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1. GiRiS

Mide kanseri, her yil 900.000 civarinda bireyi etkileyen, diinyada doérdiinci siklikta gorilen
bir kanser tlrtdir (1). Mide kanseri patogenezinde her ne kadar Helikobakter pilori

bakteriyel etkisi s6z konusuysa da etiyoloji tam olarak aydinlatilamamistir (2, 3).

Mide kanseri multifaktoriyel bir hastaliktir. Cevresel faktorler genetik yatkinlikla birlikte
kanser gelisimini hizlandirmaktadir. Kanser genetiginde ise en 6nemli konulardan biri DNA
tamiri ve DNA tamirinden sorumlu genlerdir. insan DNA tamir mekanizmalari, genomu pek
¢ok i¢c ve dis etkiden koruyucu o6zelliktedir. DNA onarimi, hiicre olimiini, mutasyonu,
replikasyon hatalarini, DNA hasarinin devamliligini ve genomik kararsizligi azaltan bitiin
islemlerde kullanilir. Bu islemlerdeki bir anormallik kansere ve yaslanmaya yol agmaktadir.
DNA tamir sisteminde ortaya ¢ikan mutasyon ve defektlerin timor gelisiminden sorumlu
oldugu bilinmektedir (4, 5). Gastrik kanser patogenezinde de DNA tamir mekanizmalarindaki

genetik varyasyonlarin dnemi son vyillardaki calismalar ile ortaya cikmaktadir (6).

DNA'da meydana gelen kiriklar DNA tamir mekanizmalar ile giderilmektedir (7). Bu
mekanizma; homolog rekombinasyon ve homolog olmayan uc-birlestirme olarak iki yol ile
gerceklesir. Homolog rekombinasyon, benzer veya ayni dizilere sahip DNA iplikleri
arasinda niikleotit dizilerinin birbiriyle yer degistirdigi bir genetik rekombinasyon tipidir(8).
Homolog olmayan ug birlestirme basamagi, Ligaz-IV ve bununla baglantili bir protein olan
XRCC4 ve DNA bagimli protein kinaz kompleksinin Ku70, Ku80 ve katalitik altbirimi olan l¢

bileseninin etkisiyle meydana gelmektedir (9, 10).

DNA tamir genlerindeki genetik varyasyonlar gastrik kanser etiyolojisine katkida
bulunmaktadir. Bununla beraber, gastrik kanser ve DNA tamir gen polimorfizmlerine yonelik
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Ancak, deri, meme, mesane ve oral kanserlere yonelik DNA

tamir kapasitesi ve kanser predispozisyonu ilintili calismalar yapilmistir (6, 7, 9, 11-17) .



Literatiirde Ku70 gen polimorfizmi ve mide kanseri ile ilgili Taiwan’da yapilmis bir calismada
dort adet polimorfizm calisiimis; bu polimorfizmlerden Ku70 geni T-991C promotoériniin

mide kanseri ile baglantili oldugu saptanmistir (6).

1.2. AMAC

Bu tezin amaci; mide kanserine yatkinhgi 6ngérmek amaci ile mide kanserli vakalar ve saglikli

kontrol grubunda Ku70 gen polimorfizmlerinin arastirilmasidir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. MiDE KANSERI

2.1.1. MiDE ANATOMISi VE HiSTOLOJiSi

Mide, diafragma’nin altinda, karin boslugunun Ust bélimiinde yer alan, sindirim kanalinin en
genis bolimidir. Agizda baslayan karbohidrat sindirimini devam ettirme fonksiyonunun
yanisira, hidrojen kloriir (HCI) ve bunun etkisi ile proteolitik pepsine donilisen pepsinojen

salgilayarak protein sindirim islemini baslatmakla gorevlidir.

Anatomik olarak mide; Kardia, fundus, korpus, antrum ve pilor olmak lzere bes bélime

ayrilmaktadir.

Gastrik mukoza; Kardiyak, fundik (korpus) ve pilorik (antral) olmak (izere li¢ ana bdlgeden
olusur. Bu bolgeler icten disa dogru tunica mukoza, tunika submukoza, tunica muscularis ve

tunica serosa olmak Ulzere dort tabakadan meydana gelir.

Bu tabakalardan; Tunica mukoza, kalin ve yumusak yizeyli bir tabaka olup midenin i¢ ylzini
orter; Tunika submukoza, temelde gevsek bagdokusu karakterindedir; Tunika muskularis,

diiz kas lifleri igerir; Tunika serosa, mideyi O6rten periton tabakasidir.

Mide ylzeyini, mukus salgilayan basit tek kath prizmatik tipte epitel hicreler olusturur.
Salgilanan mukus, epitel ylizey lzerinde kalin bir tabaka olusturarak hiicreleri mide asidinin

ve pepsinin zararh etkisinden korur.

Gastrik kanserler diger organlarin malign timorlerinde oldugu gibi bu anatomik yapilar ve

histolojik 6zellikler g6z 6niine alinarak siniflandiriimaktadir (18).

2.1.2. MiDENIN EMBRiYOLOJiSi

Embriyonun embriyonik foregutu yasamin birinci ayinda tamamen faringiyaldir. Sonra kaudal
kismin uzamasi ile gelecekteki 6zofagus ve hemen onun bitisiginde mide olusur. Besinci

haftada embriyo 4-5 mm boyunda iken, gelecekteki mide bdlgesinde genisleme meydana
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gelir. Genislemis boru seklindeki mide, 6n ve arka mezenterler tarafindan yerinde asili
tutulur. Altinci ve yedinci haftalarda arka mezenterik kenarin 6n mezenterik kenara gore
daha hizli bliyimesi, midenin dénmesine ve yatay konuma gecmesine yol acar. Boylece; arka
mezenterik kenar sola ve asagi ilerleyerek bilyik kurvaturu, 6n mezenterik kenar yukari ve
saga donerek kicik kurvaturu olusturur. Buna bagl olarak 6zofagusun sol ve sag yaninda
seyreden nervus vaguslar yer degistirerek sol vagus 6ne, sag vagus arkaya gecer. On

mezenter kiigik omentumu, arka mezenter de biyilk omentumu meydana getirir (19).

2.1.3. MiDE KANSERI VE EPIDEMiYOLOJi

Mide kanseri (MK), insidansinin giderek diisiis gbstermesine ragmen halen diinyada kansere

bagh 6liimlerde, akciger kanserlerinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (20-22).

Hastaligin cografi dagilimi farklihk gostermekle birlikte Japonya, Kore ve Cin’deki sikligi diger

bolgelere gore daha yuksektir (23-25).

Ulkemizde ise 2004 yili Saglik Bakanhgi verilerine gore en sik gozlenen kanserler arasinda

MK’ler besinci sirada yer almaktadir (26).

Mide kanserlerinin erkeklerde gorilme oraninin kadinlara gore, yaklasik olarak iki kat daha

fazla oldugu tespit edilmistir (27-29).

Erkeklerde MK insidansinin daha yliksek olmasinin sebebi henliz aydinlatilamamis olmasina
ragmen iki ihtimal tGzerinde durulmaktadir. Bunlardan birincisi, biyolojik farkliliga bagl olarak
kadinlik hormonlarinin (8strojen, vb) MK’lerde koruyucu olabilecegidir. ikincisi ise, MK’lerin
olusumu esnasinda erkeklerin cevresel faktorler ile etkilesimini sonucunda daha hassas
olabildikleri, 6zellikle Helicobacter pylori (HP) infeksiyonunda erkeklerin daha ¢ok kronik
gastrit oldugu ve bununda MK’lerde 6ncili haberci oldugu belirtiimektedir (25). Buna ilaveten
Signh ve ark (1997)’ nin yaptiklari calismada ise normal gastrik mukozada 6strojen reseptor
miktarinin, MK mukozasindan daha fazla oldugunu ve 6strojenin MK olusumunda koruyucu

bir faktor oldugunu ileri sirmislerdir.



Genel olarak sosyoekonomik diizeyi disiik pek cok populasyonda siklikla rastlanan. MK’lerin
artan yasla birlikte insidansi da artmakta ve bes ile yedinci dekatlar arasinda en yliksek

seviyelere ulasmaktadir (30, 31).

2.1.4. MiDE KANSERINDE SINIFLANDIRMA

Mide kanserleri en sik olarak prepilorik bdlge, antrum ve kiglik kurvatur yerlesimlidir (32).
Siniflandirilmalari timor kitlesinde degisik histolojik 6zellikler bir arada bulunabileceginden
dolayr gigtiir (33). Mide timorlerinin yaklasik %90-95’i adenokarsinom tipindedir. Kalan
kismin ¢cogunlugunu ise Non-Hodgkin lenfomalar ve GIST ( Gastrointestinal stromal timarler

) olusturur (34, 35).

Lauren (1965) tarafindan yapilan siniflandirmada gastrik adenokarsinomlar timorlerin
histolojik yapilarina gore intestinal ve diffiiz olmak lizere iki histolojik tipe ayrilmistir.
intestinal tip erkeklerde ve ileri yaslarda daha sik gdzlenirken, diffiiz tip ise daha geng

bireylerde ve her iki cinsiyette esit oranda gorilir (36, 37).

Lauren siniflamasi epidemiyolojik ve patogenetik calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak tumorin hem histolojik hemde biliyiime paterni géz 6nline alinarak yapilan bu

siniflamada mide kanserlerinin 6nemli bir bolim siniflandirilamayan gruba dahil olmaktadir.

Mide kanserlerinde kullanilan bircok benzer siniflandirma olmasina ragmen epidemiyolojik,
klinik ve patolojik calismalarin bircogu WHO (World Health Organization) siniflandirmasina

dayanmaktadir (38) . Bu siniflamaya gore;

1. Adenokarsinom: Papiller, tubuler, miisindz, tashyliziik hiicreli
2. Adenoskuamoz

3. Skuamoz

4. Kiglk hicreli

5. indiferansiye

6. Diger karsinomlar (koryokarsinoma, embriyonik karsinoma) seklindedir.



Mide kanserlerinin evrelemesinde ise en vyaygin kullanilan siniflandirma sistemi
American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan yapilan TNM evreleme sistemidir
(AJCC 2010). Timor Evrelemesinde (T), mide duvari icinde infiltrasyon derinligini, i¢
organlara ait serozada penetrasyonu ve diger organlara infiltrasyonu; nodal metastaz
(N) bolgesel lenf nodlarinin boyutu ve sayisini, uzak metastaz (M) ise uzak metastazlarin

varligint ya da  olmadigini belirtir (39, 40).

2.1.5.MiDE KANSERLERIiNiN ETiYOLOJiSi VE PATOGENEZi

Mide kanserlerinin gelisiminde birbirleriyle baglantili pek ¢ok cevresel ve genetik risk faktori
bulunmaktadir (41). Cevresel faktorler icerisinde diyette asiri tuz ve titslilenmis gida alimi,
mide pH’sinin yiikselmesi (hipoklorhidri), hijyenik sartlarin kbt olmasi ve vitamin C eksikligi
gibi faktorler yer almaktadir (37)(42, 43). Ayrica Helicobacter pylori (HP) infeksiyonu, A kan
grubu ve atrofik gastrit, gastrik polip varligi, daha 6nceden gecirilmis mide rezeksiyonu da

etiyolojide sorumlu tutulan faktorlerdendir (44-47).

