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1. GIRIS

Diinyada 6liim sebepleri igerisinde ilk siralarda yer alan, 6nemli ve yaygin bir saglik
sorunu olan kanser, hiicre ¢ogalmasindaki kontroliin kaybi olarak tarif edilebilir. Son
zamanlarda molekiiler genetik ve biyolojik ¢aligmalar bu kontroliin ortadan kalkma

mekanizmalarini yeni arastirmalar ile ortaya koymaktadir.

Larinks kanserleri bas boyun kanserleri igerisinde en sik gdzlenen kanser tiirlerinden
olup, larengeal skuamoz hiicreli karsinom (LSHK) larinksin en yaygin goriilen timdriidiir.
Bu kanserlerin meydana ¢ikmasina sebep olan risk faktorlerinin dnemli bir kisminin iyi
bilinmesinden dolay1 dnlenebilmeleri miimkiindiir. Larengeal skuamoz hiicreli karsinomda
en Oonemli risk faktorii olarak sigara kullanimi gosterilmektedir. Yapilan caligmalarda
LSHK’l1 bireyler arasinda sigara kullaniminin yaklasik %95 gibi ¢ok yiiksek oranlara
ulastigi goriilmektedir. Fakat her sigara kullanan bireyde de LSHK gelismesi
goriilmemektedir. Bu bireysel farkliligin nedeni olarak genetik yap1 varyasyonlarinin

kanserogenezis iizerinde farkli etki ve rollerinin oldugunu diistindiirmektedir.

Kanser, hiicrenin temel molekiiler seviyedeki diizenleyici mekanizmalarmdaki
hatalardan kaynaklandig: i¢in, 6zellikle molekiiler diizeyde degerlendirilmesi gereken bir
hastaliktir. Sigara ve sigaradaki bilesenlerin genomik DNA da basta tek ve ¢ift zincir
kiriklar1 olmak {izere gesitli hasarlara neden oldugu bilinmektedir. Olusan bu hasarlar;
genetik bilginin dogru olarak ifade edilmesinde ve yavru ddllere aktarilmasinda biiyiik role
sahip olan DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan diizeltilir. Bu mekanizmalarin saglikli
caligmasi, kanser ve genetik hastaliklardan korunmada 6nemli yere sahiptirler. Bu tamir
islemlerinde gorev alan birgok gende yapisal degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir. Bu
degisikliklerin birkismmi ise genlerdeki ¢esitli polimorfik yapilar (tek niikleotid
polimorfizleri (TNP) veya c¢esitli siklikta tandem tekrarlayan (CSTD) dizi
polimorfizmleri) olusturmaktadir. Tamir genlerinin niikleotid dizilerindeki (TNP)
polimorfik yapilar; kodlanan protein ve enzimlerin aminoasid dizilimlerini
degistirdiklerinden dolay1 fonksiyonel polimorfik yapilar olabilmektedir. Bu nedenle bu
genlerdeki polimorfik degisiklikler DNA onarim kapasitelerinde 6nemli fonksiyonel
degisimlere sebep olabilmekte ve dolayisiyla bireylerin ¢esitli kanser tiplerine karsi

hassasiyetlerini (yatkinligini veya direngliligini) etkileyebilmektedir.

DNA zincir kiriklarinin tamir edilmesinde rol oynayan proteinleri kodlayan XRCC/
(X-Ray Repair Cross-Complementing) geninin XRCCI Arg399Gin polimorfizmi ve tamir



esnasinda gerekli zincir acilimmi saglayan helikazi kodlayan XPD (Xredoderme
Pigmentosum D) geninin XPD Lys751GlIn polimorfizmi, 6zellikle sigara kullanimi ile

iliskilendirilen kanserlerde 6nemli rol oynadiklar1 diisiiniilen polimorfik yapilardir.

Bu genler, eksizyon tamir mekanizmasinin iki {iyesi olan BER (Base exision repair)
ve NER (Nucleotide exision repair) tamir yollarinda bulunan 6nemli genlerdendir. BER ve
NER tamir mekanizmalarinda rol alan bu genlerdeki fonksiyonel polimorfik bolgeler ile
LSHK etiyolojisi arasindaki iligkiyi inceleyen yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir.
Larengeal skuamoz hiicreli karsinomda bu riskli polimorfizimlerin belirlenmesi; LSHK nin
molekiiler temelinde polimorfik bolgeleri bulunan bu iki genin fonksiyonel etkilerinin olup
olmadig1 ortaya konacaktir. Elde edilen bulgulara gore ¢evresel faktorlerin yani sira, tamir
mekanizmasinda rol alan bu iki genin polimorfik bdlgelerinin risk faktorii olarak
belirlenmesi hastaligin gelismesi ve prognozu agisindan yol gosterici olabilir. Ayrica bu
caligma genetik temelinde hangi genlerin rol aldigi bilinmeyen LSHK’nin molekiiler
temelinin ortaya konmasi i¢in sonraki ¢aligmalara yon gosterme potansiyeli tasimasindan

dolay1 6nem arz etmektedir.

10



2. LITERATUR OZETi

2.1. LARINKS VE LARINKS KANSERLERIi

2.1.1. LARINKS ANATOMISI

Larinks, 3. ve 6. servikal vertebralarin oniinde yer alan, pulmoner sistemin girigini
kontrol eden, mobilite 6zelligine sahip, kuvvetli kas yapili, kikirdak, zar ve baglardan
meydana gelen, bosluklar1 mukoza ile ortiili 6nemli vazifeleri bulunan bir organdir
(Sekil 1). Ozellikle alt solunum yollarmin korunmasinda gérevli olan bu mekanizmanin
fonksiyonlar1 incelendiginde ses olusumu, dolagim, solunum ve intratorasik basincin
devamliliginda gorev aldig1 goriiliir (Kirchner ve Carter 1999, Engin ve Erigsen 2003,
Rosai 2004).

B M il
L i

Sekil 1. Larinks’in boyun bdlgesindeki lokakizasyonu.
http://www.orl.nl/Voice Rehabilitation/Laryngeal Cancer/Normal Larynx/Normalbw.jpg
‘den alinmugtir.

Anatomik olarak, larinks supraglottik, glottik ve subglottik olarak {i¢ bdlgeye
ayrilmaktadir. Supraglottik bolge vokal kordlarin istiinde, glottik bdlge her iki vokal
kordun arasinda, subglottik bolge ise vokal kordlarin altinda yer almaktadir (Sekil 2).
Laringeal kanserler, larinksin yapisinin olusumu ve fonksiyonlarinin yerine getirilmesi
acisindan onemli olan bu anatomik yapilara gore smiflandirilmaktadir (Becker ve ark

1993, Wenig BM 1993, Engin ve Erigen 2003).
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Mukozal olarak solunum ve sindirim yollarinin kavsak bolgesinde bulunan
larinksin; ventrikiiler bandlari, vokal kordlar1 ve epiglottisin laringeal yiizeyi ¢ok katli
non-kreatinize skuamoz epitel, diger kisimlari ise silyali kolumnar epitel ile doselidir

(Kepekei 1992, Becker ve ark 1993).

\\
[ \

Hyoid bone ———) § '\‘1 | Epiglothis

Supraglottik
False vocal cords

Thyroid canilage—;- I_ '1

i, ;III | v
" 1:‘—— B Vocal ligament I Glottik
I | l_;:‘ {

W
Vocal cords
Subglottik

Trachea

Sekil 2. Larinksin boyuna kesiti ve anatomik bolgeleri.
http://www.daviddarling.info/images/larynx.jpg’ den alinmustr.

2.1.2. LARINKS KANSERLERI VE PATOGENEZI

Bas ve boyun bolgesi kanserleri tiim viicut kanserleri igerisinde 6nemli bir yer tutar.
Skuamoz hiicreli bag ve boyun kanserleri diinyada erkekler arasinda en sik goriilen
altinc1 kanser tiiriidiir (Biolchini 2005). Larinks kanserleri bas boyun kanserleri
icerisinde en sik gdzlenen kanser tiirlerinden olup, skuamoz hiicreli karsinom larinks’ te

en ¢ok goriilen tiimor tipidir (Shah JP 1997, Elwood JM ve ark 1998).

Ulkemizde Saglik Bakanlig: verilerine gore erkeklerde goriilen kanserler arasinda
besinci sirada olan larinks kanseri (Hamzaoglu ve Ozcan 2006), son yillarda degismekle
birlikte erkeklerde kadinlara oranla yaklasik 4 kat daha fazla goriilmektedir (Jemal ve
ark 2007).

