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Ozet

Amac: Mesane kanseri, diinya genelinde en sik goriilen kanser tiirleri arasinda erkeklerde 7. kadinlarda 17. genel olarak
bakildiginda 9. siradadir. Mesane kanseri ile ilgili yapilmis bircok calismada hiicre boliinme olayinda temel
basamaklardan biri olan DNA tamir mekanizmasi ve bu mekanizmanin isleyisini saglayan DNA tamir genleri iizerinde
yogunlagmustir.

Mesane kanseri ile DNA tamir genlerinden KU 70/80 genetik varyantlarinin iligkisinin arastirilmasi ¢alismanin ana
amacidir.

Gere¢ ve Yontem: DNA ¢ift zincir kiriklari, DNA sarmalinin her iki zincirinde yer alan fosfodiester baginin
parcalanmas1 sonucunda meydana gelir. Okaryotik hiicrelerde, DNA ¢ift zincir tamir mekanizmasinda homolog
rekombinasyon (HR) ve serbest uglarim homolog olmayan sekilde baglanmasi (Non-Homolog end Joining, NHEJ)
olmak ftizere iki major yol vardir. NHEJ tamir mekanizmalarinda gorev alan Ku, XRCC gen ailesi tarafindan ifade
edilen Ku70 ve Ku 80 olmak {iizere iki alt birimden olusan heterodimerik bir proteindir. Calisma grubu, 2010-2011
yillar1 arasinda Isparta Siileyman Demirel Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Uroloji Servisinde takip ve
tedavi edilen, yaslart 30- 60 arasinda, 34 erkek ve 4 kadin, toplam 38 mesane kanserli hastadan olugsmaktadir. Ku70 ve
Ku80 genotiplendirme ¢alismasi yapilarak, istatistiksel anlamlilik arastirilmistir.

Builgular: Arastirmada elde edilen veriler dogrultusunda, aragtirma popiilasyonunda ilk kez ¢alisilan Ku70 -1310C/G
ve Ku80 -1401G/T polimorfizmleri ile mesane kanseri arasinda istatistiksel anlaml bir iliski olmadigi tespit edilmistir.
Sonug¢: Bulgular mesane kanseri olusumunda rolii olabilecek bir etkeni elediginden bilimsel agidan 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: DNA tamir mekanizmasi, kanser, Ku70, Ku80, mesane, polimorfizm

Abstract

Objective: Bladder cancer is the 7th most common cancer among men 17th most common among women and 9th most
common in general around the world. Several studies focus on the DNA repair mechanism and DNA repair genes,
which is one of the fundamental steps of cell division process. Investigation of the relationship between bladder cancer
and genetic variants of KU 70/80 DNA repair genes is the main objective of the study..

Materials and Methods: Breaking of phosphodiester bonds in both chains of DNA causes DNA double strand breaks.
The two major ways of double chain repair mecanisims are homologus recombination (HR) and Non-Homolog end
Joining (NHEJ). Ku is a heterodimeric protein expressed by XRCC gene family and consist of two subunits as Ku70 and
Ku80, which plays role in NHEJ repair mechanism. The study group consisted of 38 bladder cancer patients, aged 30-
60, 34 males and 4 females, followed up and treated at Isparta Silleyman Demirel University Research and Practice
Hospital, Urology Service between 2010-2011. Ku70 and Ku80 genotyping studies were carried out and statistical
significance was investigated.

Results: In terms of the data obtained in the study, it was found that there was no statistically significant relationship
between the Ku70 -1310C/G and Ku80 -1401G/T polymorphisms studied for the first time in the study population and
bladder cancer.

Discussion: Results are scientificly important because of the elimination of two factors which can play role in bladder
cancer.
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Giris

Kanser gelisiminde hiicre dongiisiiniin kontrolii,
timor baskilayici fonksiyon, DNA onarimi ve
apopitoz kritik yolaklardir. Bu noktalarda gorevli
proteinlerde meydana gelebilecek bir mutasyon
ya da polimorfizm ilgili genin ekspresyonunu
degistirerek kanserli hiicre proliferasyonuna yol
acabilmektedir (1).