Doksanli yillardan itibaren, MK hicrelerindeki cesitli genetik ve molekiler degisiklikler de
mide kanserinin olusumunda risk faktorleri arasinda gosterilmeye baslanmistir. Yapilan
sitogenetik calismalar, MK hiicrelerinde 6zellikle kromozom 3 (yeniden diizenlenmeleri), 6
(6g21’de delesyon), 8 (trizomi), 11 (11p13-p15 aberasyonu) ve marker kromozomlari
kapsayan c¢ok sayida sayisal ve yapisal anomaliler oldugunu goéstermistir (48, 49). Ayrica
onkogenlerin aktivasyonu hipermetilasyon (50, 51), hiicre adezyonunun azalmasi (52),
telomeraz reaktivasyonu (53-55), mikrosatellit instabilitesi varligi (56, 57) ve timor
baskilayici genlerin inaktivasyonunun da (58) MK hiicrelerinde meydana gelen molekiler
degisikliklerden oldugu belirtiimektedir (59, 60). MK’ lerde risk faktori olarak gosterilen
timor baskilayict genlerin  temel fonksiyonlari, hiicre bliyimesinin inhibisyonu ve
diferansiyasyonudur. Tuimor baskilayici gendeki her iki allelde normal islevin kaybi,
kontrolsiiz hiicre bolinmesine ve timor bliylimesine neden olur (61, 62) . Fonksiyonlarinin
bozulmasi sonucunda DNA’nin yapisinda meydana gelen genetik ve epigenetik birtakim

degisimlere; tiimor baskilayici genlerdeki mutasyonlarin (63, 64), kromozomal heterozigosite
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kayiplarinin (65, 66), hipermetilasyonlarin (67) ve gen inaktivasyonlarinin (68) neden
olabilecegi yoniinde calismalar mevcuttur. Tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile
cevap veren hiicre, agir DNA hasarlari sonucu apopitoza giderek oliir. Hiicre, DNA hasarlarini
DNA tamir mekanizmalari ile tamir edebilir. DNA hasari replikasyon sirasinda tamir
edilemezse mutasyona ve sonug¢ olarak genomik kararsizliga neden olur. DNA’da bircok
0zgln degisimi icine alan genomik kararsizlik, hem kanserin hem de yaslanmanin énemli bir
belirtisidir (69). Normal kosullarda DNA tamirinde gorevli genlerden biri olan Ku70 (XRCC6)
genindeki degisiklikler ile MK arasindaki iliskiyi inceleyen ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur (6).
Ku70 genindeki degisimlerin belirlenmesi molekiler temeli heniiz aydinlatiimamis olan

gastrik karsinogenezin anlasilmasinda yararl olacaktir.

2.2. KANSER GELISiMi VE GENETIK

Kanser konusundaki genetik ve epigenetik calismalar esas olarak kanser gelisim
mekanizmalari lizerine olmustur. Bununla birlikte, son zamanlarda genetik ve epigenetik
degisikliklerin genom c¢apinda analizine yoénelik glgli teknolojilerin ¢ikmasiyla, belirli
kanserlerdeki genetik ya da epigenetik yani sira gen ifadesindeki coklu degisiklikleri
belirleme becerisi ilerlemektedir. Bu gelisim, her bir kansere 6zgl genetik ve epigenetik
degisimlerin iliskisini haritalandirmak icin bir olanak saglamaktadir. Boylece, hastalarin
belirli bir kansere 6zgli molekiler ozellikleri dikkate alan protokollere gore tedavi edilecegi
ve izlenecegi bir kisisellestirilmis tip bicimine dogru giden ilk adim olusmaktadir. Ancak,
boyle bir kisisellestirilmis tibba gidecek yol ¢ok uzundur. Genetik ve epigenetik degisiklik
testlerinin hastanelerde rutin ve maliyeti karsilanabilir pratigin bir parcasi haline gelmesi
gerekir. Ayrica, genetik ve epigenetik degisikliklerin orintlsiine gbére hangi tedavi
protokoliiniin en iyi sonuglari verecegini gosterecek klinik denemelerin yapilmasi da
gerekecektir. Yakin gelecek hangi degisik kombinasyonlarin kanser risk faktorlerine
maruziyetin ve timorgenezin glivenilir biyomarkerlari olarak yorumlanabilecegi konusunda

ongoruler getirecektir. Bu sayede, kanserden korunmada cevresel faktorlerin daha iyi



anlasilabilmesi ve kanser tedavisinde gelistirilecek yeni ilaglarin seciminde 0Onceliklerin

belirlenmesini saglayacaktir (70-72).

2.2.1. DNA HASARI

DNA lezyonlari olusturabilen bazi ajanlar ya da olgular vardir . Bu etkenler DNA bazlarinda
modifikasyonlara, tamamlayici iplikler arasinda kovalent bag olusumuna, tek iplik
kirtlmalarina (SSB’ler) ve ¢ift iplik kirllmalarina (DSB’ler) neden olurlar. Bu hasarlar, gida, su,
kimyasal Urinler, radyasyon ve benzerleri gibi etkenlerden kaynaklanabilir (73).

Alkil fonksiyonlarina sahip bazi elektrofil molekdller, purin ve pirimidin bazlarinin azot
molekiillerine karsi yiksek afiniteye sahiptir. Bunun sonucu olan alkilleme noktasal
mutasyonlara yol acabilir, ayni zamanda da bitisik nikleotidler arasindaki baglantiyi da
kararsiz hale getirerek SSB’ler ve DSB’ler olusturur. Ornegin, sigara dumaninda da bazi
alkilleyici ajanlar bulunur, bu durum sigaranin kanserojenik 6zelliklerini kismen

aciklamaktadir (74).

Farkli radyasyon tiirleri de DNA hasari olusturabilir. Ornegin, giinesten gelen mordtesi (UV)
isinimi DNA’daki iki bitisik pirimidin bazi arasinda kovalent bir bag yaparak, timin dimerleri
olusturur. lyonlastirici radyasyon da dolayli ya da dolaysiz olarak DNA hasari yaratabilir; ya
DNA zincirindeki sekerlerde radikal olusumuna neden olarak dogrudan hasara, ya da su
molekiillerinin radyolizini artirip, nikleotitleri baglayan fosfodiester baglarini etkileyen
radikal iyonlari olusturarak dolayl hasara yol acar. iki radikalin olusturdugu iki hasar bélgesi
arasindaki mesafe kisaysa, DNA zinciri kirtlabilir; bu durum, gama isiniminin neden oldugu en

sik kirtlma bigiminin DSB’ler olmasinin nedenidir (8).

Genomik DNA, normal hicresel kosullar altinda bile kendiliginden olusan endojen
degisikliklere maruz kalir . DNA hasarina yol agan kimyasal olaylar arasinda hidroliz,

yikseltgenme ve elektrofilik saldiri sayilabilir (8).

Bu tepkimeler hiicrelerin ekzojen kimyasallara (6rnegin cevresel ajanlar, gida bilesenleri)

maruz kalmasiyla tetiklenir, ama endojen metabolik siireclerden de kaynaklanabilir.



Kendiliginden olusarak hiicrelerde DNA hasarina yol acan kimyasal tepkimeler arasinda en sik
gorileni purinsizlestirme ve aminsizlestirmedir. Isil dalgalanmalarin neden oldugu
plrinsizlestirme, deoksiribozdaki pirin bazlarindaki N-glikozil baglarinin hidrolizini temsil
eder. Bir insan hiicresinden her giin pirinsizlestirme yoluyla 5000 kadar piirin bazi (adenin ve
guanin) yok olur. Aminsizlestirme, glinde hiicre basina 100 baz hiziyla sitozini urasil ya da
timine dondlstirdr. Ayrica, uzun siredir memeli genomlarinda mutasyonun ana nedeninin
metillenmis CpG dizilimleri oldugu distintilmektedir. CpG bdlgelerinin nedenleri konusu ¢ok
dikkat cekmistir; CpG bolgeleri bir dizi genetik hastalikta ve bir ¢cok kanserde saptanmis,
ortak mutasyon ya da DNA metillenme bdlgeleridir. Tim varsayimlar ve hipotezler sitozin
kalintilarinin  metillenmesinin 6énemi konusunda ayni goristedir; metillenme hidrolitik

aminsizlestirmenin hizini ve komsu guaninlerin elektrofillerle tepkimesini arttirmaktadir (8).

DNA hasarina yol acan endojen kimyasal olaylarin baska ornekleri olarak kendiliginden
hidroliz, alkilleme nedenli hidroliz ya da glikosilat katalizli baz kesme onariminin olusturdugu
apurinik/pirimidinik (AP) bolgeler verilebilir. DNA’ya oksijen radikali saldirisi yiikseltgenmis
bazlarin ¢ok fazla olmasina ve ipligin kirilmasina yol agabilir. Kromozomal degisimlerse, baska
etkenlerin yani sira, DNA iskeletinin yikseltgenmeli kirilmasinin ya da kromatinin yeniden
modellenmesi sirasinda enzimatik kirllmanin (6rnegin topoizomeraz Il ile) neden oldugu cift
sarmalli kirillmalarla ortaya ¢ikar. DNA kopyalanmasinin kendisi de durdurulan ya da bloke
edilen kopyalama catallari bigiminde, hiicre ¢evrimi basina on kadar ¢ift sarmal kirilmasi

yaratir (8).

2.2.2. DNA ONARIMI
DNA onarim genleri iki alt gruba ayrilabilir:

a) DNA onariminda sinyal iletimi ve onarimin diizenlenmesi ile ilgili genler

b) Hatal eslesme onarimi, baz ve niikleotid ¢ikarma onarimi ile ilgili genler

Her bir insan hiicresi icindeki genomik DNA sirekli olarak hem glines 15181 ve tutin gibi

cevresel kokenli, hem de su ve oksijen dahil endojen kdkenli bir dizi hasar verici ajana maruz
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kalr. Bu durum, hasar goren niikleotidlerin kopyalanma sirasinda, DNA ipliginde yer alarak
mutasyona neden olmalarindan dnce, uzaklastiriimalari ve yerlerine yenilerinin konmasi icin
surekli bir denetim gerektirir.

DNA onarimi pek c¢ok farkli sekilde yapilmaktadir ve sorumlu genler de onarim
mekanizmlarindaki yerlerine gbre gruplandiriimaktadir. Bu genlerin yer aldigi onarim

mekanizmalari baslica bes grupta incelenebilir (Sekil 1) (75).

DNA HASARI

J
DMNA Onarim
Basamaklar \\-
A B BT/
z NER "“"I"F'

GGRITCR - - L
Cift Zincir Kinklar
, Hasarh Baz o 1 Hatal eslesme, e B
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Sekil 1. DNA hasari sonrasi DNA onarim basamaklari (75)

1. Direkt onarim ya da hasarin geri dondiiriilmesi

Uge ayrilir:
a) Fotoreaktivasyon: Ultraviyole ile olusan pirimidin dimerlerine spesifiktir. Sadece pirimidin

dimerlerini kirdiklarindan hata olasiligi yoktur.
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b) O-6-metilguanin onarimi: O-6-metilguanin, alkilleyici ajanlar varliginda olusur ve yiksek
oranda mutajeniktir. O-6-metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’daki yanlis
metillenen bazlarin CH3 gruplarini kendi sistein rezidilerine transfer ederek normal guanin
olusumunu saglar.
c¢) Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu: Bir zincirde meydana gelen basit kiriklar DNA
ligaz enzimi ile hemen onarilmaktadir. Enzim, enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5’ fosfat
grubu ile 3’OH grubu arasindaki fosfodiester bagini olusturarak onarimi gergeklestirir.
2. Eksizyon (kesip-gikarma) onarimi
Bu onarim tim prokaryot ve dkaryot organizmalarda bulunan en 6nemli onarim sistemi
olup Ulg¢ temel basamak icerir. Eksizyon onarim mekanizmasinda, DNA’daki hasarli bazin
oligoniikleotid parcalari ¢ikartilip bu boélgenin dogru bazlarla doldurulmasi ve olusan ¢entigin
ligasyonla kapatilmasi ana prensiptir.
a) Baz eksizyon onarimi (BER) (base excision repair): Yanls yerlestirilen ve hasarli
bazlari uzaklastirmak icin kullanilan onarim mekanizmasidir.
b) Nikleotid eksizyon onarimi (NER) (nucleotide excision repair): DNA bazlari tizerinde
blyik eklentiler olusturan bir cok farkli hasari taniyabilen bir onarim mekanizmasidir.
¢) Mismatch (yanlis eslesme) eksizyon onarimi (MER): DNA replikasyonu esnasinda
meydana gelen ve cift sarmalda anormal boyutlara neden olan, normal bazlarin hatali
eslesmesi seklindeki hatalari dizeltir.
3. Rekombinasyonel onarim
DNA’larin zarar gérmus pargasinin degistiriimesinde kalip olarak kullanilacak tamamlayici
ipligin bulunmadigl durumda kullanilan, ve replikasyondan sonra aktif olan bir onarim
mekanizmasidir.
4. SOS onarimi
DNA hasarinin yliksek oranda oldugu ve diger onarim mekanizmalarinin basarili olamadigi
durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir.
5. DNA ¢ift zincir kiriklarinin onarimi
a) Serbest uclarin homolog olmayan baglanmasi (NHEJ): Kisaca bu isleyis homolog bir