IIk belirtisi genellikle ses kisiklig1 olan laryngeal kanserlerin diger semptomlari ise
bogazda agr1 ve yabanci cisim hissi, disfoni, disfaji olup bunlarin tipi ve siddeti tiimoriin
anatomik yerlesimi ile iligkilidir (Underwood 1996, Taxy 1996).

Larinks kanserlerinin yaklasik %96’s1 skuamoz hiicre karsinomlaridir. Bu

timorlerin %60°indan fazlas1 glottik, %5 den azi1 subglottik ve diger kalan kismi
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supraglottik orjinlidir (Shah JP 1997). Larinks kanseri geligimi ile ilgili olarak kisisel
hijyenden gastrodzofagial refluye kadar bircok etken gosterilmektir. Etiyolojide
asbestoz, odun tozu, agir metaller ile komiiriin rol aldigin1 gosteren ¢aligmalar olmasi ile
birlikte (Cann ve ark 1985, Maier ve ark 1992, Muscat ve Wynder 1992) sigara ve alkol
kullanimiin en 6nemli risk faktorii oldugu bilinmektedir (Dosemeci ve ark 1998,
Jurkiewicz ve ark 2006). Yapilan ¢calismalarda, LSHK’l1 hastalarin biiyiik bir kisminin
sigara kullanicisi ya da ge¢misinde sigara kullanan 50 yas iizeri bireylerden olustugu ve
ayn1 zamanda onemli bir kisminin sigarayla beraber alkol kullandigi, bunun da tiimor
gelisiminde sinerjik etki olusturdugu bildirilmektedir (Lewin ve ark 1998, Blot ve ark
1998, Muscat ve ark 1992, Maier ve ark 1992, Almadori ve ark 2005, Hashibe ve ark
2007).

LSHK’da en onemli risk faktorii olarak gosterilen sigaranin igerdigi polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler, tiitiin spesifik nitrozaminler, serbest
oksijen radikaller (SOR) ve bunlarn tiirevlerinin genomik DNA’nin biitiinliigiine zarar
verdigi ve 6zellikle DNA zincir kiriklarina sebep oldugu bildirilmektedir (Kiyosawa ve
ark 1990, Halliwell ve Cross 1994, Yoshie ve Ohshima 1997, Kodama ve ark 1997,
Jaloszynski ve ark 2003). Larengeal skuamoz hiicreli karsinomun meydana ¢ikisi ve
hastaligin prognozu ile iliskili kromozomal diizensizlikler (Szyfter ve ark 1999,
Hermsen ark 2005 ), kromatid kiriklar1 (Gajecka M ve ark 2004) ve bazi gen
delesyonlarmin meydana geldigi (Li ve ark 2004) rapor edilmistir. Yapilan bir
caligmada, Bleomycin duyarli DNA kiriklar1 testi ile laryngeal skuamoz hiicre
karsinomlu bireylerin lenfositlerinde, toplam kromatid kiriklarmin, énemli derecede
yiiksek oldugu ve 6zellikle kromozom 1p22, 5q31, 6923, 10q24 bdlgelerinde kiriklarin
yogunlastig1 bildirilmistir (Gajecka ve ark 2004).

LSHK’nin gelisiminde, kimyasal ajanlarin zararli etkilerini detoksifiye edici ve
DNA kiriklarinin tamirinde gorev alan farkli genlerdeki polimorfik yapilarm, kanser
gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Pavanello ve Clonfero 2000, Gajecka ve ark
2004, Gajecka ve ark 2005, Biolchini F ve ark 2005, Acar H ve ark 2006, Peters ve ark
2006, Wen ve ark 2006). DNA’ da meydana gelen tek ve ¢ift zincir kiriklarinin
tamirinde rol alan XPD ve XRCCI genlerindeki polimorfizimler ile LSHK arasindaki
iliskiyi inceleyen c¢okaz sayida c¢aligma mevcuttur. Bu c¢aligmalarin sonuglarin
birbirinden farkli oldugu goriilmektedir (Sturgis ve ark 1999, Olshan ve ark 2002,
Varzim ve ark 2003, Gajecka ve ark 2005).
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2.1.3. LARINKS KANSERLERININ TNM (TUMOR, NODUL ve METASTAZ) SINIFLANDIRILMASI

Her ne kadar larinks bag ve boyunun bir pargasi olsada, sahip oldugu farkli
ozelliklerden dolayr American Cancer Society (ACS) tarafindan oral kavide ve farinks
kanserlerinden farkli olarak solunum sistemi kanserleri igerisinde siniflandirilmaktadir
(Jemal ve ark 2007, http://caonline.amcancersoc.org). Kanser lezyonu tani1 ve direkt
degerlendirmeden sonra “American Joint Committee on Cancer” e gore
evrelendirilmektedir (AJCC 1997). Tiimor evrelemesi, larinksin horizontal alanlarina
gore yapilmaktadir. Nodal metastaz (N) evrelemesi nod boyutuna ve sayisina gore
yapilir. Uzak metastaz (M) evrelemesi boyun ve larinksin Gtesindeki lezyona gore

yapilmaktadir.

2.2. DNA HASARLARI ve KANSER
2.2.1. DNA HASARLARI

DNA’nin biitiinliigi ultraviyole, X-isinlari, kimyasal bilesikler, serbest oksijen
radikalleri gibi bir¢ok farkli c¢evresel ve endojen ajanlar sebebiyle siirekli tehdit
altindadir. Bu ajanlar ¢esitli baz modifikasyonlar1 (deaminasyonlar, depiirinasyonlar),
tek ve ¢ift DNA zincir kiriklar1 gibi farkli bir ¢ok hasara sebep olmaktadir (Balajee ve
Bohr 2000, de Boer ve Hoeijmakers 2000). DNA hasar1 olusturan ajanlardan en yaygini
ve Onlenebilir olam1 sigaradir. Sigaranin gaz ve katran fazi polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler, tiitiin spesifik nitrozaminler, serbest oksijen
radikalleri (SOR) ve tiirevleriyle beraber DNA hasar1 olusturabilen binlerce kanserojen
madde icermektedir ( Smoking and Health: A Report of Surgeon General US DHEW
1979, Kiyosawa ve ark 1990, Halliwell ve Cross 1994, Yoshie ve Ohshima 1997,
Kodama ve ark 1997).

Serbest oksijen radikallerinin organizmadaki en onemli zararlar1 ise DNA yapisinda
meydana getirmis olduklar1 hasarlardir. Serbest radikallerin DNA ile etkilesimi sonucu
baz modifikasyonlar1 ve fosfodiester baglarinin hidrolizasyonu sonucunda da tek veya

¢ift DNA zincir kiriklar1 olugsmaktadir (Halliwell ve Aruoma 1991, Cooke ve ark 2003).

Hiicre igerisinde DNA hasarlarina kars1 ¢esitli metabolik yollar ile cevap verilerek,
olusan hasarlar tamir edilmeye calisilir. Hiicre dongiisiindeki kontrol noktalar1 ve
apoptotik mekanizmalar burada 6nemli koruyucu roller iistlenmektedir. Diizeltilemeyen
hasarlar hiicrenin apoptoz yolunu aktive ederek hiicrenin programli 6liimiine sebep olur

(Vispe ve ark 2000, Goode ve ark 2002). DNA hasarlar1 tamir mekanizmalariyla tamir
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edilemez ve hasarli hiicre apoptoza gidemez ise mutasyonlara dolayisiyla, genomik
kararsizliga yol acabilmektedir. DNA yapisindaki bu onemli degisimler kanserin ve

bir¢ok kalitsal hastaligin sebebini olusturabilmektedir (Balajee ve Bohr 2000).
2.2.2. DNA HASARLARININ TAMIRI ve TAMiR GENLERI

Endojen ve ekzojen faktorler ile siirekli hasara ugratilan DNA da meydana gelen
hasarlarn tiplerine gore farkli DNA tamir mekanizmalar1 devreye girer ve farkli yollarla
tamir gergeklestirilir. Bunlardan birincisi, DNA hasar1 sonucu olusan hatali bazin
cikarildigi BER (Base exision repair-baz ¢ikarma tamiri), ikincisi kusurlu niikleotitlerin
grup halinde kesildigi NER (Nucleotide exision repair-niikleotid ¢ikarma tamiri),
ticlinciisii ise yanlis eslesme tamiri (mismatch) ve diger biri ise rekombine tamir
mekanizmalar1 olarak siniflandirilmaktadir (Mohrenweiser ve Irene 1998). Bu tamir
mekanizmalarinda rol alan proteinleri kodlayan bir¢ok gen, DNA tamir mekanizmasi
genleri olarak tanimlanmistir (Mohrenweiser ve ark 1989, Berwick ve Vineis 2000).
Bircok gende oldugu gibi bazt DNA tamir genlerinin de niikleotid seviyesinde
varyasyonlar, yani polimorfik yapilar gosterdigi bildirilmistir (Shen ve ark 1998). DNA
tamir genlerindeki bu polimorfik yapilar fonksiyonel olabilmektedir. Fonksiyonel olan
bu genlerin {riinlerinde de farkliliklara, dolayisiyla tamir kapasitelerinde Onemli
degisimlere sebep olabilmektedir. Bu degisimler, mutasyonlardan farkli olarak,
bireylerde kanser olusturma riskini artrmakta veya Onleyici etki yapabildigi
bilinmektedir (Price ve ark 1997, Goode ve ark 2002). Literatirde DNA tamir
genlerindeki polimorfizimler ile bir¢ok kanser tiirii arasindaki iligskiyi inceleyen ¢ok
sayida aragtrma ve bu caligmalarla ilgili genis derlemeler mevcuttur (Sturgis ve ark
2000, Stern ve ark 2001, Goode ve ark 2002, Smith ve ark 2003, Hu ve ark 2004,
Terry ve ark 2004).