Insan genomunda en ¢ok bulunan genetik varyant
tipi olan ve SNP olarak ifade edilen belirli bir
pozisyonda meydana gelen tek niikleotid
degisiklikleri, diizenleyici sekanslar1 degistirerek
genin ekspresyonunu dolayli yoldan
etkileyebilmektedir. Insan genomunda 10-30
milyon SNP oldugu tahmin edilmekle birlikte;
rastgele segilen bir popililasyondaki goriilme
siklig1 %1’den fazladir. Popiilasyonlar arasinda
goriilen genetik farkliliklar, hastaliklara karsi
olan duyarliligi, direnci ve hastalik prognozunu
etkileyebilmektedir.

Okaryotik hiicrelerde iyonize edici radyasyon
nedeniyle olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS),
endontiikleazlarin, topoizomerazlarin ve mekanik
stresin  etkisiyle DNA ¢ift zincir kiriklar
meydana gelmektedir. Cift dal kiriklarmin
tamirinde, Non- homolog uglarin birlestirilmesi
(NHEJ) ve Homolog rekombinasyona (HR)
dayali tamir olmak {izere iki ana mekanizma
gorev almaktadir (2). NHEJ mitotik hiicrelerin
GO, G1 ve erken S fazinda ¢ift dal kirig1 tamirini
gergeklestirirken, HR ge¢ S faz1 ve G2 fazinda,
DNA duplikasyonu tamamlandiktan sonra,
gorevi devralir (3). Ku proteini, Ku70 ve Ku 80
alt birimden olusan heterodimerik bir protein
olup, genomik biitlinliiglin saglanmasinda dnemli
gorev almaktadir DNA onariminda gorevli
Ku70/80 genlerindeki polimorfizmler,
proteinlerin islevini ve dolayisiyla bireylerin
hasarli DNA’y1 onarma kapasitesini
degistirebilmektedir  (4,5,6). Eksik onarim
kapasitesi de genetik kararsizlia ve devaminda
kanser olusumuna neden olabilmektedir (7).

Mesane kanseri, World Health Organization
2008 istatistiklerine gére Diinya genelinde en sik
goriilen kanser tiirleri arasinda 9. siradadir (8,9).
T.C. Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi
Baskanligt 2005 verilerine gore ise mesane
kanseri 100000°de 9,59 insidans ile Tirkiye’de
en stk goriilen kanserler arasinda 6. sirada yer
almaktadir (10).

Bu calismada, XRCC1/XRCC3 proteinlerinin alt
birimi olarak ifade edilen Ku70 ve Ku80
proteinlerini  kodlayan  genlerin  promotor
bolgelerinde yer alan sirasiyla -1310C/G
(rs2267437) ve -1401G/T (rs828907)
polimorfizmleri ile mesane kanseri arasindaki
iligkisinin ortaya konmasi amaglanmstir.

Materyal ve Metod

Calisma Grubu ve Doku Orneklerinin
Toplanmasi

Calisma grubu, 2010-2011 yillar1 arasinda Isparta
Siileyman Demirel Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi, Uroloji Servisinde takip ve
tedavi edilen, yaslar1 30- 60 arasinda, 34’1 erkek
(E) ve 4 kadin (K) toplam 38 mesane kanserli
hastadan olusmaktadir.

2010-2011 tarihleri arasinda opere edilerek
patolojik tanis1 mesane kanseri olan toplam 38
hastanin 25-04 numarali BAP-DAK karar ile
yaklagik 25 mg tiimorli doku ve bu dokuya
komsu normal mesane doku ornekleri steril
sigelere alinarak analiz zamanima kadar -20 °C de
sakland1.