kromozomdan faydalanmaksizin DNA uglarinin baglanmasinin biyokimyasal bir yoludur.
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b) Homolog rekombinasyon (HR): Bu yolda DNA c¢ift zincir kiriklari, genetik bilgi
korunarak, homolog DNA ile rekombinasyon araciligiyla onarilr.
insan hiicrelerinde normal DNA vyapisinin yeniden olusturulmasi, hasarli ya da uygun
olmayan bazlari keserek bunlarin yerine normal niikleotid dizilimini getiren birkagc DNA
onarim enziminden biriyle yapilir. Bu tir hicresel yanita “kesme onarimi” adi verilir ve bu
sekilde isleyen iki ana onarim yolu vardir: esas olarak endojen ajanlarin neden oldugu
modifikasyonlar (zerinde ¢alisan “baz kesme onarimi” ve gevresel mutajenlerin neden
oldugu lezyonlari ortadan kaldiran “niikleotid kesme onarimi”. Ultraviyole genelde insan
hiicrelerinin en sik maruz kaldiklari ekzojen mutajendir ve UV isininin neden oldugu
karsinogeneze karsi korumada niikleotid kesme onariminin 6nemi, kalitilan bir hastalik olan
Kseroderma pigmentosum orneginde acik¢ca gorilir. Bu hastaliga yakalanan bireylerde
nikleotid kesme onariminda gorev alan enzimlerden biri eksiktir ve bu bireylerde gilines
Isigina maruz kaldiktan sonra deri kanseri gelismesi riski diger bireylere gore bin kat daha
fazladir. XP sendromunda XPA ile XPG arasinda adlandiriimis yedi gen hasarlidir (76-78).
Son yirmi yilin en buyik ilerlemelerinden biri, baz kesme onarimi ve nikleotid kesme
onariminda rol alan genlerin ve bunlarin protein Urinlerinin izolasyonu ve niteliklerinin
belirlenmesi olmustur. Daha 6nce; DNA onariminda rol aldiklari distnilen bazi proteinlerin
sadece bu gorevi tUstlenmedikleri, ayni zamanda DNA kopyalanmasi ve rekombinasyonu gibi

diger hiicresel siireclerin de ayrilmaz bir parcasini olusturduklari acik¢a anlasilmistir (79).

Hem baz kesme onariminda hem de niikleotid kesme onariminda ilk basamak, DNA
sarmalindaki 6zel hasar formlarini ya da bir sekil bozuklugunu saptayan enzimler araciligiyla
DNA modifikasyonunun taninmasidir. Hasarin taninmasini, bir kesme basamagi izler; bu
basamakta modifiye olmus nikleotidi iceren DNA uzaklastirilir. Bosluk doldurarak DNA
sentezi ve serbest uclarin baglanmasiyla onarim siireci tamamlanir. Nikleotid kesme
onarimi, DNA’nin transkripsiyondan ge¢cmeyen (protein kodlamayan) bdlimlerinde

gerceklesebilir.

DNA baz kesme onarimi, seker-baz baginin hasara 6zgi bir DNA glikosilazla (6rnegin hNth1
ya da urasil DNA glikosilaz) kirilmasi ve bir apurinik/apirimidinik nikleazla (insan AP1)

kesilmesiyle tek bir bazin uzaklastirilmasini igerir. Boslugun doldurulmasi, hasar gérmus
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iplikte (kullanilan yola bagh olarak) tek bir bazin yerine baskasinin gecirilmesiyle ya da birkag

bazin yeniden senteziyle gerceklestirilir (4, 80-82).

DNA’'da olusabilecek daha karmasik ve olagan disi hasar bigimleri, 6rnegin c¢ift iplik
kirilmalari, baz hasari kiimesi bolgeleri ve normal kopyalama sistemini bloke eden, kodlayici
olmayan lezyonlar alternatif mekanizmalarla ele alinirlar. Hastanin iyonlastirici isinima asiri
duyarlihk ve degismis iplik kirllmasi durumlari sergiledigi kalitsal insan hastaliklari, 6rnegin
ataksia telanjiektazi ve Nijmegen kirilma sendromu, bu sireclerde rol alan onarim
enzimlerinin calisiimasi i¢in yararli modellerdir. Bu alanda, 1990’larin son yillarinin en biyuk
ilerlemesi baz kesme onarimi ve nikleotid kesme onariminin incelenmesi olmussa, bir
sonraki on yilin en blyik ilerlemesi de muhtemelen iplik kirllmasinin onariminin anlasiimasi
olacaktir. iyonlastirici radyasyonun olusturdugu DNA hasarinin onariminda rol alan
enzimlerin karakterizasyonu dahil, 1sinima karsi duyarhligin olasi nedenlerinin daha iyi

anlasilmasi, hastalar icin radyoterapi dozlarinin daha iyi uyarlanmasini saglayabilir (83-85).

2.2.3. DNA CiFT iPLiK KIRILMALARI VE KU70 GENi

DNA cift zincir kiriklari bir hiicrenin yasami boyunca sirekli olarak ortaya ¢ikan en tehlikeli
DNA lezyonu tirleridir. DNA cift zincir kiriklari hem endojen hem de ekzojen unsurlardan
kaynaklanabilir ve  mutasyon olusumuna, onkojenik donlisiime ya da hiicre 6limiine yol

acabilecekleri icin, genom igin 6nemli bir tehlikedirler (86-88).

Hiicre, DSB’lerle etkin bir sekilde ugrasmak icin, DNA hasarina karsi baslatilacak ¢ok sayida
hiicresel slrec¢ evrimlestirmistir; bunlarin arasinda kontrol noktasi etkinlestirmesi, DNA
onarimi ve gen transkripsiyonunda degisiklikler sayilabilir. Bu siiregler, her yerde bulunan
endojen ve cevresel genotoksik saldirilarin DNA’ya hasar veren etkilerini ortadan
kaldirmaktadir (88).

DNA hasar kontrol noktasi, DNA’daki hasari saptamak ve yanit vermek icin birlikte hareket
eden, etkilesimli bir yollar agi olarak tanimlanabilir. Bu agda rol alan proteinler; sensorler,

transdiktorler ve efektorler olarak ayrilabilir. Sensor proteinler, DNA hasarini dolayli ya da
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dolaysiz yollarla taniyabilir ve bu anormalliklerin varligina dair sinyal vererek biyokimyasal
tepkimeler dizisini baslatabilirler. Transdiktorler, tipik olarak baska kinazlari ya da akis asagi
hedef proteinleri fosforilleyerek, sensorlerden gelen hasar sinyalini aktaran ve cogaltan
protein kinazlardir; bu siire¢ de sinyal verme olarak tanimlanabilir. Efektor proteinler
transdiiktor protein kinazlarin nihai akis asagi hedefleridir ve bunlar asil onarim proteinleri

olabilirler (88-90).

DNA ¢ift zincir kiriklarinin etkin bir bigcimde onarilabilmeleri icin, énce DNA hasarinin
saptanmasi ve bu bilginin bir sinyal yoluyla efektorlere ve DNA onarim proteinlerine
aktarilmasi gerekir. Ancak, tim bu adimlarin icinde en az bilineni DNA kirilmalarinin
saptanmasidir (91). DNA hasari yanitinda detektor ve transdiktor olarak rol oynayan baslica
genlerden bir tanesi; ATM (Mutasyonlu Ataksia Telangiectasia) kinazlar siper ailesi ile
etkinlestirilmesi, DNA hasarinin saptanmasinda ve hiicre ¢evriminin durdurulmasinda
onemli rolii oldugu bilinen p53’tir (92). Bu 6nemli oyuncularda ve yollardaki hasarlar
kansere ve baska hastaliklara yol acar. ilk DNA sinyal verme olaylarindan biri ve en kolay
saptanabilen DNA hasar yaniti, DSB bolgelerinde, H2A varyantinda, serin 139’da H2AX’in
fosfatidilinositol-3 kinaz benzeri kinaz ailesi (PI3K) ile fosforillenmesidir (93-95). yH2AX'in
varhigi, kirlma bdlgesinde onarim proteinlerinin tutulmasi/toplanmasi i¢cin HR (Homolog
Rekombinasyon) ve NHEJ (Homolog Olmayan Ug Birlestirme) onarimi gibi her iki DSB tiri
icin gereklidir (95, 96). Hepsi de PIKK ailesinin lyeleri olan ATM, ATR (ATM ve Rad3 iliskili
protein) ve DNAPKc'ler H2AX'in fosforillenmesi icin gereklidir, dolayisiyla DNA hasarinin
detektorleri olabilirler (96, 97). Bu detektorlerin etkinlesmesinde; DNA kirilmalari, kromatin
yapisinda ya da uzamsal diizenlemede bir modifikasyon olustururlar ve bu modifikasyon

ATM’nin otofosforillenmesi ve etkinlesmesi icin yeterli olur (98, 99).

2.2.4. HOMOLOG OLMAYAN UG BIRLESTIRME VE KU70 GENi

DNA’nin homolog olmayan ug birlestirme onariminda, Ku70/Ku80 heterodimeri ilk detektor

olarak goriinmektedir, ciinkl derhal hasarli uglara baglanir ve DNA-PK’lari toplar (99).

Surekli olusan DNA hasart igin iki ana DSB onarimi tird evrimlesmistir, HR ve NHEJ :
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- HR’da homolog bir kopya genellikle kardes kromatidi kullanarak kayip DNA’yi yeniden
yapar. Dolayisiyla, bu tiir DSB onarimi DNA kopyalanmasi sonrasinda, iki kromatidin oldugu
G2 fazinda daha c¢ok gerceklesir. NHEJ ise HR’den daha az karmasiktir fakat hatalara da
aciktir. DNA uclarini isleme tabi tutar, herhangi bir modifikasyon yapmadan uglari birbirine

baglar, dolayisiyla da sik hatalara neden olur (Sekil-2) (8, 100).
A) NHEJ B) HR
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Sekil 2. Homolog rekombinasyon ve NHEJ (101)

Ayrica, daha az kullanilan Gglnci bir DSB onarimi tiri daha vardir: Hem NHEJ hem de HRR
ile ortak bilesenleri olan, NHEJ)'de oldugu gibi DNA uclarini birbirine baglamak i¢in birkag baz
ciftinden olusan, sinirli bir kohezyon bolgesinin kullanildigi tek iplikli baglanma-eslesme (SSA-

Single Strand Annealing) onarimidir (8, 102).
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Memelilerde ¢cogunlukla HR kullanilir, alt 6karyotlarda ise NHEJ daha sik kullaniimaktadir.
Mitotik olarak kendini kopyalayan hiicrelerde NHEJ'in roliiniin HR’den daha 6nemli oldugu
disiniilmektedir. HR, mayoz sirasinda ve hiicre ¢evriminin ge¢ S ve G2 asamalari sirasinda
kardes kromatidler ortaya ciktiginda daha onemli bir rol oynar; NHEJ ise G1 ve erken S
asamalarinda daha onemlidir. Basitlestirmek gerekirse, genel olarak bir mekanizmanin
digerine daha baskin olmasinin hiicre ¢evrimi asamasina ve DSB tirine bagl oldugu kabul

edilmektedir (8) .

Homolog olmayan ug birlestirme yoluyla DNA onarimi homolog rekombinasyona kiyasla
daha az karmasik olmasina ragmen hatalara daha aciktir. Bu tlirden onarim, hasarl dizilimin
homolog kromozom (lizerinde bozulmamis kopyasiyla eslesmesini (ki tipik olarak cekirdek
icinde uzakta bir yerdedir) ya da yakinlasmasini gerektirmez. NHEJ onarimi birka¢ asamaya
bolindlr; once hasarli uclarin isleme tabi tutulmasiyla baslar, sonra iplikler arasinda
molekiiler kopriu olusturulur, ki bu kopri baglanmayi kolaylastirir, son olarak da kayip bazlar
tamamlanir ve birlesme bitirilir (8). Hiicresel ug birlestirme sistemlerinin tim bu sapmalari
isleme tabi tutma yetenekleri olduguna dair cok miktarda kanit bulunmaktadir. Bu etkinlikler
Tdpl ve APE1 benzeri uzmanlasmis endonikleazlarla yuratilir. Bu temizleme basamagi
kimyasal modifikasyonlarin yok edilmesi ve dolayisiyla uglarin birlesmelerinin édnlenmesi icin
¢ok onemlidir (8). Ku70 (70 kDa) ve Ku80’dan (86 kDa) olusan siki bir kompleks olan Ku
heterodimeri, dnce DNA kirigini tanir ve DNA’nin ucuna baglanma egilimindedir. Daha sonra,
Ku70/Ku80 heterodimeri DNA-PK adli holoenzimi olusturan DNA-PKcs’e baglanir. Bir DNA
ucunda DNA-PK holoenzim kompleksinin olusumu kinaz etkinligini baslatir. Bu etkinlesme,
DNA’'nin en ucunun lokal olarak denatiire olmasini ve tek ipliklerin birka¢c bazinin tanimli

kanallara gecirilerek iki DNA ipliginin birbirine yakinlasmasini saglar (8).