2.2.2.1. EKSIZYON TAMIRI

Bu tamir mekanizmasinda, modifikasyona ugramis, yanlis eslesmis bazlar
DNA’dan kesilip c¢ikartilarak yerlerine dogru dizideki bazlar yerlestirilerek hasar
giderilir. DNA eksizyon tamir mekanizmasi, BER (Base exision repair) ve NER

(Nucleotide exision repair) olmak tizere ikiye ayrilir (Lindahl ve ark 1997).
2.2.2.1.1. BAZ EKSiZYON (BER) TAMIRIi

DNA da olusan baz hasarlar1 ve tek zincir kiriklart DNA tamir mekanizmalarindan
BER mekanizmasiyla tamir edilir. Bu tamir mekanizmasinda bir¢ok basamak vardir ve

her adimda farkl1 proteinlerin aktivitesi sonucu hasar tamir edilir (Wilson ve Thompson
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1997). BER tamir yolunda DNA glikosilaz (3-methyladenine DNA glycosylase),
aplirinik-apirimidinik endoniikleaz gibi enzimler gorev almaktadir (Balajee ve Bohr
2000). Bu mekanizmanm ilk adiminda modifiye niikleotidin deoksiriboz sekeri ile baz
arasindaki glikozidik bagi koparan DNA glikozilaz enzimi, apiirinik yada apirimidinik
bir bolgenin olusmasina sebep olur ve daha sonra geride kalan deoksiriboz kismi
uzaklagtirilir. Olusan bu bosluk, DNA polimeraz I tarafindan doldurulduktan sonra
DNA ligaz ile baglant1 tamamlanir (Lindahl ve ark 1997, Balajee ve Bohr 2000, Goode
ve ark 2002) (Sekil 3).

Baoss e clisioarne repaadr
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Sekil 3. Sematik BER mekanizmasi. http:/people.bath.ac.uk/prlcemb/DNAdamage.htm’den
almmustir.

2.2.2.2.1.1.1. BER MEKANiIZMASINDA XRCCI GENI ve Arg399GIn POLIMORFIiZMININ ONEMi

XRCCI (X-ray repair cross-complementing 1) geni iyonize radyasyonun, serbest
radikallerin ve alkilleyici ajanlarm olusturdugu, DNA tek zincir kiriklarini tamir eden
BER mekanizmasinm bir iiyesidir (Thompson ve ark 1990, Zdzienicka 1995, Shen ve
ark 1998). Bu gen, kromozom 19q13.2-13.3 bdlgesinde lokalize olmustur
(Mohrenweiser ve ark 1989). XRCCI gen {iriinii DNA Ligaz III, Plimeraz B ve merkez
kisminda DNA zincir kiriklarini denetleyen poly-ADP-riboz polimeraz (PARP) ile
iligkili olan 6nemli bir BER DNA tamir mekanizmasi1 genidir (Kubota ve ark 1996,
Nash ve ark 1997, Mason ve ark 1998). Yapilan deneysel bir ¢alismada mutasyona
ugramis XRCCI geni tasiyan hiicrelerde iyonize radyasyon, UV, hidrojen peroksit ve
mitomisin C maruziyetinde; hiicrelerde DNA hasarlarmin arttigi  gosterilmistir
(Thompson ve West 2000). Shen ve arkadaslar1 (1998) ise XRCC1 geninde Argl94Trp,
Arg280His ve Arg399Gin olmak fiizere li¢ polimorfizm oldugunu rapor etmislerdir.
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XRCCI geninin 10. exonunun, 399. kodonun’da Guanin niiklotidinin Adenin niiklotide
doniismesi (G—A) sonucunda meydana gelen yapisal degisim Arg amino asidi yerine
GIn aminoasidinin sentezlenmesine sebep olan fonksiyonel bir polimorfizimdir (Shen
ve ark 1998, Matullo ve ark 2006). XRCC1 Arg399Gin polimorfizminin oldugu bdlge,
DNA zincir kiriklarmi denetleyen poly-ADP-riboz polimeraz (PARP) molekiiliiyle
XRCCI geninin kompleks olusturdugu bolge olmasi nedeni ile DNA tamir kapasitesi
acisindan kritik 6nem arz etmektedir (Hu ve ark 2001, Duell ve ark 2002, Lei ve ark
2002) (Sekil 4).

- -

DA zincir kindi

PARP molekiiliiniin zincir kirigin tesbiti
XRCC1 DNA Ligaz 3

L% vl

< >

XRCC1 ve Ligaz Il gen dranlerinin kink zincirde PARP ile yaptd) kompleks

D

T OH Pt ~

S

Hasann giderilmesi, boglugun sentezi ve ligasyon

Sekil 4. Sematize edilmis XRCC! gen iirtiniiniin (turuncu) DNA zincir kirigi olusan bolgede,
PARP (sar1) ve DNA ligaz III (yesil) moliikiiliiyle yaptig1 kompleks gosterilmektedir.
http://asajj.roswellpark.org/huberman/DNA_Repair/dsbreak.html’ den uyarlanmistir.

XRCC1 399Gin alleli varligr ile mutajenite gostergesi olan sister kromatid
degisiminde artis oldugu ve bu nedenle de varyant Gln alleli ile DNA hasarlari
korelasyonunun oldugu bildirilmistir (Lunn ve ark 1999, Duell ve ark 2000, Jennifer ve
ark 2001). Buna ilave olarak XRCCI 399GIn varyant allelini tagiyan bireylerde diger
allele gore daha yliksek oranda DNA hasarmin oldugu (Lunn ve ark 1999), iyonize
radyasyona kars1 hassasiyetin artig1 (Hu ve ark 2001) ve sigara igiciligi ile iligkili olarak
DNA hasarlariin (Duell ve ark 2000, Abdel-Rahman ve ark 2000, Lei ve ark 2002) dah
fazla goriildiigii rapor edilmistir. XRCCI Arg399Gin polimorfizminin bas-boyun ve
akciger kanseri ile iliskili oldugu bildirilmistir (Sturgis ve ark 1999, Divine ve ark 2001)

Larengeal skuamoz hiicreli karsinom ile XRCCI Arg399Gin polimorfizmi
arasindaki iliskiyi inceleyen kisitli sayida ¢alisma vardir ve bu calismalarin sonuglari
arasinda tutarsizliklar mevcuttur. Varzim ve arkadaslar1 (2003) larengeal skuamoz

hiicreli karsinom ve XRCCI Arg399Gin genotip dagilimmin iligkili olmadigini

17


http://asajj.roswellpark.org/huberman/DNA_Repair/dsbreak.html

bidirirken, Sturgis ve arkadaslar1 (1999) bu polimorfik yapinin (XRCCI Arg399Gin)
tek basina bir iliskisinin olmamasina ragmen XRCCI! Argl94Trp polimorfizmiyle
kombine edildiginde XRCCI Arg399Gin polimorfizminin Gln alleli ile XRCCI
Argl94Trp polimorfizminin Arg allellerini beraber tasiyan bireyler i¢in riskin artigmni
bildirmiglerdir. Buna karsilik Olshan ve arkadaslar1 (2002) ise varyan Gln allelinin
LSHK’da koruyucu bir etkiye sahip oldugunu bildirmektedir.