Ku70 ve Ku80 Genotiplendirme Calismasi

DNA izolasyonu High Pure PCR Template
Preparation Kit (ROCHE) kullanilarak iiretici
firmanin Onerilerine gore yapildi. PCR termal
dongii sartlar1 95°C’de 5 dak. 6n denatiirasyon,
35 dongii, 95°C’de 30 sn. denatiirasyon, 51°C’de
1 dak. annealing (baglanma) ve uzama 57 °C' de
45 sn. (Ku70 -1310C/G ), 55 °C 30 sn (Ku80 -
1401G/T igin) ve 72°C’de 10 dak. son uzama
seklinde gergeklestirilerek &rnekler +4°C’de
bekletilmistir (Mastercycler gradient, Germany).
Her bir DNA fiiriinii igin PCR primer sekans
ciftleri ve kesim enzimleri Tablo 1'de verilmistir.
PCR reaksiyonunun yeterliligi %3’liik agaroz jel
elektroforezi ile degerlendirilmistir.

DNA amplifikasyonundan sonra, PCR iiriinleri
Ku70 -1310C/G polimorfizminin belirlenmesi
icin PCR irinii Hhal (Fermentas, Vilnius,
Lithuania) kesim enzimi ile 37°C’de bir gece
bekletilerek G allellerinin kesilmesi saglanmistir.
Ku80 -1401G/T polimorfizminin belirlenmesi
icin ise PCR irini Bfal kesim enzimi ile
37°C’de bir gece bekletilerek G allellerinin
kesilmesi saglanmistir. Enzim kesimi sonucu
olusan friinler Tablo 1’de verilmistir. RFLP
sonucu olugan {irtinler ve 100 bp’lik marker (100
bp DNA Ladder, Fermentas) 0.5 pg/ml ethidium
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bromide igeren, %3’liik agaroz jelde 120 Voltta
20-30 dakikalik elektroforez islemine tabi
tutulmugtur. UV 151k kullanilarak jel goriintiileme

sistemiyle  (Vilber  Lourmat)
belirlenmistir (Sekil 1 ve Sekil 2).

genotipler

Tablo 1. Ku70 rs2267437 ve Ku80 rs828907 promotor polimorfizmierinin primer sekanslari, polimeraz zincir
reaksiyonu ve restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) sartlar

Polimorfizm Primer sekansi (5'--3") Kesim | SNP sekansi | DNA par¢a uzunlugu
enzimi (bp)
Ku70 C-1310G | F: CTTCAGACCACTCTCTTCTC C 390 bp
rs2267437 R: TCACTTCACAGTAGTCGTTG Hhal G 291 +99 bp
Ku80 G-1401T | F: TAGCTGACAACCTCAACAGAT T 252 bp
rs828907 R: ATTCAGAGGTGCTCATAGAG Bfal G 171 +81bp
Istatistiksel Analiz gergeklestirilerek degerlendirilmistir. Caligmada

Allel ve genotip frekanslari (pearson y2
istatistik), O.R. ve p degerleri dominant ve

hasta grubu yas ortalamalar1 65,7 olan 4 bayan ve
34 erkek bireyden olusturulmustur. Calisma

resesif genetik modeller FINETTI programi
kullamlarak analizi edilmistir (10). Ayrica test
edilen gruplarin Hardy-Weinberg dengesi ve
Armitage’s trend test (ATT) FINETTI programi
kullanilarak belirlenmistir.

Bulgular

Mesane Kanseri tanis1 konmus 38 bireyde Ku70 -
1310C/G ve Ku80 -1401G/T promotor bolge
polimorfizmlerini belirleyebilmek amaciyla, ilgili
gen bolgeleri PCR yontemi ile ¢ogaltilmig ve bu
polimorfizmlere spesifik restriksiyon enzimleri
kullanilarak amplifikasyon {irlinlerinin kesimi

grubunun %71’inin sigara, %34’iiniin de alkol
kullandig bireyler tarafindan ifade edilmistir.

Ku70 -1310C/G ve Ku80 -1401G/T
Polimorfizmi Bulgulan

Ku70  -1310C/G ve  Ku80  G-1401T
polimorfizmleri , http://www.ncbi.nlm.nih.gov
adresinden ulasilan short genetic variations veri
tabanindan (dbSNP) 152267437 ve rs828907
numarali niikleotid degisimleri belirlenmistir (12,
13).