Bir sonraki basamak, DNA-PK yoluyla ligaz IV’'lin kullanilmasidir (Sekil 3). Ku ve DNAPK’nin
XRCC4/ ligaz IV etkinligi Gzerindeki etkisi karmasiktir fakat ug birlestirmede varsayimsal
rollere sahip niikleazlar olan bu proteinlerin hepsinin, ister tek baslarina ister birlikte, lineer
DNA’lar olan WRN, Artemis ve MRE11’in ug uca birlesmesini destekler. Bunlarin katalitik
etkinlikleri kirilma bolgesinde hasar gérmis olan bazlarin birlesme 6ncesinde isleme tabi

tutulmasi ya da “temizlenmesi” agisindan énemli olabilir (8).
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MHE! Faktdrleri MHEI Basamaklan

/ DMA Cift Zincir Kinklar
Ku70/Kug0
iliskisi

D DNA-PKes

DNA uglarmin korumasi
. Artemis

v
r ’ .

DMA-PKcs tamiri ve aktivasyonu

v

DNA uglarimin isleme tabii tutulmas:

¢ NHE! Faktérlerinin
Salinimi
XLF, XRCC4 F
DNA Ligaz IV . j \
DNA uclarimin ligasyonu Onanlmiz DNA

Sekil 3. DNA cift zincir kiriklarinda NHEJ onarim basamaklari (103)

Homolog olmayan ug birlestirmenin son basamagi, ilk olarak ortadan kaldirilan bazlarin
yerlerine yenilerinin getirilmesi ve sonra da DNA uclarinin birlestirilmesini icerir. Homolog
olmayan ug birlestirme onariminda rol alan ek faktorler arasinda PNKP ve BRCA1 bulunur.
BRCA1, MRN kompleksine baglanir ve bu etkilesimin in vitro ug birlestirmede énemli oldugu

gorilmektedir. Bununla birlikte, NHEJ sirasindaki in vitro BRCA1 islevi heniiz acik degildir (8).

Genel olarak, DSB’lerin HR tarafindan onariminin hiicre ¢evriminin son basamaklarinda en
aktif oldugu dastnulir (geg S ve G2) ciinki kardes kromatidler, homolog kromozomlar ya da

DNA tekrarlari biciminde homolog dizilimler gerekmektedir. Hasarli dizilimin homolog
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dizilimi sablon olarak kullanilir ve tek bir baz bile kaybedilmez ya da degistiriimez; bu durum,
bu onarim tlrliinG hatasiz kilar. Bununla birlikte, ender olsa da hata yapilsa bile, HR
caprazlamalara ve heterozigotlugun kaybina (LOH) neden olabilir; ve HR olaylari homolog
dizilimler arasinda c¢aprazlama sonucu verip vermediklerine gore siniflandirilabilirler.
Homolog rekombinasyon tamir basamagi; RAD50-55, RAD57 ve RAD59 (irlinlerini iceren,
RAD51 paraloglari olan RAD51b, ¢, d ve MRE11’i de iceren RAD52 epistasis protein grubu
tarafindan gercgeklestirilir. Ayrica, HR; BRCA proteinlerini (BRCA1, BRCA2), XRCC proteinlerini

ve MRN kompleksini de igerir (8).

000

2 =)<
l DNA Polymerases

XRCCA/LIGY
XLF

Sekil 4. Replikasyon asamalari

Homolog rekombinasyon onarimi sirasinda gergeklestirildigi distinilen ilk olay DNA’nin
kesilerek tek iplikli uzantilarin olusturulmasidir.  Mayada bu kesme isleminin MRN
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kompleksini icerdigi distnilmektedir (Sekil 2). Bu kompleksin endoniikleaz etkinligi vardir
fakat kesme islemi icin gereken 5’-3’ ekzoniikleaz etkinligi yoktur. MRN kompleksinin bir
Uyesi olan NBS1, serin 343 (zerinde ATM tarafindan fosforillenir. NBS1 alt biriminin DNA
hasar sensorlerinin sinyallerinin  MRN’ye aktariminda o6nemli oldugu goérilmektedir.
Dolayisiyla, NBS1’'in fosforillenmesinin  MRN  kompleksinin  ekzonikleaz 6zelligini
etkinlestiriyor olmasi miamkindir. MRN kompleksinin DNA'y1 kesmesine yardimci baska

kofaktorler de gerekebilir (8, 104).

Homolog rekombinasyonun ikinci basamagi iki tamamlayici ipligin agilmasidir. MRN’nin
RADS50 alt biriminin DNA’nin ac¢ilmasini kolaylastirict ATPaz etkinligi oldugu distnidlmektedir.
Bundan sonra, RPA proteini (insan tek iplikli baglanma (SSB) proteini) tek iplikli DNA’ya
eklenir ve bunun DNA’yi niikleaz etkinliginden korudugu ve bakteriyel RECA proteininin
esdegeri olan RAD51 etkinligine yardim ettigi disiiniilmektedir. RAD51, hasarli DNA ipligi ile
kardes kromatid tzerindeki bozulmamis DNA arasinda kesismeyi ve degis tokusu baslatmak
icin, RPA ile kaplanmis SS DNA uglarinda nikleoprotein kompleksleri olusturur. RAD51
paraloglari olan RAD55 ve RAD57, yardimci proteinler olarak hareket ederler ve RAD51’in
isini kolaylastirdiklar distunilmektedir. Ayni sekilde, RAD52, DNA degistokus ara maddeleri
olusturmaya yardim eder ve RAD54’lin diger onarim faktorlerinin erisimini kolaylastirmak
icin DSB’de DNA’nin ac¢ilmasina yardimci oldugu distinilmektedir. BRCA1 ve BRCA2'nin
erken HR asamasinda énemli olduklari distinilmektedir ve belki de onarimin diger hiicresel

siireglerle koordinasyonunu saglamaktadirlar (Sekil 4) (8, 104, 105).

Bu farkli proteinlerin etkinlikleri, “Holliday kavsaginin” olusumuna neden olur. Bu baglamda,
hasarl ipligin tek ipliklerinin her biri, model DNA ipliklerinin bir homolog bolgesiyle eslesir.
Farkli ipliklerin bu ¢aprazlamasinda yiiksek bir hassaslik diizeyi gerekmektedir (8, 105, 106).
Bundan sonra HR iki ayri yone gidebilir. Memeli hiicrelerindeki HR sirasinda Holliday
kavsaginin acgilmasi, bunu takiben hasarli homologda DNA eslesmesi ve bosluklarin
doldurulmasi sonucu, ¢aprazlamanin olmadigl sire¢ fazlasiyla tercih edilmektedir. Diger
olasilik ise, klasik yolu izlemektir. Holliday kavsaklari endontikleolitik etkinlikle ¢oziliir ve

caprazlamali ya da ¢aprazlamasiz siireglerin esit olasiligi vardir (8, 107, 108).
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Son basamak ise, bosluklarin DNA polimeraz ile doldurulmasi ve kirilmalarin ligaz ile
kapatilmasidir. Ancak, bu basamak icin gereken DNA polimeraz ve ligaz heniz

tanimlanmamistir (8).

DNA cift zincir kiriklarinin onarimi, substrat olarak DNA kullanan ve sonra da ¢iplak DNA’ya
erisim gerektiren bir strectir. Ancak, bir hiicrede ¢iplak DNA, niikleazla sindirilmeye ve baska
saldirilara agiktir ayrica bir gesit orgitlenme olmayinca gereginden daha fazla hacim isgal
edecektir. Bunun bir sonucu olarak, 6karyot hiicreler DNA’y1 kromatin seklinde sikistirirlar

(8).

Kromatinin yapisi sadece DNA’y1 yogunlastirarak ve koruyarak degil, ayni zamanda genetik
bilgiyi koruyarak ve gen ifadesini kontrol ederek de temel islevleri yerine getirir. Ancak,
kromatin, bu kompakt yapisiyla DNA kiriklarinin saptanmasi ve onarimi dahil, birkag dnemli

hiicresel siireci engeller (8).

DNA cift zincir kiriklarinin HR ya da NHEJ yoluyla onarimi; birgok enzimin de adaptor
proteininin dikkatli isbirligini iceren karmasik ve dinamik bir stirectir. Ayrica, DNA onarim
araclarinin hasarli DNA’ya erisimini saglamak icin 6nce kompakt kromatinin acilmasinin

gerekmesi blyik bir engeldir (8).

Bu engeli asabilmek igin, oncelikle kromatinin yapisini degistirerek, kirtk DNA’nin onarim
faktorlerine erisimi saglayacak hiicresel mekanizmalar ¢alismalidir. Son arastirmalar, onarim
faktorlerinin yiksek yogunluklu kromatindeki kirik DNA’ya nasil eristigi ve onarim siirecinin
transkripsiyon gibi diger kromatin bazl sireclerle nasil koordine edildigi konusunda bilgi
saglamaktadir. Bu g¢alismalar kromatini yeniden bigcimlendiren etkinliklerin DNA onarimiyla

iliskili oldugunu gostermistir (8).

Biyokimyasal ve molekiiler calismalar DNA onarimiyla iliskili farkh histon modifikasyonlari

ortaya cikarmis ve bu modifikasyonlardan sorumlu molekiiler oyuncular tanimlamistir (109).

Kromatini yeniden bicimlendiren etkinlikler, hiicreler tarafindan DNA kirilmalarinin onarimini
kolaylastirmak ve bdylelikle kendilerini genomik buitinligin karsisindaki stirekli tehlikeye

karsi savunmak icin tasarlanmislardir. Bu etkinlikler histonlarin translasyon sonrasi
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modifikasyonlarini ve ATP’ye bagimli nikleozom mobilizasyonunu (kromatinin yeniden

bicimlendirilmesi) icerir (109-111).

Kromatin yapisini degistirerek DNA onarimini kolaylastiran bir baska mekanizma, kirilma
bolgelerinde histon varyantlarinin nlkleozomlara degistirilmesini icerir. DNA onarimi
tamamlandiktan sonra kromatin yapisini tekrar olusturmak igin kromatinin yeniden

bicimlendirilmesi isleminin tersine ¢evrilmesi de 6zel enzimatik etkinlikler gerektirir (111).

Kritik hicresel sireclerdeki kromatin  modifiye edici faktorlerin  rollerine  uygun
olarak, gittikce artmakta olan kanitlar anormal kromatin yeniden bicimlenmesinin kanserle
iliskili oldugunu gostermektedir (8, 112).

Son calismalar, DNA onariminin ve gen transkripsiyonu ve DNA replikasyonu gibi diger
DNA bazlh sireglerin  kromatini yeniden bigimlendiren etkinliklerin karmasik
koordinasyon gerektirdigi gercgegini vurgulamaktadir (113, 114). Bu  c¢alismalar histon
proteinlerinin epigenetik bilginin kilit tasiyicilari olduklarini, genetik bilginin de 6tesine
gecen temel ve kritik bir diizenleyici sistemi olusturduklarini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu
nedenle, bu bulgular, kritik hicresel slreclerde ve kanserde kromatin bazli
mekanizmalarin rollerinin daha ayrintili incelenmesinin temellerini olusturmaktadir (115-

117)
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2.2.5.MiDE KANSERi VE GENETIK

insanlardaki kalitsal genetik kusurlar (mutasyonlar), kimyasallari aktive eden ve
detoksifiye eden enzimlerin vyapisini ve ifade edilme dizeyini (karsinojen
metabolizmasini) etkileyen kisisel genetik farkliliklar, DNA hasarinin onarim kapasitesini
etkileyen polimorfik/genetik degisiklikler, kanser riskini arttirabilen baslica genetik
faktorlerdir (8).