XRCC1 Arg399Gin polimorfizminin BER mekanizmasindaki 6nemli roliinden dolay1
bir ¢cok farkli popiilasyonda degisik hastalik gruplariyla ¢alisilmis olup Tablo 1°de bu
caligmalardan bazilarmin ve bizim c¢alismamizin kontrol gruplarmin genotipik

dagilimlari ile allel frekanslar1 goriilmektedir.

Tablo 1. XRCC1 Arg399Gin polimorfizminin farkli toplumlardaki genotip ve allel frekansi
dagilimi ( Erdal ve ark 2004’ den derlenerek alinmistir ).

POPULASYON XRCCI (Arg399Gin) Allel frekansi Referanslar
Arg/Arg (%) Arg/Gin (%) GIn/Gln (%) Arg (%) Glin (%)

Amerika (Beyaz) 38 49 13 62,5 37,5 Lunn ve ark 1999
Amerika (Siyah) 69 28 3 &3 17 Lunn ve ark 1999
Tayvan 53 43 4 74,5 25,5 Lunn ve ark 1999
Amerika (Beyaz) 40 47 13 63,5 36,5  Stern ve ark 2001
Kafkas 48 40 12 68 32 Duell ve ark 2002
Afrika-Amerika 69 31 0 85 15 Duell ve ark 2002
Asya 57 33 10 74 26 Duell ve ark 2002
Italya 43,6 45,3 11,1 66 34 Matullo ve ark 2001
Cin 52,5 41,7 4.9 74,2 25,8  Chen ve ark 2002
Tiirkiye 37.3 56 6.7 65 35 Erdal ve ark 2004
Tiirkiye 49.4 47.1 3.4 72.9 269 Mevcut calisma

2.2.2.1.2. NUKLEOTID EKSIiZYON (NER) TAMIRi

NER DNA tamir mekanizmas1 20-30 farkli proteinin gorev aldigi kompleks bir
DNA tamir mekanizmas1 yoludur. Bu mekanizmanin ilk basamagi hasarin taninmasa ile
baslar, daha sonra hasarli bolgedeki sarmalin agilmasi, sorunlu kismin kesilerek
cikartilmasi, yeni zincirin sentezi ve ligasyon basamaklariyla devam eder (de Boer ve
ark 2000). Ozetle NER ardi ardma isleyen kesme, uzaklastrma ve yapistirma
basamaklarin1 iceren bir tamir mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir (Bohr 1995)

(Sekil 5).
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Sekil 5. Sematize edilmis NER mekanizmasi (www.igr.fr/eng/genetic-instability-2.shtml’ den
uyarlanarak alinmistir).

Bu tamir mekanizmasinda genel genom tamiri (GGT) ve transkripsiyona bagl
tamir (TBT) olmak iizere iki farkli yol vardw. Bu iki yol DNA hasarmin taninma
basamag1 haricinde birbirine benzemektedir. TBT yolu ile transkripsiyon esnasindaki
hasarlar tamir edilir ve GGT yolundan daha hizli iglemektedir (Hoeijmakers 2001, Stary
ve Sarasin 2002).

Eksizyon tamir mekanizmasimin molekiiler temelini anlamak amaciyla NER hasar1
olan iki mutant hiicre kullanilmistir. Bu hiicreler, in-vitro sartlarda olusturulan UV’ye
duyarli hamster hiicreleri ve dogal hasarli bireylerin (XP (Xeroderma pigmentosum),
CS (Cockayne Sendromu) ve TTD (Trikotiyodistrofi)) hiicre kiiltiirleridir. Bu
calismalarda XP’de XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF ve XPG olmak iizere 7; CS’de
iki (CSA ve CSB), TTD’de ise li¢ (XPB, XPD ve TTDA) farkli gen tanimlanmastir.
Bunlar haricinde, mutant hamster hiicreleri arasinda da bazi genler tanimlanmis ve
mutant hamster hiicrelerinin insan DNA’sma transferi ile hamster hiicrelerinin mutant
fenotipi diizeltilmis ve ERCC (Excision Repair Cross Complementing) genleri
bulunmustur. Bu ¢aligmalar, ERCC2’nin XPD, ERCC3’iin XPB, ERCC5’in XPG ve
ERCC6’nin CSB genleri ile benzer oldugunu ortaya koymustur (Bootsma ve ark 1995
ve Miiftiioglu 2003°den derlenmistir). NER mekanizmasinda gorev alan bazi genler,
homologlari, fonksiyonlar1 ve insan kromozomlarindaki lokalizasyonlar1 Tablo 2’de

gosterilmistir.
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Tablo 2. NER mekanizmasinda yer alan genler, kromozomal lokalizasyonlar1 ve 6zet
fonksiyonlar1.

(http://www.cgal.icnet.uk/DNA_Repair_Genes.html#NER ‘den alinmistir).

GEN FONKSIYON LOKALIZASYON
ERCC1 5" kesim alt iinitesi 19q13.32
ERCC2 (XPD) 5'— 3'DNA helikaz aktivitesi 19q13.32
ERCC3 (XPB) 3'— 5'DNA helikaz aktivitesi 2ql4.3
ERCC4 (XPF) 5'kesim altiinitesi l6p13.12
ERCCS (XPG) 3'kesim 13q33.1
ERCC6 (CSB) Transkripsiyona bagh tamirde hasar tanima 10q11.23
XPA Hasarli bdlgeye baglanma 9q22.33
XPC GGT yolunda hasarli DNA’nin taninmasi 3p25.1
LIGI DNA ligasyonu 19q13.32

2.2.2.1.2 NER MEKANIZMASI

Transkribe olmayan DNA zincirindeki DNA hatalar1 XPC/hHR23B (Xeroderma
pigmentosum protein group C-human homolog of RAD23B) kompleksi ile taninir
(Sugasawa ve ark 1998, Volker ve ark 2001). XPC/hHR23B kompleksinin hasara
baglanmasi yapmin ag¢ilmasmma ve Transkripsiyon faktorii II H (TFIIH), XPA ve
replikasyon proteini A (RPA) gibi diger gorevli proteinlerin bu bolgeye toplanmasina
sebep olmaktadir (Weeda ve ark 1990, He ve ark 1995, Park ve ark 1995).
Transkripsiyonda ve DNA tamirinde gorev alan TFIIH cesitli alt birimlerden
olusmaktadir. Bu alt birimlerden XPB 3'—5’' ve XPD 5'—3’ helikaz aktivitelerine
sahiptir (Schaeffer ve ark 1994). Bu aktiviteler sayesinde, TFIIH DNA zincirinin
hasarli bolgesinin a¢ilmasini saglar (Evans ve ark 1997, de Boer ve Hoeijmakers 2000).
Sonraki adimda, hasarli zincir lizerinde kesim olayr ger¢eklesir; XPG proteini hasarl
bdlgenin 3'- bolgesinden (O’Donovan ve ark 1994), XPF/ERCCI ise hasarli bolgenin
5'- bolgesinde lezyonu keser (Sijbers ve ark 1996). Iki tarafindan kesilerek DNA
zincirinden c¢ikartilan bu oligoniikleotid, XPC/hHR23B proteini tarafindan ortamdan
uzaklagtirilir. Geride kalan bosluk, DNA polimerazlar (6 ve €) ile uygun sekilde
kapatilir (Adayabalam ve ark 1992, Shivji ve ark 1992). Bu sentez asamasindan sonra,
DNA ligaz I enzimi ile ligasyon yapilarak DNA zincirindeki hasarin tamiri
tamamlanmis olur (Shivji ve ark 1995, Bohr VA 1995, Romina ve ark 1998, de Boer ve
Hoeijmakers 2000) (Sekil 6).
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Hasarli DNA’nin transkribe olan zinciri transkribe olmayan zinciriden daha hizli bir
sekilde NER yoluyla tamir edilir. Hiicrede transkripsiyon esnasinda DNA hasar1 olan
bolgeyle karsilasan CSB proteini, RNA polimeraz III’iin yapisimi bozarak RNA
sentezini durdurur ve TBT yolunun aktive olmasini saglar (Bohr ark 1985). Bu olay
GGT yolundaki gibi TFIIH, XPA ve RPA (replikasyon proteini A) proteinlerinin
sorunlu bdlgeye gdciline neden olur ve gerikalan basamaklar GGT yolundaki gibi devam
ederek hasarli DNA zinciri tamir edilir (Batty ve Wood 2000, de Boer ve Hoeijmakers
2001, Miiftiioglu 2003) (Sekil 6).