Sekil 1. Ku70 -1310C/G polimorfizmine ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii
1:homozigot normal (CC), 2:heterezigot (CG), 3:homozigot normal (CC), 4:homozigot polimorfik (GG), M:

markir

Ornek

390 bp

291 bp

99 bp

48 bp
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Sekil 2. Ku80 -1401T/G polimorfizmine ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii
1:homozigot normal (GG), 2:heterezigot (GT), 3:homozigot normal (GG), 4:heterezigot (GT), 5:homozigot
normal (GG), 6:homozigot polimorfik (TT), M: markir

252 bp
171 bp

81 bp

PCR-RFLP

yontemi

uygulanarak  yapilan

Yaglarinin aritmetik ortalamasim1 65,7 olarak

laboratuvar ¢aligmalar1 sonucunda, her bir bireye
ait timorlii doku ve normal doku &rnekleri Ku70

-1310C/G ve Ku80 -1401G/T polimorfizmlerine
ait allel ve genotip frekanslar1 agisindan HWE

buldugumuz hasta grubumuz, Ku70 ve Ku80
genotipleri ile bu genotipe sahip bireylerin
yaslar1 acisindan tek yonlii varyans analizi
tekniginden (One Way ANNOVA) yararlanilarak

istatistigine gore Ku80 genotip frekanslar degerlendirilmistir. Degerlendirmeler
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik neticesinde, genotipler ile bu genotiplere sahip
goriiliirken, Armittage’s trend testin de ise bireylerin yaglar1 arasinda da bir iliski
anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0.05). belirlenememistir.
Tablo 2. Ku70 C-1310G ve Ku80 G-1401T polimorfizmlerinin genotip, allel ve genotip fiekansiar: ve
iliskilendirme sonuclar
Polimorfizm | Ornek Genotipler HWE | MAF OR (95% CI)/ P-degeri Armitt
tipi (p age’s
degeri) Allel Genotip (frequency) trend
test
1 12 22 1 gbre2 | 11 gore 22 (112156;;) (;ér; g) Ortak
esitsizlik
orani
Normal
5 23 10
doku 0,204 | 0,566
Ku70 (n=3g) | (0188) | (0491) ) (0.320) (g’%_ 055 042 088 | 078
C-1310G 153 |©14217)((013-1,39) | (0,32-240) | P=0,50
rs2267437 | Timor 1 17 1 o P=0,391 | P=0,150 | P=0,797 2
doku 0 052 |0513 |P=0515
(n=3s) | ©27) | (0500) | (0,263) : :
Normal
15 16 7
doku 0,502 | 0,395
Kugo (n=3g) | (©366) | (0.478) | (0.156) (égg 113 0,81 073 | 097
G-1401T 102) |(©343.79)1(032:201) | (0,24-221) | p=1,00
rs828907 Timor 17 12 9 “lobo | P=0.838 | p=0642 | p=0574 0
doku | 0366) | (0478) | (0156) | 0043 | 0395 | P
(n=3g) | (0:366) | (0.478) | (0.156)
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Istatistiksel olarak anlamli degerler kalin yaz ile
gosterilmistir. 1 major alleli, 2 minor alleli ifade
etmektedir. SNP genotipleri 11 (major allel
homozigot), 12 (heterozigot) ve 22 (minor allel
homozigot) olarak kodlanmigtir. HWE Hardy-
Weinberg equilibrium; MAF minor allel frekansi;
OR esitsizlik orani; %95 CI %95 giivenirlilik
araligidir.

Tartisma

DNA tamir genlerinde meydana gelen
polimorfizmler, tamir kapasitesinde degisiklikler
meydana getirerek ¢esitli kanserlere neden
olabilmektedir. Yapilan ¢aligmalar ile Ku70 ve
Ku80’in promotor bolgelerinde meydana gelen
polimorfizmlerin ¢esitli kanser tiirleri ile iligkisi
arastirilmistir.

