu polimorfik bolgelerin yine tek tek
kanserle korelasyonunun arastirilmasi yerine, tercih ettigimiz dizileme yontemiyle
biitiin dizi i¢indeki polimorfik bolgelerin tek seferde tespit edilmesi ve ayn1 zamanda
karsilastirilmast miimkiin olmustur.  Ayrica biitiin dizinin elde edilmesiyle
restriksiyon bolgesi olmayan polimorfik bolgelerin de tespiti ve karsilastirilmasi
miimkiin olmaktadir. Ornek olarak restriksiyon enzim ydntemiyle TXq21 icinde yer
alan (a/g)ggg(g/t) polimorfizmi tespit edilelemeyecekti c¢linkii bu bolgedeki
polimorfik niikleotitleri ayirabilecek bir restriksiyon enzimi su an mevcut degildir
(bu bolgeyi kesen enzimler vardir ancak polimorfik bolgede tek bir niikleotit sarti

aramayan enzimlerdir).

Sekil 3.8’de goriilen bu yliksek benzerlik oran1 yorumlandiginda, TUSC2 nin
bizim ¢ogaltigimiz gen bolgesi (TXq21) yliksek ihtimalle retrotransposizyon yolu ile
Xg21’in 15322289-15323215 nt.leri arasina yerlesmis olma ihtimali s6z konusudur
ve Xg21’in bu bolgesi de krossing over ile Y kromozomunun PAR bdlgesine
yerlesmis olabilir ¢iinkii bu bolge ayn1 zamanda Y kromozomun PAR bolgesiyle de
% 80’in lizereinde benzerlik gostermektedir. Aslinda  bilindigi  gibi
retrotranspozisyonlar, genellikle yalanci (fonksiyonsuz) genler olustururlar.
Incelenen gen bdlgesinin tahminlerimizdeki gibi retrotranspozisyon sonucu olustu ise
(bugiine kadar kesfedilmemis bir mRNA’s1 olmadigi halde) bu bolgenin hem
kanserlesmede rol oynayan aday bolge olabilmesi hem de retrotranspozisyon sonucu

bu denli ciddi bir islev yapiyor olmasi oldukga ilgingtir.
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4.1. Bu Calismanin Devaminda Yapilmasi Gerekenler

Genom capinda TUSC2 ve TUSC4 genlerini hem sagliklilarda hem de
hastalarda netlestirmek i¢in tarama yapilan birey sayisinin arttirilmasi ve Southern

blot analizleri ile desteklenmesi.

TXqg21 polimorfizminin bayanlarda X kromozomunun tek allelinde mi yoksa
her iki allelinde mi ortaya ¢iktigin1 saptayabilmek i¢in restriksiyon analizlerinin

yapilmasi.

TXqg21 ve TUSC2 gen bolgesi hakkinda daha detayli bilgi sahibi olabilmemiz
icin Y kromozomunun PAR bdlgesinde karsilik gelen dizinin biyoinformatik araglar

ve deneysel olarak analiz edilmesi ve incelenmesi.

Kanser hastalarinda, kandan genomik DNA izolasyonunun yani sira timor

dokusundan da DNA izolasyonu yaparak TXq21 polimorfizmini saptamak.

Her ne kadar yalanci gen statiisiinde goriinse de bu calisma ile kanserle
yiiksek korelasyonu tespit edilen bu bolgenin (TXq21) promotor veya enhansir olma
thitmali s6z konusudur. Bu yiizden bu bolgenin ilgili molekiiler miihendislik
araclariyla promotor ve enhansir aktivite testine tabi tutulmasi aydinlatic1 bilgiler

uretebilir.
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