Polimorfizm, ayni tirin farkli bireyleri arasinda iki veya daha fazla farkh dizinin varligidir.
DNA replikasyonu sirasinda olusan hatalar sonucu meydana geldikleri disiinilir. insan
DNA’sinda gen diziliminin %99.9’u birbirine benzemektedir. insanlar arasindaki genetik
cesitlilik % 0.1’lik farkliliktan ileri gelmektedir (8, 104).

Polimorfizmlere mutasyonlardan daha sik rastlanir. Tek nikleotit polimorfizmleri, belirli
bir baz pozisyonunda meydana gelen tek niiklotid degisiklikleridir (8).insan genomunda
en ¢cok bulunan genetik cesitlilik tipi, tek nikleotit polimorfizmleridir (SNP). Tim genetik
varyasyonlarin %90’ini olustururlar. insan genomunda 10-30 milyon SNP oldugu; iki farkli
birey arasinda 1250 bp’de bir farkhlik oldugu tahmin edilmektedir (8).

Tek nikleotit polimorfizmleri, regilator sekanslari degistirmekte ve gen ekspresyonunu
dolayli yoldan etkilemektedir. insan populasyonlari arasindaki genetik farklilklar
nedeniyle bazi populasyonlar, bazi hastaliklara daha duyarlidir (118, 119).

Populasyonlar arasinda goriilen genetik farkliliklar, hastaliklara karsi duyarlilik, direng ve
hastalik prognozunu etkileyebilmektedir.

Mide kanseri ile ilgili yapilmis bir cok calismada hiicre boliinme prosesinde temel
basamaklardan biri olan DNA tamir mekanizmasi ve bu mekanizmanin isleyisini saglayan
DNA tamir genleri Uzerinde yogunlasiimis ve DNA tamir genlerinde meydana gelen
polimorfizmlerin genlerin isleyisini ve ekspresyon seviyesini degistirerek c¢esitli

kanserlerin olusumuna yol acabilecegi belirtilmistir (119-122).

2.2.6. KU PROTEINI

Okaryotik hiicrelerde DNA cift zincir kiriklari tamirinde Non- Homologous End Joining

(NHEJ) ve. Homolog Rekombinasyon (HR) olmak Gzere iki ana yol vardir (123).
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Homolog olmayan ug birlestirme, DNA tamir mekanizmasindaki goérevi yani sira erken
lenfosit gelisimindeki V(D)) gibi spesifik alanlardaki kiriklari da tamir edebilmektedir.
NHEJ, DNA bagmli protein kinazin sifrelenen komponentlerinden (X-ray cross

complementing) XRCC5, XRCC6, XRCC7 ile islev goriir (Sekil 5) (124).

DSB

=@I@=

[ = Gonr

XRCC4-DNA ligase IV

Sekil 5. DNA uc kirik tamirinde sinapsis basamagi (125)

NHEJ mekanizmasinin basamaklarinda Ku heterodimer, DNA-PK katalitik subuniti ve
XRCC4/DNA ligaz IV kompleksi de gorev alir (Sekil 5) (126).

NHEJ, hiicre bélinmesi boyunca DNA zincir kiriklari tamirinde bir mekanizma olusturur ve
mitotik hicrelerin GO, G1 ve erken S fazinda 6nemlidir (124). HR ise ge¢ S fazi ve G2
fazinda, DNA duplikasyonu tamamlandiginda islev gorir. HR'nin alternatif bir roli daha
vardir ve bu rol germ hiicrelerinde mayoz sirasinda homolog kromozomlar arasinda

gerceklesen Krossingover olayinin dizenlenmesidir (124) (Sekil 6).
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Sekil 6. Homolog olmayan ug birlestirmede gorevli Ku70/80 ve DNA-PKcs (127)

NHEJ ve HR tamir mekanizmalarinda gorev alan Ku proteini, XRCC gen ailesi tarafindan

ifade edilen Ku70 ve Ku 80 olmak Uzere iki altbirimden olusan heterodimerik bir

proteindir (Resim 1).
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Resim 1. Ku heterodimer yapisi- Ku70 mor, Ku80 mavi, DNA yesil renkte gosterilmistir

(128).

Ku proteini, Okaryotlarda heterodimerik DNA-binding kompleksinden olusur. Bu
kompleks 20 yil dnce Japon sklorederma-polimyozit overlap sendromu olarak adlandirilan
otoimmun hastaliga sahip bireylerde major antibodi hedefi olarak bulunmustur (129).

Ku70 geni 22. kromozomun uzun kolunda (22q11-q13) ve Ku80 geni 2. Kromozomun

uzun kolunda (2g35) lokalizedir (Sekil 7).

chr22 (g13.2) Wil eele) Pty

Sekil 7. XRCC6 geni 22. Kromozom q 13.2 bolgesinde lokalize edilmistir (26).
Ku proteininin en iyi bilinen ve en 6nemli roli DNA tamiridir. Yakin zamanda yapilmis

calismalar Ku proteininin Homolog Recombination (HR) ve Non-homolog End Joining

(NHEJ) mekanizmalardaki niiklear bir protein olarak tanimlamaktadir (130). Hicredeki
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fonksiyonel Ku proteinleri genomik stabiliteyi korumada, ayrica hiicre ve organizma

canhhgini siirdirmede gorevlidir (Sekil 8).

Tumor Gelisiminde Ku70-BAX-CLU baglantisi

NORMAL KANSER
HUCRE HUCRESI

g GENOMIK . AF:OF'TOZiSiN R  DNAHASARI

7 KARARLLIK D . v

INHIBISYONU 2T IAMIRYOK .

R

Sekil 8. Tiimor gelisiminde Ku70 geni (131)

DNA tamirindeki hayati rolinin yani sira, Ku baska hiicresel proseslerde de goérev alir.
Bunlar; telomer onarimi, antijen reseptdér gen dlizenlenmesi, spesifik gen
transkripsiyonunun diizenlenmesi, antiapoptozis, isi-sok proteinleri cevabi ve hiicre

dongisinde G2 ve M fazlarinin diizenlenmesi gorevleridir (129).
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2.2.7. KANTITATIF GERGEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU YONTEMI

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain Reaction,
RTPCR) ozellikle gen ifadesi calismalarinda sik kullanilan bir yontemdir (68). RTPCR,
dongiler sirasinda reaksiyonlardan floresan sinyal toplayarak slirekli analize olanak verir.
ifadelenmenin yani sira amplifikasyonlar, delesyonlar ve nokta mutasyonlarinin da
¢alisiimasina olanak saglayan bu yontemin UstunlGglu hizinda ve Urlnlerin birikiminin
gercek zamanl izlenebilmesindedir (132). Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir
reaksiyonunda (Q-RT-PCR) ise her reaksiyondan gelen floresan sinyaller her 6rnek icin
sayisal bir degere donustirilir. Q-RT-PCR yontemi, genomik DNA kopya sayisini, tek
nikleotid polimorfizmlerini, DNA metilasyon durumunu ve viral yiki belirlemekte
kullanilabilir. En yaygin kullanim alani ise mRNA dizeylerinin belirlenmesi lGizerinden gen
ifadelenmesi analizleridir (132).

ifadelenme analizinde baslangic molekiili mRNA’dir. Ornekten elde edilen mRNA ters
transkriptaz reaksiyonu ile cDNA’ya dondlstiriliar. Floresan kaynagi olarak primerlere
bagh ya da onlardan bagimsiz floresan isaretleyiciler kullanilir. En sik kullanilanlar
arasinda hidroliz problari, hibridizayon problari, TagMan® problari, Molecular Beacon®
problari ve SYBR® Green | boyasi bulunmaktadir. SYBR® Green | boyasi reaksiyonda
¢ogalan her tirli cift zincirli DNA’ya nonspesifik olarak baglanir ve cift zincirli DNA'nin
artistyla orantili olarak floresan sinyal verir (132). Her deneyde hedeflenen amplikonun
¢ogalip cogalmadigini, kantifikasyona primer dimerlerinin ve nonspesifik Grlnlerin
karismadigini gosterebilmek icin, reaksiyon sonrasi Grlinler jelde goriintiilenebilir ya da
reaksiyondan sonra erime egrisi (“melting curve”) analizi basamagi eklenebilir (133). Q-
RT-PCR calismalarinda kimi zaman PZR Uriinlerinin tasinma kontaminasyonunu onlemek
icin urasil-N-glikozilaz (UNG) uygulamasi kullanilabilir. UNG uygulamasini kullanabilmek
icin reaksiyona eklenen deoksiribonikleotit trifosfat (dNTP) karisiminda deoksitimidin
trifosfat (dTTP) yerine deoksiuridin trifosfat (dUTP) olmalidir. UNG enzimi reaksiyona
eklendiginde, dUTP niikleotidini iceren her tirli olasi PZR Grinind sindirir (134).
Q-RT-PCR analizlerinde genel olarak iki kantifikasyon stratejisi izlenebilir; mutlak
(absolute) kantifikasyon ya da goreli (relative) kantifikasyon. Mutlak kantifikasyonda elde
edilen sinyaller 6nceden hazirlanmis bir kalibrasyon egrisine goére kopya sayisi olarak

hesaplanarak sonuc¢ verir. Goreli kantifikasyon ise belli bir RNA’'nin ifadelenme
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seviyelerindeki degisimin bir baska RNA’nin ifadelenme seviyesine gbre oraninin
Olclilmesine dayanir. Goreli kantifikasyonda kesin konsantrasyonlari bilinen standartlara
ya da kalibrasyon egrisine ihtiyac yoktur, dizisi bilindigi strece her tirli transkript
referans olarak kullanilabilir. En sik kullanilan referanslar sabit ifadelendigi bilinen genler
(house-keeping genler) ve evrensel ya da yapay kontrol RNA / DNA molekiilleridir. Goreli
kantifikasyonda bir basamak daha eklenerek bu goéreli sonuclar bir kontrol hastasina,
tedavisiz bir 6rnege ya da olgunun sifir anindaki 6rnegine oranlanabilir. Bu basamaga

normalizasyon adi verilir (135).
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3. GEREG VE YONTEM

Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi Genel Cerrahi Servisi’'nde 2006-2008 tarihleri arasinda
mide kanseri tanisi almis 92 hastaya ait periferik kandan veya normal dokudan elde
edilmis arsiv DNA’lari kullanilmistir. Hasta grubu ile yas ve cinsiyet acisindan uyumlu,
gonilli olur formu (Bkz: Ek1) ile onaylari alinmis 194 saglikh birey ile kontrol grubu

olusturulmustur.

3.1. Kullanilan Arag Ve Geregler
e PCR tlpu

e Eppendorf Tlpl

e Mavi Pipet Ucu

e SariPipet Ucu

e DNA Saklama Kutusu
e Tlp Sporu

e UV spektrofotometre
e Mikrosantrifiij

e Otoklav

e Etlv

e Buzdolabi

e Derin Dondurucu

e Kar Makinasi

e Bidistile Su Cihazi

e Su Banyosu

e PCR Kabini

e Vorteks

* Hassas Terazi

e Mikrodalga Firin

e Manyetik Karigtirici

e Elektroforez Tanki

¢ Elektroforez Gli¢ Kaynagi

e Transsiliminator
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e Real Time PCR cihazi

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
e EDTA

e Etanol

e Etidyum Bromid

* Pure Gene Blood Core Kit B

e Pure Link Genomik DNA Kit

* Taqg DNA Polimeraz

e Agaroz (Serva 11380)

e 10xPCR Buffer

* Bidistile Su

* Molecular weight marker DNA

® Primerler

3.3. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Retrospektif olarak vyaptigimiz calismamizda hasta DNA’lari laboratuarimiz DNA
bankasinda mevcut olup, tuzla ¢oktiirme yontemi ile elde edilmistir (136).

Calismamizi planladiktan sonra ailesinde kanser 6ykisii olmayan, saglkli, cinsiyet ve yas
acisindan hasta grubu ile uyumlu kisilerden onam formu (Bkz: Ek1) doldurularak, imzalari

esliginde kan ornekleri alinmistir.