HRZ3H

Saglam DNA

Global Genom
Tamin
Transkiipsiyona bagunh lami P—

Tamir sentez ve ligasyon 50 bt s

XpD xep TFBS

-
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Sekil 6. Sematize edilmis NER tamir yolunun genel mekanizmasi ve XPD gen iiriiniiniin
olusturdugu protein kompleksi. (http://ccr.coriell.org/migms/pathways/NER _main.gif* den
uyarlanmusgtir).
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2.2.2.1.2.1. NER MEKANIZMASINDA XPD GENI ve Lys751GIn POLIMORFiZMININ ONEMi

Weber ve ark (1998) tarafindan UV-duyarli CHO ( Chines Hamster Overy) mutant
hiicrelerde, insan ERCC2 (Excision Repair Cross-Complementing 2) geni tespit
edilerek klonlandi. Bu genin fonksiyonunu ortaya koymaya yonelik yapilan ¢aligmada
ERCC2 genini igeren cosmid klonu UV hassasiyeti olan XPD hiicrelerine transfer
edildiginde bu hiicrelerde diizelme goriildiigii tesbit edilmistir (Flejter ve ark 1992). Bu
bulgu sonucunda, bu iki genin homolog oldugu ortaya konmustu (Flejter ve ark 1992).
Insanlarda kromozom 19q13.2-13.3 bolgesine lokalize olan (Mohrenweiser ve ark
1989), XPD geni TFIIH 1 complementi olan bir helikaz enzimini kodlamaktadir (Sung
ve ark 1993, Drapkin ve ark 1994). Bu enzim 5'—3' DNA helikaz aktivitesine sahiptir
ve bu sebeple transkripsiyon ve NER mekanizmasi tamir yolunda DNA ¢ift zincirinin

acilmasi islemine katildig1 diisiiniilmektedir (Sung ve ark 1993).

XPD geninde de tek niikleotid seviyesinde farkli polimorfik yapilarm oldugu
bilinmektedir. Shen ve ark tarafindan (1998) XPD geninin 23. ekzonunda XPD
Lys751GIn (35931 A—C) polimorfizmi tanimlanmis ve bu polimorfizm sebebiyle
kodlanan helikazin 6nemli bir bolgesindeki amino asid yapisinin degisime ugradigi

anlagilmigtir (Benhamou ve Sarasin 2002, Matullo ve ark 2006).

XPD -751 Gln varyant allelini tagiyan sigara igen bireylerde DNA hasar seviyesinde
artis (Matullo ve ark 2001, Tang ve ark 2002) ve DNA tamir kapasitesinin azalmasina
sebep oldugu (Lehmann 2001, Goode ve ark 2002, Smith ve ark 2003, Shi ve ark 2004)
rapor edilmistir. Buna karsilik Lunn ve arkadaslarinin (2000) yaptig1 calismada ise Lys
allelinin DNA hasar1 artistyla iliskilendirildigi goriilmektedir. Literatiirde sigara ile
iliskili oldugu bilinen akciger, gogiis ve skuamoz hiicreli bag boyun kanserlerinde bu
polimorfik yapmin (XPD -751 Gin) kanser gelisimiyle iligkili oldugu bildirilmektedir
(Sturgis ve ark 2000, Hu ve ark 2004, Terry ve ark 2004). Literatiirde, LSHK ile XPD
Lys751GIn (A35931C) polimorfizmi arasindaki ilskiyi inceleyen sadece bir ¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada ise kanser gelisiminin Lys genotipinin varlig ile iliskili
oldugu bildirilmistir (Gajecka ve ark 2005). Bununla birlikte, farkli populasyonlarda
saglikli bireylerde yapilan XPD Lys751Gln genotipleri ve allel dagilimi ¢alismalari
yapilmis olup bu caligmalarda genotip ve allel dagilimmin toplumlar arasinda farklilik
gosterdigi goriilmiistiir (Benhamou ve Sarasin 2005) (Tablo 3). Bu bulgu sonucunda

XPD Lys751GlIn genotip ve allel dagiliminin populasyondan populasyona farklilik
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gosterdigi goriilmektedir. Bu nedenle, toplumdan topluma degisiklik gosteren her gen
icin her toplum kendi hasta grubunda ve saglikli bireylerde genotip ve allel dagilimini

ortaya koymasi1 gerekmektedir.

Tablo 3. Farkli popiilasyonlarda XPD Lys751GlIn polimorfizminin genotipik dagilimlar1
ve allel frekanslar1 (Benhamou ve Sarasin 2005’ den alinmistir).

POPULASYON XPD Lys751Gin Allel frekansi Referanslar
Lys/Lys Lys/Gln GIn/GIn Lys Gin
(%) (%) (%) (%) (%)
Cin 37.6 44 18.4 60 40  Chen ve ark 2002
Cin 83.1 16.3 0.6 91 9 Liang ve ark 2003
Giiney Kore &9 11 0 84 6 Park ve ark 2002
Japon 90.4 8.8 0.8 95 5 Hamajima ve ark 1999
Finlandiya 34.1 50.7 15.2 59 41  Mistra ve ark 2001
Italya 37.4 45.8 16.8 60 40  Shen ve ark 2003
Isvigre 42.6 40.1 17.3 63 37  Hou ve ark 2002
Ingiltere 34 51 15 60 40  Winsey ve ark 2000
A.B.D (Afrika-Amerikan) 55.6 389 5.6 75 25  David ve ark 2001
A.B.D (Beyaz) 44.2 45 10.8 67 33 Spitz ve ark 2001
A.B.D (Ispanik olmayan) 45.1 373 17.7 44 36  Qiao ve ark 2002
Tiirkiye 42.5 57.5 0 71.3 28.7 Mevcut ¢calisma
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. HASTA SECIiMi VE KONTROL GRUBU

Calismaya larengeal skuamoz hiicreli karsinom (LSHK) tanisi alan 93 hasta dahil
edildi. Kontrol grubunda kendi ve aile hikayesinde kanser olmayan 87 saglikli bireyin
periferik kan ornekleri kullanildi. Larinks hastalarmin tamami erkek olup olgularin
yaslar1 38-78 arasinda degismektedir (yas ortalamasi 59). Hasta grubunda klinik
muayene ve operasyon sonucuna gére TNM siniflandirmasi yapildi. Hastalar igerisinde
“primer timor (T)” ve “nodiiler metastaz (N)” siniflandirmasi yapildi ancak hastalarin
hicbirinde “uzak metastaz (M)” bulunmadigindan istatistiksel analizlerde bu parametre

kullanilmadi.

Bireylerin sigara kullanimi giinde i¢ilen sigara adedi olarak belirlendi ve ortalama
degere gore iki sinifa ayrildi. Timdriin lokalizasyonu; glottik ve supralottik, tipi; T1,
T2, T3 ve T4 ve nodiiler metastazi; NO, N1, N2, N3 olarak belirlendi. DNA izolasyonu,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon enzim kesimi ¢aligmalar1 Selguk
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastrma ve Uygulama Merkezi

arastirma laboratuarinda yapildi.
3.2. DNA iIZOLASYONU

Hastalardan ve kontrol grubundan alinan 2 ml’lik periferik kan 6rnegi EDTA’1
tiiplere steril olarak alindi. Yogun tuz konsantrasyonu metodu kullanilarak total DNA
izole edildi. DNA izolasyonu problemli olan hastalaridan ise ticari kit (Qiagen, ABD)
kullanilrak DNA izolasyonu gergeklestirildi.

Bu islemde;
- Falkon tiiplerinin i¢erisine 10 ml soguk steril distile su konuldu.

- Bunun iizerine EDTA’] tiip igerisindeki periferik kandan 1 ml eklendi ve pipetaj

yapilarak homojen bir sekilde karigmas1 saglandi.
- 4500 RPM’de 3 dakika santrifiij edildi.

- Olusan stipernatan kismi dokiilerek, pelletin falkon tiipiin dip kisminda kalmasi

saglandi.

- Pellet’in lizerine 850 pl niiclearliziz tamponu eklendi ve pipetaj yapilarak pelletin

homojen hale gelmesi saglandi.

- 37°C’de 10 dakika bekletildi ve tekrar pipetaj yapildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi.
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- Homojen hale gelmis olan materyalin tizerine 850 ul kloroform eklendi ve vorteks ile

karistirilip 1,5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi.
- 13000 RPM’de 3 dakika santrifiij edildi ve faz olusumu saglandu.

- Ust tabakadaki seffaf kisim alinarak ayri bir ependorf igerisindeki 1 ml %96’lik

alkoliin tizerine eklendi ve alt {ist edildikten sonra DNA yumak halinde gozle goriildii.

- 12000 RPM’de 4 dakika santrifiij edilip alkol (etil alkol) ile DNA ependorf tiipiin
dibine ¢oktiirtldii.
- Uzerine 200-500 pl %70’lik alkol eklenip 12000 RPM’de 3 dakika santrifiij edildi.