Bau ve arkadaglar1 (2008), oral kanser tanisi
almig 380 hasta ile yapmis olduklan c¢alismada,
Ku70 T-991C, C-57G ve A-31G polimorfizmleri
ile oral kanser arasindaki iliskiyi arastirmiglardir.
C alleli tasiyan bireylerin (T/C ve C/C) T/T
(wild) genotipe oranla 2,14 kat oral kanser riski
tagidiklart  belirtilmistir. C-57G  ve A-31G
polimofizmleri agisindan ise hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamh bir fark
belirlememislerdir (14).

Bir bagka calismada, mide kanseri ve Ku70 T-
991C, C-57G ve A-31G polimorfizmleri
arasindaki iliski arastirilmistir. Calismaya 136
mide kanserli hasta dahil edilmis ve T-991C
polimorfizmi agisindan TC ve CC genotipli
bireylerin TT genotipine sahip olanlara oranla
anlamli derecede mide kanseri riski tasidig
belirtilmistir (15).

He ve arkadaslari 293 meme kanserli hasta ile
yaptiklarnt  ¢alisma ile Ku70 -1310C/G
polimorfizmi ve meme kanseri arasindaki iligkiyi
aragtirmayr amacglamiglardir. CG ve GG
allellerine  sahip bireylerin CC homozigot
bireylere oranla daha yiiksek risk tagidiklari
belirtilmistir (16).

Wang ve arkadaslarinin 2009 yilinda yayimlanan
1270 meme kanserli vaka ile yaptiklar
calismada, Ku80 G-1401T polimorfizmi ile
meme kanseri iligkisinin T allel frekansi igin
anlamli derecede yiiksek oldugunu belirtmislerdir
(17). Benzer sekilde Li ve arkadaglar1 da 241
mide kanserli hasta ile yapmis olduklar

caligmada, Ku80 -1401T allelinin mide kanserli
hastalarda kontrol grubuna kiyasla anlamli

derecede yiiksek bir oranda bulundugunu
belirlemiglerdir (18).

2009 yilinda Willems ve arkadaslarinin ailesel
olmayan meme kanseri ile Ku70 C-1310G
polimorfizminin iligkisini arastirdiklar ¢aligmada
206 hasta bireyde, endojen &strojen seviyesi
yiiksek meme kanserli hasta grubunda CG alleli
anlaml derecede yiiksek bulunmustur (19).

Bu c¢alismada, Ku70 -1310C/G ve Ku80 -
1401G/T polimorfizmleri ile mesane kanseri
arasidaki iliskinin arastirilmasi amaclanmustir.
Caligma grubuna dahil edilen 38 mesane kanserli
hastanin Ku70 ve Ku80 genlerine ait genotipleri
incelendiginde Ku70 i¢in; tlimorlii dokularda risk
alleli olan G’nin bulunma oranin1 %50 olarak
belirlerken, Ku80 icin; risk alleli olan T’nin
bulunma oranini %58 olarak tespit edilmistir. Bu
durum incelenen literatiirlerle uyum
gorinmektedir. Aragtirmada istatistiksel olarak
genotip ve allel frekanslari agisindan; tiimorli ve
normal doku orneklerinin karsilastirildiginda ise
Ku70 -1310 C/G polimorfizmi icin risk alleli
olan guanin ve Ku80 -1401C/T polimorfizmi i¢in
risk alleli olan timin i¢in anlamli sonuclar elde
edilememistir (p>0.05). Tiirkiye’de yapilmis
polimorfizm caligmalarma ait literatiir
arastirmalart sonucunda Ku70 ve Ku80 genleri
ile ilgili olarak daha 6nce herhangi bir caligmanin
yaymlanmamis oldugunu belirlenmistir. Kanser
calismalart1  acgisindan  bir  degerlendirme
yapildiginda ise, yaymlanmig c¢aligmalarin hig
birinde hasta gruplarinin timorli dokularina
karst kendi normal doku orneklerinin kontrol
grubu olarak kullanilmadigr goriilmiistiir. Bu
nedenle elde edilen veriler bilimsel a¢idan farkli
bir bakig agisin1 ortaya koymaktadir.
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