Kontrol grubundan alinan 4cc periferik kandan DNA elde etme kiti ile DNA elde edildi. Bu
kitin (Bioneer DNA ekstraksiyon kiti- AccuPrep®Genomic DNA Extraction Kit)

muhteviyatina gore;

1- Proteinaz K, liyofilize, 25 mg
2- Binding buffer, 25 ml

3- Washing buffer 1, 40 ml

4- Washing buffer 2, 20 ml

5- Elution buffer, 30 ml
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6-
7-
8-

Baglanma tipleri
Filtrasyon ( 2ml ) tupleri

Eltisyon ( 1,5 ml) thpleri

Ek Malzeme Listesi:

Abzolu etanol

2. Abzolu izopropanol

3. Masa Ustl mikrosantrifiij

4. inktbatér

5. Vorteks karistirici

6. Ependorf tipleri (1.5 ml)

7. PBS ( Fosfat buffer salin )

Protokol:

1- 1.5 ml’lik ependorf tliptine 20 ul Proteinaz K konuldu.

2- icinde proteinaz K bulunan ependorf tiiptine 200 pl periferik kan eklendi.

3- iginde proteinaz K ve kan bulunan ependorf tiipiine 200 pl Binding buffer ( baglanma
sollisyonu ) eklendi.

4- Ependorf tlpi icindeki karisim ile inkibatorde 60 C'de en az 10 dk inkiibe edildi.

5- inkiibatérden alinan tiipe 100 ul izopropanol eklenerek pipetaj yapildi.

6- Ependorficindeki karisim 2 ml’lik baglanma tiiplerine aktarildi.

7- Mikrosantrifij aletinde 8000 rpm’de 1 dk santrifij edildi.

8- Baglanma tipi altta biriken sivi atilarak yeni bir tipe gegirildi.

9- Ardindan 500 ul yikama sollisyonu eklenilir ve 8000 rom’de 1 dk santrifiij edildi.

10- Altta biriken sivi atilarak 2 numarali yikama soltisyonundan 500 ul eklenildi ve 8000
rom’de 1 dk santriflj edildi.

11- Tapteki etanoliin tamamen uzaklasmasi icin bir kez daha 12.000 rpm’de 1 dk santrifij
islemi tekrarlandi.

12- Baglanma tiipl 1.5 ml’lik ependorf tliplerine aktarildi, Gizerine 200 ul eliisyon buffer
eklendi.

13- Mikrosantrifiij aletinde 8000 rpm’de 1 dk santriflij edildi. Ependorf tlpline aktarilan
DNA saklanmaya veya ¢alismaya hazir hale getirildi.

14- Elde edilen DNA’lar Nano Drop DNA 6l¢lim cihazi ile dlgulda.
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15- Elde edilen DNA'lar 11,25 pl’de 10 ng olacak sekilde distile su ile dille edildi.
16- DNA’lar elde edildikten sonra normal sartlarda hemen calisilacaksa + 4 C'de, daha
sonra ¢alisilacaksa — 20 C’de saklanabilir.
3.4. Ku70 Polimorfizmlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemi ile
Cogaltilmasi
Allelik diskriminasyon yontemi ile;
ABI 7300 Real Time PCR cihazi ile ( Applied Biosystems )
Kullanilan reaktifler;
- TagMan Universal PCR Master Mix Without AmpErase UNG ( Invitrogen )
- 40 x SNP Genotyping Assay ( Invitrogen )
Ku70... promotor G-57C (rs2267437)
Ku70... intron3 (rs132774)
Protokol:
Tabloda belirtilen oranda karisim hazirlanarak kuyucuklara dagitilmistir. Uzerine her bir

ornek basina 5 pl DNA eklenmistir.

Eklenen malzeme Miktar
TagMan Univ. PCR Master Mix 12.50
20 x SNP Genotyping Assay 1.25 ul
DNA 11,25 ul

Tablo 1. Calisma protokoli

3.4.1. Ku70 Promotor Bolgelerinin Cogaltilmasi igin Kullanilan Primer Dizileri

Context Sequence [VIC/FAM]; rs 132774:

TTTTTGTTAAAATTTGATATTTATG]C/G]CCATTACTTTCACTGATTCATTACC

Context Sequence [VIC/FAM]; rs 2267437:

GCCCAAGTCTCCCCACCTCGGCCAG]C/G]ICGCCACCCTCTGGCCTGGCTCCCGC
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3.4.2.Real Time PCR Kosullari

PCR basamaklari | Isi (°C) | Siire

Denaturasyon 96 10 dk
Annealing 92 15sn } 40 dongl
Elongasyon 60 60 sn

Tablo 2. PCR basamaklari

Bildigimiz PCR yontemi, 1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri' nde bulunan Cetus
sirketine bagli olarak g¢alisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan
gelistirilen, nikleik asitlerin, uygun in vitro kosullar altinda ¢ogaltilmasina dayanmaktadir.
Hem bilimsel arastirmalar hem de klinik laboratuar tanisindaki uygulama alanlariyla
blyik 6neme sahip olan PCR’ nin gelistirilmesindeki ¢alismalari nedeniyle Kary Mullis,
1993 yili Nobel Kimya Odiili’ nii almaya hak kazanmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu bir
cesit in vitro klonlamadir.

Real Time PCR ise; klasik PCR yontemi ve gen analizinin birlestirilmesinden olusur. PCR
cogal-timini gorinir hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve
boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir cogaltma
yontemidir.

Real Time PCR TagMan sisteminde, 5’ve 3’uglarindan florokrom (floresans veren)
maddelerle isaretli prob kullaniimaktadir. Probun 5’ucunda raportor florokrom (6-
carboxyfluorescein= 6-FAM), 3’ucunda ise baskilayici (quencher) florokrom (6-carboxy-
tetramethyl-rhodamine=TAMRA) bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef
molekil Gzerinde, primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglanir. Probla
hedef molekdl arasindaki hibridizasyon devam ettigi slirece raportor florokrom maddenin
sinyal olusturmasi, 3’uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir.
Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi probun
baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin Taqg DNA polimeraz

enzimi 5’3’ nikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ugtan yikmaya baslar. Boylece
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raportor florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her siklusta tretilen amplikon
miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir (137).

Real-time PCR, kisa slrede kantitatif sonu¢ verebilmektedir. Tupler acilmadan taniya
gidildigi icin kontaminasyon riski dusuktir. Elektroforeze gerek kalmadan c¢ogalma
esnasinda sonug¢ alinabilmektedir. Ayrica floresan veren problar kullanilarak hedef

niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (137).

4. BULGULAR VE iSTATISTIKSEL ANALIZLER

Hastalarin ve kontrol grubunun DNA o&rnekleri gercek zamanli multipleks PCR
protokoliine gore hazirlanarak sonuclandirilmistir. Degerlendirme asagida ornekleri
bulunan goériintilere gore yapilmistir. Analiz dahilinde iki polimorfizm (g farkli genotip
acisindan her birey icin kaydedilmistir.

Allelik ayrimlama neticesinde bireyler CC/CG/GG genotiplerine gobre ¢ grupta

siniflandiriimistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Allelik ayrimlama analizi sonuglari
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Her olgunun analiz sonucu verdigi anlamli egrilere gére yorumlanmistir. Bu yorum gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu neticesinde tek bir yesil ( VIC ) renkte anlamh egri
cizmesi durumunda asagidaki oOrnekte gorildigh Uzere CC genotipi olarak

degerlendirilmistir (Sekil 10).

Delta Rn vs Cycle
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Sekil 10. CC Genotipi sonug egrisi

Heterozigot genotipte olgularin analiz sonuglari FAM/VIC yani lacivert ve yesil renkte iki

egrinin bir arada bulunmasi halinde CG olarak degerlendirilmistir (Sekil 11).

Delta Rn vs Cycle
1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number

Sekil 11. Heterozigot genotipe sahip bir sonug 6rnegi
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Calismaya dahil edilen olgulardan analiz sonucu homozigot GG genotipinde bulunanlar

ise tek bir FAM-lacivert renkte floresans vermesi ve tek bir egri ¢izmesi ile

anlamlandirilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. GG genotipinde bir sonug 6rnegi
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Olgu ve kontrol grubunun analiz sonuglari SPSS programina yiklenmistir. Sonuglar Ki-
Kare testi ile degerlendirilmistir. Arastirma dahilinde bakilan Ku70 genine ait intron 3
(rs132774) ve G-57C (rs2267437) polimorfizmleri agisindan her birey igin Ug¢ alternatif
genotip sozkonusudur. Bireylere ait demografik bilgiler yas ve cinsiyet olarak
belirlenmistir. Bu veriler birbiri ile kiyaslanmis, sayilar ve yizde oranlar tablolar araciligi
ile 6zetlenmistir.

Olgular ve kontrol grubu G-57C (rs2267437) polimorfizmi GG genotipi acisindan birbiri ile

karsilastirildiginda hem saglikli hem de kanserli hastalarda benzer oranlara rastlanmistir

(Tablo 3).
rs2267437 polimorfizmi Olgular Kontrol Toplam
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
GG olanlar 15 (28,3) 38 (71,7) 53 (100)
GG olmayanlar 77 (33,0) 156 (67,0) 233 (100)
Toplam sayi 92 (32,2) 194 (67,8) 286 (100)
Ki-Kare p > 0.5

Tablo 3. rs2267437 polimorfizmi GG bulunanlar- Ki-Kare Testi

Olgular ve kontrol grubu rs2267437 polimorfizmi GC genotipi agisindan birbiri ile

karsilastirildiginda hem kontrol grubunda hem olgularda gorilme sikhgi agisindan anlamli

bir fark saptanmamustir (Tablo 4).

rs2267437 polimorfizmi Olgular Kontrol Toplam
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
GColanlar 77 (33,2) 155 (66,8) 232 (100)
GC olmayanlar 15 (27,8) 39 (72,2) 54 (100)
Toplam say! 92 (32,2) 194 (67,8) 286 (100)
Ki-Kare p > 0.5

Tablo 4. rs2267437 polimorfizmi GC olanlar- Ki-Kare Tablosu
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Olgular ve kontrol grubu G-57C (rs2267437) polimorfizmi CC genotipi agisindan birbiri ile

karsilastirildiginda CC genotipinin olgularda hi¢ goérilmedigi; kontrol grubunda ise sadece

bir kiside gorildigu saptanmistir(Tablo 5).

rs2267437 polimorfizmi Olgular Kontrol Toplam
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
CColanlar 0 (0,00) 1 (100) 1 (100)
CC olmayanlar 92 (32,3) 193 (67,7) 285 (100)
Toplam sayi 92 (32,2) 194 (67,8) 286 (100)
Ki-Kare p > 0.5

Tablo 5. rs2267437 polimorfizmi CC olanlar- Ki-Kare Tablosu

Olgular ve kontrol grubu intron 3 (rs132774) polimorfizmi GG genotipi agisindan birbiri

ile karsilastirildiginda, aralarinda anlamli bir fark gérilmemistir (Tablo 6).

rs132774 polimorfizmi Olgular Kontrol Toplam
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
GG olanlar 47 (30,5) 107 (69,5) 154 (100)
GG olmayanlar 45 (34,1) 87 (65,9) 132 (100)
Toplam say! 92 (32,2) 194 (67,8) 286 (100)
Ki-Kare p > 0.5

Tablo 6. rs132774 polimorfizmi GG olanlar- Ki-Kare Tablosu

Olgular ve kontrol grubu rs132774 polimorfizmi GC genotipi agisindan birbiri ile
kiyaslandiginda hem kanserli hastalarda hem kontrol grubunda benzer oranlara

rastlanmistir (Tablo 7).

rs132774 polimorfizmi Olgular Kontrol Toplam
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
GC olanlar 37(32,7) 76 (67,3) 113 (100,0)
GC olmayanlar 55 (31,8) 118 (68,2) 173 (100,0)
Toplam say! 92 (32,2) 194 (67,8) 286 (100,0)
Ki-Kare p > 0.5

Tablo 7. rs132774 polimorfizmi GC olanlar- Ki-Kare Tablosu
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Arastirmamiz dahilinde c¢alismis oldugumuz intron 3 (rs132774) polimorfizmi icin CC

genotipi, olgularda ve kontrol grubunda nadir goérilmis olup, Ki-Kare testi sonucunda

anlaml bir fark olmadigi goriilmustir (Tablo 8).

rs132774
polimorfizmi Olgular Kontrol Toplam
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
CColanlar 8(42,1) 11 (57,9) 19 (100,0)
CC olmayanlar 84 (31,5) 183 (68,5) 267 (100,0)
Toplam say! 92 (32,2) 194 (67,8) 286 (100,0)
Ki-Kare p > 0.5

Tablo 8. rs132774 polimorfizmi CC olanlar- Ki-Kare Tablosu

Calismamiza dahil ettigimiz 92 tane mide kanserli hastanin 63’0 erkek, 29’u kadin; kontrol

grubunun ise 134 tanesi erkek, 60’1 kadinlardan olusmaktaydi (Tablo 9).