- %70’lik alkol dokiiliip tiipin dibinde pellet seklindeki DNA’nin kurumast igin

ependorf tiip ters ¢evrilip havada kurumaya birakildi.
- Havada kurutulan DNA steril distile su (150-300 pl) ile homojen hale getirildi.
- DNA, PZR analizinde kullanilmak tizere -20°C’de bekletildi.

3.3. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU (PZR)

Genlerdeki hedef polimorfizimlerin otaya konmasi igin restriksiyon fragmenti
uzunluk polimorfizmi (RFUP-RFLP) teknigi kullanildi. DNA XPD Lys751Gln gen
polimorfizmlerinin degerlendirilmesinde A-C baz degisimi analizi i¢in; 5’-CCT CTG
TTC TCT GCA GGA GGA-3’ ve 5’-CCT GCG ATT AAA GGC TGT GGA -3’
primerleri kullanilarak 235b¢ uzunlugundaki PZR iiriini elde edildi. XRCCI
Arg399Gin gen polimorfizminde G—C baz degisimi i¢in 5’- TTG TGC TTT CTC TGT
GTC CA-3’ ve 5’-TCC TCC AGC CTT TTC TGA TA-3’ primerleri kullanilarak 615
b¢ lik hedef PZR firiinii elde edildi. Bunun i¢in PZR reaksiyonu 20 pl’de
gerceklestirildi. Reaksiyon igerigi;

— 1,6 pl dATP, dGTP, dTTP ve dCTP (10 pmol)
— 2 ul 10xPZR tamponu

— 1 pl MgCl, (25 mM)

— 1,2 ul 10 pmol primer mix.

— 11,8 ul dH,O

— 0,2 ul DNA Taq polimeraz enzimi

— 2 pul genomik DNA, karisim ile gerceklestirildi.
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PZR reaksiyonu Applied Biosystems GeneAmp PZR System 2700 model PZR

cihazinda;
— 94°C’de 3 dakika bir dongii
— 94°C°de 0,15 dakika, )
— 60°de 0,15 dakika, > 10 dongi
—72°C’de 0,15 dakika,
_
—94°C°de 0,15 dakika, )

— 57°C’de 0,15 dakika, > 25 dongii

— 72°C’de 0,15 dakika,

2
— 72°C’de 3 dakika ve
— 4°C’de bir dongii

PZR programi uygulanarak gergeklestirildi. Her iki genin polimorfik bdlgelerinin
cogaltiminda kullanilan primerlerin Tm 1s1s1 birbirine yakmn oldugundan ayni PZR

protokolii uygulandi.
3.4. JEL ELEKTROFOREZI

Elde edilen PZR iirlinlinii degerlendirmek igin %2’liik agaroz (A 5093, Sigma)
klasik TAE (Tris, Asetik asit ve EDTA) veya TBE (Tris, Borik asid ve EDTA) tamponu
kullanild1. Agaroz TAE iginde eritildikten sonra EtBr (10pg/ml Ethidium bromiir) ilave
edilerek boyandi. Elde edilen PZR iiriiniinden 5 pl alinip yiikleme boyast (6 x loading
dye) ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Jel 30 dakika 190 voltluk elektrik akimina
tabi tutuldu. Ayrica gozlenen bantlarin beklenen bantlar olup olmadigmni tespit etmek
icin 100b¢’lik ladder kullanildi. Jel UV illiminator altinda degerlendirildi.
Degerlendirme sonucunda XPD geninde 235b¢ ve XRCC1 geninde 615bg biiyiikliiglinde

bantlar goriildii.
3.5. RESTRIKSiYON ENZiM KESiMi VE GENOTIiPLEME

Degerlendirme sonucunda geriye kalan 15 pl PZR friinlerinde restriksiyon
fragmenti uzunluk polimorfizmi analizi igin restriksiyon kesimi yapildi. Restriksiyon
enzim kesimi i¢cin 6 pl’lik restriksiyon enzim kesim karigimlar1 olusturuldu. Bunun i¢in

6 ul’lik karisim iginde;
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— 3,5 pl steril dH,O
— 2 pul Restriksiyon Enzim tamponu (x10)

— 0,5 pl (10 unit/ul) Restriksiyon Enzimi (XPD Lys751GlIn geni i¢in Pstl, XRCC1
Arg399Gin geni icn Mspl) igeren karigim ile gerceklestrildi. 6 pl’lik karigimlar PZR
{iriiniiniin icerisine eklendi ve su banyosunda 37 °C’de 12-16 saat bekletildi. Islem
sonrasinda tekrar %2’lik agaroz jel hazirlandi. Elde edilen enzim kesimi tirlinleri jele
yiiklendi. Jel 30 dakika 190 voltluk elektrik akimina tabi tutuldu ve gozlenen bantlarin
beklenen bantlar olup olmadigini tespit etmek icin 100 bg¢’lik ladder (marker) kullanild.
UV illiiminator altinda degerlendirilip fotografi ¢ekildi.

Diger XRCCI gen icin ise Arg399Gin bolgesinin genotiplendirmesi yapildi ve
RFUP sonucunda 615, 376 ve 239b¢ biiyiikliiglinde bantlar elde edildi. Yalnizca 615
b¢’lik band AA (GIn/Gln) homozigot olarak; 615, 376 ve 239b¢ lik bantlar GA
(Arg/Gln) (heterozigot) genotipi; ve 376, 239 bg biiyiikliiglindeki bantlar GG (Arg/Arg)
(homozigot) genotipleri olarak degerlendirildi (Sekil 7-A).

Degerlendirme sonucunda, XPD Lys751GIn geni igin 235, 171 ve 64bg
biiyiikliigiinde bantlar gozlendi. Genotipleme yapilirken sadece 235 bg biiytlikligiinde
bant goriildiigiinde AA (Lys/Lys) homozigot; 235, 171 ve 64bg biiytlikliigiindeki bantlar
birlikte goriildiigiinde AC (Lys/Gln) heterozigot; 171 ve 64bg biiyiikliiglindeki bantlar
birlikte goriildiigiinde ise CC (GIn/Gln) homozigot seklinde genotiplendirmesi
degerlendirildi (Sekil 7-B).
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3.6 ISTATISTIK ANALIiZLER

Verilerin istatistik analizi SPSS for Windows 10,0 programi yardimiyla yapildi, veriler
ortalama + standart sapma ve % olarak 6zetlendi. Kategorik veriler Chi-square testiyle
degerlendirildi ve gruplar arasindaki iliski Odds Ratio (OR) ve giiven araligi (%95)

degerleri gbz oniline alinarak kiyaslandi. Anlamlilik seviyesi 0.05 alind1.
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4. BULGULAR

Bu calismaya 93 LSHK’l1 hasta ve 87 saglikli kontrol olmak iizere toplam 180
birey dahil edildi. XRCCI Arg399Gin ile XPD Lys751GIn gen polimorfizimleri ile
larengeal skuamoz hiicreli karsinom arasindaki iligki incelendi. Yapilan deneysel
caligma sonucunda Sekil 7°de goriildiigli gibi her iki genin polimorfik bdlgeleri igin
yapilan geneotipleme agaroz jel kullanilarak belirlendi ve sonuglar gruplandirilarak

istatistiksel olarak degerlendirildi.

XRCC1 Arg399Gin bolgesinde hasta ve kontrol grubuna dahil bireylerde (180 kisi)
yapilan genotiplemede; 66 (%36,7) kiside Arg/Arg genotipi, 101 (%56,1) kiside
Arg/Gln genotipi, 13 (%7,2) kiside Gln/GIn genotipi vardi. Hasta ve kontrol gruplarinda
Arg/Arg genotipi (siras1 ile, %27,4 — %49,4), Arg/Gln genotipi (sirast ile, %64,5 -
%47,1) ve GIn/Gln genotipi (sirast ile %10,8- %3,4) olarak bulundu. Hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (Tablo 4-A) ( x*=
13.21 p=0.001). Bu farkliligin sebebinin ortaya konmasi i¢in Tablo 5°deki veriler
kullanildiginda; Arg/Gln genotipinin kontrol grubunda 41 (% 47,1) kiside, hasta
grubunda ise 60 (% 64,5 ) kiside mevcut oldugu goriilmektedir. Arg/GIn genotipinin
larengeal skuamoz hiicreli karsinomlu bireylerde 2.7 kat artmis oldugu tespit edildi (x*=

9,6 p=0.002; OR=2,7, %95 GA: 1,4 - 5,2).

GIn/GIn genotopi kontrol grubunda sadece 3 ( %3,4 ) kiside mevcuttu. Istatistiksel
olarak beklenen degerin 5’den az olmasi sebebiyle Gln/Gln genotipinin hasta ve kontrol
grubu arasindaki risk iligkisi degerlendirilemedi. Bu sebeple Arg/Arg genotipi ile
Arg/Gln ve Gln/Gln genotiplerinin toplam1 (Arg/Gln +Gln/Gln) ele alindiginda, kontrol
grubunda Arg/Arg genotipinin, heterozigot ve homozigot varyan Gln allelini tagiyan
toplam bireylere oranla 2.9 kat daha fazla goriildiigii (Tablo 4-B) ve bu oranda
hastaliktan koruyucu etkisi oldugu anlasildi (x*>= 12,80 p=0.001; OR=2,9 , %95 GA: 1,5
-5.9).

XRCC1 Arg399Gin polimorfik bolgesinde Arg allel frekansi kontrol ve hasta
grubunda (strast ile, %72,9 - %56,9), Gln allel frekansi (sirast ile, %26,9 - %43) olarak
bulundu. Istatistiksel olarak allel frekanslar1 arasinda fark vardi (x>= 6,1 p=0.001)
(Tablo 4-A). Varyan allel olan Gln allelinin hasta grubunda kontrol grubuna oranla 2,1
kat daha fazla oldugu goriildii ve LSHK i¢in riskli allel oldugu sonucuna varildi (x*>= 6,1
p=0.01; OR=2,1, %95 GA: 1,1 — 3,8).
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XPD Lys751GIn polimorfizmi i¢in yapilan genotiplendirmede 78 (%43,3) kiside
Lys/Lys genotipi, 102 (%56,7) kiside Lys/GIn genotipi bulundu. GIn/Gln genotipi her
iki gruptada tespit edilmedi. Hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla Lys/Lys genotipi
(% 44,1- % 42,5), Lys/Gln genotipi (%55,9 - % 57,5) ve GIn/GIn genotipi (%0-% 0)
olarak bulundu. Tablo 4-C’ de 6zetlenen bu genotipik oranlarin hasta ve kontrol grubu
arasindaki dagilimlari i¢in istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi ( x*= 0.04
p=0.83). Lys/Lys genotip referans alinarak yapilan istatistiksel hesaplamada heterezigot
Lys/GIn genotipinin dagiliminin hasta ve kontrol grubunda benzerlik gosterdigi,
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (x>= 0.04 p=0.83; OR=0.9 , %95 GA: 0.5
— 1.6) (Tablo 5). GIn/GIln genotipinin her iki grupta olmamasmdan dolay1

degerlendirme yapilamadi.

XPD Lys751Gln bdlgesinin hasta - kontrol gruplarinda Lys allel frekansi (sirasi ile,
%72,5 - %71,2), Gin allel frekans (sirasi ile, %27,9- %28,7) olarak hesaplandi. Hasta
ve kontrol gruplar1 agisindan bu allel frekanslarmnin dagilimi bakimindan istatistiki

olarak fark tespit edilmedi (x*>=0.02 p=0.87; OR=0.9 , %95 GA: 0.5 - 1.7).

Sekil 7. (A) XRCCI Arg399GIn bélgesinin PZR fiiriiniin, Mspl enzimi ile (B) XPD Lys751GIn

bolgesinin Pst] enzimi ile kesilmesinden sonra elde edilen jel fotograflari.

(A) 2 ve 5. kuyucuklar (376 ve 239b¢) Arg/Arg, 1. ve 4. kuyucuklar (615, 376 ve 239b¢) Arg/Gln, 3 ve 6
kuyucuklar (615b¢) GIn/Gln genotipini, M: DNA markermi (100 bg) gostermektedir.

(B) 2, 3, 5 ve 6 kuyucuklar (235bg) Lys/Lys ve 1 ve 4 kuyucuklar (235, 171 ve 64bg) Lys/Gln genopini

gostermektedir. 64bglik bant molekiil agirhig: kii¢iik oldugundan goriintiilenemedi.
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Tablo 4: XRCC1 (Arg399Gin), XPD (Lys751Gln) polimorfik bélgelerinin genotip dagilimlari
agisindan hasta ve kontrol grubunun karsilastirilmasi.

(A) XRCC1 (Arg399Gin) genotipleri XRCC1 Allel frekanst
Arg/Arg Arg/Gln Gln/GIn Arg Gln
Hasta: n (%) 23 (24,7) 60 (64,5) 10(10,8) (56.9) (43.0)
Kontrol : n (%) 43 (494) 41 ( 47,1) 3(34) (729) (26.9)
x2=13.21 P=0.001 x*=6.1 P=0.01

B)

XRCC1 (Arg399Gin) genotipleri

Hasta :n (%)

Kontrol: n (%)

Arg/Arg Arg/Gln+ GIn/GlIn
23 (%24,7) 70 (75,2)
43 (%49,4) 44 (% 50,5)

x2=12,80 P=0.01 OR (95% Cl)=2.97 (1.58-5.59)

(C) XPD (Lys751Gln) genotipleri XPD Allel frekanst
Lys/Lys Lys/GIn Gln/GIn Lys Gln
Hasta n (%) 41 (44,1) 52 (559) 0 (72.5) (27.9)
Kontrol n (%) 37 (425) 50 (57,5) 0 (71.2) (28.7)
x2=0.04 P =0.833 x2=0.02 P=0.87
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Tablo 5: Hasta ve kontrol grublarinda XRCC1 (Arg399Gin) ve XPD (Lys751GlIn) polimorfik

bolgelerin allel dagilimi.

KONTROL HASTA

n (%) n (%) x> P OR %95 Giivenarahgi
XRCC1 (Arg399Gin)
Arg/Arg 43 (494) 23 (24.7) Referans 1.0 Wwild
Arg/Gin 41 (47.1) 60 (64.5) 9.6 0.002 2.7 (14-5.2)
Gin/Gln 3 (34) 10 (10.8) - - - -
Arg allel frekanst (72.9) (56.9) Referans 1.0
Gin allel frekans (26.9) (43.0) 6.1 0.01 2.1 (1.1-38)
XPD (Lys751Gln)
Lys/Lys 37 (425) 41 (44.1) Referans 1.0 Wwild
Lys/Gln 50  (57.5) 52 (55.9) 0.04 0.83 0.9 (05-1,6)
Gin/Gln 0 (08 0 (0) - - - -
Lys allel frekansi (71.2) (72.5) Referans 1.0
Gin allel frekans (28.7) (27.9) 0.02 0.87 0.9 (05-17)
Birlestirilmis genotipler
XRCCI + XPD
Arg/Arg + Lys/Lys 17 (19.5) 10 (10.7) Referans 1.0
Arg/dArg + Lys/Gin 23 (264) 12 (12.9) 0.05 0.82 0.8 (03-25)
Arg/Gin + Lys/Lys 16 (18.3) 25 (26.8) 3.7 0.05 2.6 (09-72)
Arg/Gln + Lys/Gin 23 (264) 35 (37.6) 4.0 0.04 2.5 (1.0-6,6)
GIn/Gin + Lys/Lys 2 (22) 5 (5.3) - - - -

1 (1.1) 5 (53) - - - -

GIn/Gln + Lys/Gln
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4.1. BIRLESTiRILMiS GENOTIPLER iLE GRUPLAR ARASINDAKI iLiSKi

XRCC1 Arg399Gin ve XPD Lys751GIn polimorfik bolgelerinin genotipik
yapilarinin ayni bireyde bir araya gelme ihtimali yani sinerjetik etkileri géz Oniine
alinarak, birlestirilmis genotip analizi apildi (Tablo 5). Bir bireyde XRCC!/ geninde
Arg/Arg, XPD geninde Lys/Lys genotiplerinin bulunmasi durumu istatistiksel olarak
degerlendirildi ve Arg/Arg + Lys/Gln genotiplerinin beraber olmas1 bakimindan iki grup
arasinda fark gézlenmedi (x*= 0,05 p=0.82; OR=0,8 , %95 GA: 0,3 — 2,5). Ancak hasta
ve kontrol gruplarin’da (Arg/Gln) + (Lys/Lys) genotiplerinin dagilimi istatistiksel olarak
sinirda bir degerde anlamlilik tespit edildi (x>= 3,7 p=0.05; OR=2,6 , %95 GA: 0,9 —
7,2). Her iki grupta Arg/Gln + Lys/Gln genotip kombinasyonunu bulunduran bireyler
arsinda bir fark mevcut olmasina ragmen simira yakim bir deger gozlendi (x*>= 4 p=0.04;
OR=2,5, %95 GA: 1,0 — 6,6). Bireylerde GIn/GIn + Lys/Lys veya GIn/Gln + Lys/Gln
genotiplerinin bir arada bulunmasi durumundaki veriler, istatistiksel analiz i¢in kii¢lik
degerlerde oldugunda, gruplar arasindaki iligkinin ortaya konmasi i¢in inceleme

yapilamadi (Tablo 5).
4.2. YAS iLE GENOTIPLER ARASINDAKI iLiSKi

Calismaya dahil edilen bireylerin tamami erkek olup ortalama yas1 59.2+ 7.73 (38—
78 yas) (ortalama yas: 59) idi. Yas gruplar1 olusturulurken 59 ve alt1 (<59), 60 ve lizeri
(>60) olmak tizere iki grup olusturuldu (Ekler kisminda’ki Tablo 6’ya bakiniz).