Cinsiyet Olgular Kontrol Toplam
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
Erkek 63 (68,5) 134 (69,1) 197 (100,0)
Kadin 29 (31,5) 60 (30,9) 89 (100,0)
Toplam sayi 92 (32,2) 194 (67,8) 286 (100,0)

Tablo 9. Olgu ve kontrol grubu ve cinsiyetleri

Olgular ve kontroller

55 vyas Usti ve alti

olarak iki

yas grubuna ayrilarak

degerlendirildiginde 55 yas Ustl bireylerde mide kanseri gorilme oraninin anlamli bir

sekilde yiksek oldugu gorulmustir (Tablo 10).

55 yas Ustii Olgular Kontrol Toplam

ve alti bireyler Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)

55yas< 18 (19,6) 66 (34,0) 84 (29,4)

55yag> 74 (80,4) 128 (66,0) 202 (70,6)

Toplam sayi 92 (100,0) 194 (100,0) 286 (100,0)
Ki-Kare p< 0.5

Tablo 10. Yas gruplarina gore olgularin dagilhimi
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Olgular ve kontrol grubu arasinda incelenen polimorfizmlere ait genotiplerin gortlme
oranlarini  birbiri ile kiyasladigimizda ise GG genotiplerini referans aldigimizda
buldugumuz sonug genotipler arasinda mide kanseri riski agisindan anlamli bir farkhhk

olmadigi idi (Tablo 11).

Olgular Kontrol Grubu Adjusted OR P degeri
rs2267437 polimorfizmi
GG genotipi 15 38 1.00(ref) ,782
GC genotipi 77 155 1,291 ,483
CC genotipi 0 1 ,000 1,000
rs132774 polimorfizmi
GG genotipi 47 107 1.00(ref) ,523
GC genotipi 37 76 1,086 ,774
CC genotipi 8 11 1,808 ,255

Tablo 11. Polimorfizmler ve mide kanseri riski; Adjusted OR: Diizeltilmis oran

Bu calismada, mide kanseri ile Ku70 genine ait polimorfizmler arasinda iligki olup
olmadig arastirilmistir. Bu amacgla Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi Genel Cerrahi
AD’da Mide Kanseri tanisi konmus 92 hastadan alinan periferik kan ve normal dokulardan
elde edilen DNA ile Real Time PCR yontemi kullanilarak Ku70 rs132774 ve rs2267437

polimorfizmlerinin allel ve genotipik tayinleri yapiimistir.
Calismamizda hasta grubumuz 29 kadin ve 63 erkek bireyden olusmus ve genel yas

ortalamalarinin 60,2 oldugu saptanmistir. Allel frekanslari belirlenen Ku70 genotipleri

istatistiki olarak SPSS programi izerinden Ki-Kare Testi ile degerlendirilmistir( Tablo 12).
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Tablo 12. Olgularin genotip oranlari

Kontrol grubu olarak yas ve cinsiyet bakimindan hasta grubu ile uyumlu 194 kanseri
olmayan birey calismaya alinmistir. incelenen iki polimorfizm; kontrol grubunda, hasta

grubunda bulunan allel oranlari ile uyumlu olarak degerlendirilmistir (Tablo 13).
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Tablo 13. Kontrol grubunun polimorfizm sonuglari
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5. TARTISMA

Mide kanseri multifaktoriel bir hastalik olup bircok gen ve cevresel faktdr hastalikta
etkilidir. Yaklasik on yildir mide kanseri insidansi ve mortalitesinin diismesine ragmen
dinyada hala en sik rastlanan dordiinci ve en fazla 6lime sebep olan ikinci kanser
taradar (21, 138).

Mide kanserinin gorilme orani cinsiyetler arasinda farkli seyretmektedir. Mide
tiimorlerinin gorilme sikhginin erkeklerde iki kat fazla oldugu literatlrde bildirilmektedir
(139). Mide kanserlerinde cinsiyet farkinin sagkalim Uzerine etkisi bildirilmemistir.
Erkek/Kadin oraninda erkekler lehine sayinin fazlahg (E/K=1.87) goze ¢carpmaktadir. Mide
kanserinin ortalama teshis yasi 56’dir. Calisma grubumuzdaki yas ortalamasi yabanci
kaynaklarla kiyaslandiginda benzerdir. Bati toplumlarinda en sk 70°li vyaslarda
gorilmesine karsin lilkemizde ortalama yas on yas daha genctir. Tlrk onkoloji grubunun
2008 vyilinda 840 hastadan olusan c¢alismasinda mide kanserlerinin saptanma yasl
ortalama 57’dir (yas araligi 19-85) (140). Calisma grubumuz 92 hastadan olusmaktadir ve
yas ortalamasi ise 60.2'dir (yas aralig 33-89). Aradaki farkin hasta sayisinin azligindan
kaynaklandigini distinmekteyiz.

Kanser genetiginde en 6nemli konulardan biri DNA tamiridir. DNA tamir genlerinde
meydana gelen polimorfizmler aminoasit dizisinde degisiklige ve DNA tamir kapasitesinde
hasara sebep olup, cesitli kanserlere neden olabilmektedir. DNA’da meydana gelen
hasarlar, proteinlerin gorevli oldugu birden fazla yolla tamir edilir.

DNA tamir mekanizmasindaki genetik polimorfizmler DNA tamir kapasitesinde kisisel
farklihklara yol acabilmekte ve kismen de olsa hicrelerin genotoksik ajanlara karsi
hassasiyetini degistirerek kanser hiicresine doniismesine sebep olabilmektedir.

DNA tamir sistemlerinin, karsinojen ve antikanser ajanlarin neden oldugu DNA hasarlarini
dizelttigi ve yetersiz yada hatali DNA tamir mekanizmalarinin ¢esitli maligniteler icin bir
risk faktori oldugu bildirilmistir (141). Bugline kadar, DNA tamirinde rol oynayan
genlerde c¢esitli polimorfizmler tespit edilmistir (141). Bircok c¢alismada DNA tamir
genlerinin polimorfizmlerinin mide kanseri riskine etkisi arastiriimigsa da heniz iligkisi
kesin olarak belirtilememistir (6). Calismamizda inceledigimiz Ku proteini memeli

hiicrelerinde DNA cift zincir kiriklari tamirinde major role sahiptir (129, 142).
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Ornegin Bau ve arkadaslari, 2008 yilinda, 1998-2007 yillari arasinda oral kanser tanisi
almis 380 hasta ve bu grupla yas ve cinsiyet bakimindan uyumlu ayni sayida saglikh
kontrol grubu ile yapmis olduklari ¢alismada, Ku70 T-991C, C-57G ve A-31G
polimorfizmleri ile oral kanser arasindaki iliskiyi arastirmislardir. C alleli tasiyan bireylerin
(T/C ve C/C) T/T (wild) genotipe oranla 2,14 kat daha fazla oral kanser riski tasidiklari
belirtilmistir. Calisilan C-57G ve A-31G polimorfizmleri icin ise alelik frekans ve oral
kanseri iligkisi hastalar ve kontrol grubunda anlamli bir fark gdstermemistir (16).

Bir diger calismada ise He ve arkadaslari, Ku70 -1310C/G polimorfizmi ve meme kanseri
arasindaki iliskiyi arastirmislardir. 293 Meme kanserli hasta ve 301 kontrol grubu ile
yapmis olduklari calismada, CG ve GG allel frekansina sahip bireyler CC homozigot allele
karsilastirildiklarinda daha yiiksek risk tasidiklari belirtilmistir (p= 0,038) (12).

Bir diger 6rnek olarak Willems ve arkadaslarinin (2009), yapmis olduklari ¢alismada ise
ailesel olmayan meme kanseri ile Ku70 promotor bélgesinde meydana gelen C-1310G tek
nikleotit polimorfizmi iliskisini arastirmislardir; 206 hasta ve 171 kontrol bireyden olusan
calisma grubunda sonug degerlendirildiginde; endojen &strojen seviyesi yiksek meme
kanserli hasta grubunda CG allelinin anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (11).
Bahsi gecen Ku70 geni polimorfizmleri kanser gelisim mekanizmalarini aydinlatmak
acisindan arastirilmaya adaydir (143).

Taiwan’da, Yang ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda, mide kanserli hastalar ve saghkli
kontrol grubunda Ku70 genine ait dort polimorfizm calisilmistir. Calismaya 136 mide
kanserli hasta ve 560 kontrol grubu dahil edilmistir. TC ve CC genotipli bireylerin TT
genotipe oranla anlamli derecede mide kanseri riski bulundurdugu belirtilmistir. Calisilan
polimorfizmlerden Ku70 promoter T-991C (rs5751129), 55 yas lzeri erkek hastalarda
anlamli bulunmus ve bu polimorfizmin mide kanseri hastalarinda potansiyel bir
biyomarkir olabilecegi 6ne sirilmustir (6).

Calismamizda mide kanseri ve Ku70 geni polimorfizmleri arasindaki iliski incelenmistir.
Mide kanserlerine yonelik Ku70 polimorfizmleri agisindan benzeri bir ¢alisma heniz
Ulkemizde yapilmamistir.

Calistigimiz polimorfizmlerden Ku70 promotoér G-57C (rs2267437), Fu ve arkadaslari
tarafindan 2003 yilinda yapilan bir arastirmada meme kanseri ile iliskili bulunmustur.
Mide dokusunda ise Ku70 G-57C (rs2267437) promoter bolgede bulundugu icin farkl

genotiplerinin farkli ekspresyonlara neden olabilecegi distinilmektedir.
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Arastirdigimiz Ku70 G-57C (rs2267437) ve Ku70 intron 3 (rs132774) polimorfizmlerindeki
varyasyonlar Ku70 proteininin farkl derecelerde ekspresyon seviyelerini belirlemekte,
DNA tamir kapasitesi ve tiim genom stabilitesini etkilemekte ve sonucta karsinogenezde
rol oynamaktadir. Karsinogeneze yonelik mekanizmalarla ilgili gecmiste yapilmis
calismalar mevcuttur. Ornegin Hu ve arkadaslari 2010 vyilinda, sadece Ku70 proteini
degil; TRF, TERT, BRCA gibi diger proteinlerle yaptiklari bir calismada bu proteinlerin
ekspresyon seviyelerinin telomer boyu kisalmasi ve karsinogenezle baglantili olabilecegini
ileri sirmuslerdir.

Son yirmi yildir DNA tamirinde NHEJ basamaginda sorumlu olan Ku70 ve Ku80
proteinlerine yénelik fare deneyleri ve hasta bazli arastirmalar yapilmaktadir. ilk
calismalar Sistemik Lupus Eritematosus gibi bag dokusu hastaliklarina yonelik olmustur
(144). Daha sonra ise c¢ift tarafli pterigium patolojisi, oral kanserler, deri kanserleri,
hepatik kanserler olmak lizere pek ¢ok kanser tiriinde bu tamir genlerine yonelik genetik
varyasyonlar calisiimistir. Bu kanser arastirmalarinda bilylk kontrol gruplari secilerek
calismalar yuratalmektedir (143).

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik AD ve Genel Cerrahi AD isbirligi ile
yaptigimiz caisma 92 tane mide kanserli hasta ve 194 tane gonilli kontrol temel
alinarak vyapilmistir. Sonuclar Ki-Kare testi ile degerlendirilmistir. Degerlendirilen
polimorfizmler ve mide kanserli hasta 6rnekleri ve saglikli kontrol grubuna ait érnekler
kiyaslandiginda anlamh bir farklihk saptanmamigtir. Olgular ve kontrol grubu G-57C
(rs2267437) polimorfizmi GG genotipi acgisindan birbiri ile karsilastirildiginda her iki
grupta da benzer oranlara rastlanmistir. Olgular ve kontrol grubu G-57C (rs2267437)
polimorfizmi GC genotipi agisindan birbiri ile karsilastirildiginda gériilme sikligi agisindan
iki grup arasinda anlamh bir fark saptanmamistir. Olgular ve kontrol grubu G-57C
(rs2267437) polimorfizmi CC genotipi acisindan birbiri ile karsilastirildiginda CC
genotipinin olgularda hi¢ gorilmedigi; kontrol grubunda ise sadece bir kiside goraldigu
saptanmistir. Olgular ve kontrol grubu intron 3 (rs132774) polimorfizmi GG genotipi
acisindan birbiri ile karsilastirildiginda, aralarinda anlamh bir fark gortilmemis ve GC
genotipi acisindan  kiyaslandiginda her iki grupta benzeri oranlara rastlanmistir.
Arastirmamiz dahilinde c¢alismis oldugumuz intron 3 (rs132774) polimorfizmi icin CC
genotipi kanserli kisilerde ve kontrol grubunda nadir goriilmis olup, Ki-Kare testi

sonucunda anlamli bir fark olmadigi goérilmustir. Buna gére mide kanseri ile Ku70 geni
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intron 3 (rs132774) ve G-57C (rs2267437) polimorfizmleri arasinda anlamh bir iliski
¢alismamiz neticesinde saptanmamigtir. Yine de net bir yargiya varmak mimkin degildir.
Cunkl populasyona bagli genetik ifade farkliliklari her zaman s6zkonusudur. Calismamiza
dahil ettigimiz 92 tane mide kanserli hastanin 63’ erkek, 29'u kadin; kontrol grubunun
ise 134 tanesi erkek, 60’1 kadinlardan olusmaktaydi. ileride yapilacak calismalarda yas ve
cinsiyet acisindan olgu ve kontroller arasinda uyum olmasina ve daha fazla sayida
olgunun galismaya dahil edilmesinin uygun olacagi distunulmustir. Olgular ve kontroller
55 yas ustl ve alti olarak iki yas grubuna ayrilarak degerlendirildiginde 55 yas Ustl
bireylerde mide kanseri gorilme oraninin anlamli bir sekilde yiiksek oldugu gorilmustir.
Bu bilgi literatlr bilgisiyle uyumludur, kansere yatkinhgin ileri yasta artmasi sasirtici
degildir.

Calismamiza daha sonra ayni hasta grubu ile kansere predispozisyon yaratmasi muhtemel
baska DNA tamir gen polimorfizmleri eklenerek devam edilmesi yararli olacaktir.
Muhtemel bir ileri ¢calisma, mide kanserine yatkinlik agisindan bir genetik biyomarkir
bulunmasini; boylece ailesinde mide kanseri oOykisit olan veya cevresel faktorler
acisindan yuksek risk altinda olan bireyler igin yorumlanabilir kisisel veriler elde

edilmesini mimkun kilabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz kapsaminda incelemis oldugumuz mide kanseri mutifaktoriel bir hastaliktir.
Etiyolojide genetik yatkinlik kadar yas, cinsiyet gibi degistirilemez faktérler ve beslenme
ahskanliklari, cevresel etkiler gibi degistirilebilir faktorler sézkonusudur. Genetik agidan
mide kanserli hastalara baktigimizda DNA tamirinden sorumlu Ku70 genlerine ait
polimorfizmleri incelemek kanser etiyolojisine bir 1sik tutmasi bakimindan énemlidir.
Daha 6nce mide kanserli hastalar ve Ku70 geni polimorfizmleri arasindaki baglantiyi
gosteren bir calisma Taiwan’da yapilmistir. Tlrkiye’de heniliz mide kanserli hastalar ve
Ku70 geni ile ilgili bir ¢calisma bilgilerimiz dahilinde bulunmamistir. Mide kanserli hastalar
ile ilgili bir arastirma icin hasta sayimiz yeterli olmakla beraber kanser etiyolojisi pek ¢ok
faktore bagh oldugu icin hasta sayisinin daha fazla olmasi gelecek calismalar igin
onemlidir. Calismamizda kontrol grubu belirlenirken hem kendisinde hem ailesinde
kanser oykisi olmayan saglikh bireyler olmasina 6zen gosterilmistir. Gelecekte yapilacak
diger calismalarda kontrol grubunun fazla olmasi calismanin daha degerli olmasi
agisindan onemlidir. Arsiv materyalinden yararlanarak yaptigimiz ¢alismamiz daha fazla
mide kanseri olgusu eklenerek genisletilebilir ve diger polimorfizmler de ¢alismaya dahil

edilebilir.
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7.0ZET

Genomda; DNA cift zincir kiriklarinin tamirinde homolog olmayan ug birlestirme onarim
sisteminin 6nemli bir Uyesi olan DNA tamir geni Ku7Q0’in 6nemli bir rol oynadig
disundlmektedir. Bu gift zincir kirikk onarimi kapasite bozukluklarinin geri dénlsiimsiiz
olarak genomik kararsizliga yol actigi bilinmektedir. Ancak, Ku70 genine ait polimorfik
varyantlar ve mide kanseri duyarlihgi arasindaki baglanti Diinya’da ikinci, ilkemizde ise ilk
kez tarafimizca ¢alisiimistir.

Hastanemiz Genel Cerrahi Bolimi’nde degerlendirilen mide kanserli 92 hasta ve kontrol
grubu olarak ailesinde ve kendisinde kanser 6ykiisii olmayan 194 gonlli ¢alismaya dabhil
edilmistir.

Bu kisilerden DNA tamirinde gorevli Ku70 proteini ile ilgili iki polimorfizm arastiriimistir.
Bu polimorfizmler intron 3 (rs132774) ve G-57C (rs2267437) polimorfizmleridir. Calisma
yontemi olarak ger¢ek zamanli polimeraz zincir islemi kullaniimistir.

Sonuglar Ki-Kare testi ile degerlendirilmistir. Degerlendirilen polimorfizmlerde kanserli
hasta oOrnekleri ve saglikh kontrol grubuna ait ornekler arasinda anlamli bir fark
saptanmamistir.

Ozet olarak, Ku70 promotor G-57C (rs2267437) ve intron 3 (rs132774) polimorfizmleri ve

mide kanseri gelisiminin birbiriyle iliskili olmadigi gorilmustir.
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8. ABSTRACT

The DNA repair gene Ku70, an important member of non-homologous end-joining repair
system, is thought to play an important role in the repairing of DNA double strand
breaks. It is known that defects in double strand break repair capacity can lead to
irreversible genomic instability. However, the polymorphic variants of Ku70, have never
been reported about their association with gastric cancer susceptibility.

In this hospital-based case-control study, the associations of Ku70 promoter G-57C
(rs2267437) and intron 3 (rs132774) polymorphisms with gastric cancer risk in Turkish
population were investigated. In total, 92 patients with gastric cancer and 194 age- and
gender-matched healthy controls recruited from the Dokuz Eylil University Hospital in
izmir were genotyped by real time PCR method.

As for two polymorphisms, there was no difference between both groups in the
distributions of their genotype frequencies.

In conclusion, the Ku70promoter C-57G (rs2267437) and intron 3 (rs132774), is not

associated with gastric cancer susceptibility.
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10. EKLER
10.1.Ek 1 Gondillii Olur Formu
BiLGILENDIRIiLMiS GONULLU OLUR FORMU

Mide kanseri hastaliginin olusumu ve ilerleyisinde DNA tamir genlerinin etkileri
konulu yeni bir arastirma yapmay1 planladik. Aragtirmanin ismi " Mide tiimorlii hastalarda

Ku70 gen polimorfizmlerinin etkisi " dir.

Mide kanserinin c¢ok cesitli nedenleri mevcuttur ve son yillarda genetik bir
yatkinligin olduguyla ilgili yayinlar vardir. Ku70 geni DNA tamirinden sorumlu bir gendir
ve kansere yatkinlikta, bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklarda etkin olduguna dair
yaymnlar vardir. Ku70 genindeki degisimlerin cevresel faktorlerin de etkisiyle kanser

gelisiminde rolil oldugu diisiiniilmektedir.

Sizin de bu arastirmaya kontrol grubu olarak katilmanizi 6neriyoruz. Bu aragtirmaya
katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliillik esasina dayalidir.
Kararimizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup
anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmamin Adi: Mide kanserli hastalarda Ku70 gen polimorfizmlerinin etkisi

Sorumlu Arastirmacilar: Yard. Dog. Dr. El¢in Bora, Prof. Dr. M. Derya Ercal, Prof
Dr. Seymen Bora, Prof. Dr. Ayfer Ulgenalp, Dog. Dr. Koray Atila, Prof. Dr. Ozgiil Sagol,
Uz. Dr. Tufan Cankaya, Aras. Gor. Dr. Sezin Canbek

Arastirmanin Yiiriitiilecegi Klinik: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik AD

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni sizde bu hastaligin bulunmasi veya kontrol
grubu olarak yapilacak incelemeye katiliminizin istenmesidir. Eger arastirmaya katilmay1
kabul ederseniz tetkikleriniz esliginde degerlendirmeniz sonrasinda 8 ml. kadar kan
almamiz gerekmektedir. Alacagimiz kandan elde ettigimiz DNA’dan genetik testler
yapacagiz . DNA elde etmekte teknik sorun olursa bir kez daha kan vermeniz istenebilir.
Ayni DNA’niz ileride durumunuzla iliskili bagska gen c¢alismalarinda veya kontrol grubu
olarak da kullanilabilir. Arastirma giderleri size veya sosyal giivenlik kurumunuza
yiiklenmeyecektir. Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.
Genetik testlerin sonucu kisilere bir rapor olarak verilmeyecektir. Caligmanin sonucu Kigi

ismi kullamlmadan bilimsel dergi ve platformlarda yayinlanabilecektir.
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Yapilacak arastirmanin getirecegi olas1 yararlar: Planladigimiz  analiz
sonuclarinin mide kanseri hastaliginin olusumu ve ilerlemesindeki genetik etkilerin
ogrenilmesinde yararli olabilecegini ngérmektediz. Su anda bu ¢alismanin hemen size bir
fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan
nedenlerin 6grenilmesi tedavide yeni yaklasimlar getirebilecek ve ilgili hastaliktan
etkilenmis bireylere fayda saglayabilecektir. Bir sonug ortaya ciktiginda ve klinik yarara
doniistiigli takdirde bu yarar mide kanseri olanlarda hastaligin gidisati konusunda yol
gosterici olabilir.

Kan alimi sirasinda ¢ok az bir aci hissedilebilir; kan alma bolgesinde morarma cok
nadiren de pitht1 ve enfeksiyon olabilir. Olas1 bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizca
alinacaktir. Kontrol grubunda iseniz baska bir nedenle tetkik icin kan vermeniz
gerektigi sirada alinacak kan orneginden bu calisma icin gerekli DNA eldesi yapilacak;
zaten yaptirmak zorunda oldugunuz kan alimi disinda ekstra bir kan alim
yapilmayacaktir.

Bu calismaya katilmayi1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan herhangi bir degisiklik olmayacaktir.
Yine calismanin herhangi bir asamasinda onaywnizi cekmek hakkina da sahipsiniz.

Ayrica tibbi durumunuza herhangi bir zarar verilmeden arastirmaci tarafindan
arastirma dis1 tutulabilirsiniz.

Bu calismayla iliskili saglik kaydiniz kurumumuzun yerel Etik Kurul Komitesi ve
Saglik Bakanligi haricinde kesinlikle gizli kalacaktir. Calisma sonuglar1 bir yaymn veya
sunumda kullanilirken kesinlikle isminiz kullanilmayacaktir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bana yapilan tiim
aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarda s6z konusu klinik

arastirmaya kendi rizamla , hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Tarih: / / 20

Katilimci
Ad1/ Soyadz:
Tel:

Imza
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Goriisme tamig
Ad1/ Soyadi:
Tel:

Imza

Katilimci ile goériisen hekim

Adi1/ Soyadr:
Tel:

Imza
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