Yas bakimindan incelendiginde, hasta grubundaki bireylerden 43 (% 46.23) kisi 59 ve
altr, 50 (%53.76) kisi 60 ve iizeriydi. XPD Lys751Gln ve XRCCI Arg399Gin
polimorfizimlerinde yas gruplar1 agisindan istatistiksel bir fark olmadig1 goriildii (sirasi

ile ; x>=0.16, p=0.68 - x*=0.18, p=0.91).

XRCC1 Arg399Gin bolgesinin Arg/Arg genotipi tastyan bireylerin, Arg/Gln ve
GIn/Gln genotiplerini tagiyan toplam bireylerle yas gruplar1 agisindan aralarinda bir fark
tespit edilmedi (x*>= 0.03, p=0.86; OR=1.08, %95 GA: 0.42-2.79) . XPD Lys751Glin
polimorfik bolgesinde GIn/Gln genotipinin her iki grupta bulunmamasmdan dolay1,
XRCC1 Arg399Gin polimorfizmindeki gibi istatistiksel degerlendirme i¢in genotipik
dagilim incelenmedi (Tablo 6). XPD Lys751Gln ve XRCCI1 Arg399Gin polimorfik
yapilarinin wild tip allelleri olan Arg/Arg ve Lys/Lys genotiplerini beraber tasiyan
bireylerin diger genotipleri tasiyan toplam bireylerle yasgruplart acisindan fark

gozlenmedi (x*>=0.003, p=0.95; OR=0.96, %95 GA: 0.27-3.41).
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4.3. SIGARA ALISKANLIGI iLE GENOTIPLER ARASINDAKI iLiSKi

Bireylerin sigara kullanimi giinde i¢ilen sigara adedi olarak belirlendi ve ortalama
degere gore iki sinifa ayrildi. Elde edilen degerin 39 ve alt1 hafif, 40 ve {izeri agir sigara
iciciligi olarak iki grup olusturuldu (Tablo 6). Bireylerden 36 (%37.70) kisi hafif, 57
(%61.29) kisi agir sigara igicisiydi. XPD Lys751GIn ve XRCCI Arg399Gin
polimorfizimlerinde sigara gruplar1 agisindan istatistiksel bir fark olmadig: tespit edildi
(swrastyla, x?>= 0.13, p=0.70 - x>= 1.16, p=0.56). XRCCI Arg399Gin bolgesinin Arg/Arg
genotipi tagityan bireylerin, Arg/Gln ve Gln/Gln genotiplerini tastyan toplam bireylerle
sigara gruplar1 agisindan aralarinda bir fark olmadigi gorildi (x*>= 1.07, p=0.30;
OR=1.65, %95 GA: 0.63-4,2) . XPD Lys751GIn ve XRCCI1 Arg399Gin polimorfik
yapilarinin wild tip allelleri olan Arg/Arg ve Lys/Lys genotiplerini beraber tasiyan
bireylerin diger genotipleri tasiyan toplam bireylerle sigara gruplari agisindan da

farkliliklarinin olmadigi tespit edildi (x*= 0.23, p=0.62; OR=1.37, %95 GA: 0.38-4.87).

4.4. TUMOR LOKALIZASYONU iLE GENOTIPLER ARASINDAKI ILiSKi

Larinks bdlgesinde tiimor gelisim yerine gore, tiimor lokolizasyonlar1 49 (%52,7)

bireyde supraglottik, 44 (%47,3) bireyde glottik yerlesimli oldugu goriildii (Tablo 6).

XRCCI1 Arg399Gin ve XPD Lys751GlIn polimorfizimleriyle tiimor lokalizasyonu
arasinda bir fark yoktu (swrasi ile, x*= 0.34, p=0.55; x*>= 0.52, p=0.77). XRCCI
Arg399Gin bolgesinin Arg/Arg genotipini tastyan bireyleri ile Arg/Gln ve Gln/Gln
genotiplerini tastyan toplam bireylerin tiimor lokalizasyonu ac¢isindan aralarinda bir fark
tespit edilmedi (x*>= 1.18, p=0.67; OR=0.81, %95 GA: 0.31-2.10). XRCCI Arg399Gin
ve XPD Lys751GlIn polimorfik yapilarnin Arg/Arg ve Lys/Lys genotiplerini beraber
tagtyan bireylerin diger genotipleri tasiyan toplam bireylerle tiimor lokalizasyonlari
acisindan da aralarinda istatistiksel fark mevcut olmadigi goriildii (x>= 0.01, p=0.89;

OR=0.91, %95 GA: 0.26-3.25).
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4.5. TNM SINIFLANDIRMASIYLA GENOTIPLER ARASINDAKI iLiSKi

Timor smiflandirmasina gore hasta grubumuzda T1 de 15 (%16,1), T2 de 17
(%18,3), T3 de 48 (%51,6) ve T4 de 13 (%14) birey vardi. Bu hastalarin boyun
durumana gore 50 hasta (%53,8) NO, 21 hasta (%22,6) N1, 19 hastada (%20,4) N2 ve 3
hastada (%3,2) N3 olarak tiimor siniflandirilmasi yapildi (Tablo 6).

XRCCI1 Arg399Gin ve XPD Lys751Gln polimorfizimlerinin genotipik dagilimlariyla;
T1, T2, T3, T4 ve NO, N1, N2, N3 gruplar1 arasinda bir fark yoktu (siras1 ile, x*= 2.37,
p=0.49, x*>= 3.8, p=0.70 - x>= 5.56, p=0.13, x>= 4,6, p=0.59). XRCCI Arg399Gin
polimorfizminde Arg/Arg genotipini tasiyan bireylerin, Arg/Gln ve Gln/Gln
genotiplerini tasiyan toplam bireylerle T1, T2, T3, T4 ve NO, N1, N2, N3 gruplari
arasindaki dagilimlar1 agisindan farklilik mevcut degildi (x>= 2.36, p=0.50 - x*= 3,
p=0.38, swrastyla) . XRCCI Arg399Gin ve XPD Lys751GIn polimorfik yapilarmin
Arg/Arg ve Lys/Lys genotiplerini beraber tasiyan bireylerin, diger genotipleri tagiyan
toplam bireylerle T1, T2, T3, T4 ve NO, N1, N2, N3 gruplar1 agisindan farkliliklarmin
olmadig1 goriildi (x*>= 0.79, p=0.85).
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4. TARTISMA ve SONUC

Skuamoz hiicreli karsinom iist solunum yollarinda en ¢ok goriilen maling timdr
olup, larinks kanserlerinin yaklagik %95’ini olusturur. Laringeal hiicre karsinomlu
hastalarin biiyiik ¢ogunlugu 50 yasin lizerinde olup, % 96 s1 erkektir (Cann ve ark

1985, Engin ve Erisen 1993, Rosai 1996).

Timorlerin gelisimi ¢ok asamali bir islem oldugundan bir¢ok degisik faktor
kanserin patogenezinde rol oynayabilir. Ozellikle molekiiler diizeyde hiicresel zarara
sebep olan ajanlarin hiicre dongiisii, hiicre 6liimii ve farklilasmasi siireglerindeki etkileri
kanserlesme ile iligkilidir. Larinks kanseri gelisimi ile ilgili olarak sigara ve alkol
kullaniminin en 6nemli ¢evresel risk faktorleri oldugu bilinmektedir (Dosemeci ve ark
1998, Jurkiewicz ve ark 2006). Sigaranin icerdigi bircok kimyasal madde oOzellikle
karsinojen bilesikler ve serbest oksijen radikalleri DNA’nin yapisina zarar vermekte ve
tek ya da c¢ift DNA zincir kiriklarima sebep olmaktadirlar (Kiyosawa ve ark 1990,
Halliwell ve Cross 1994, Yoshie ve Ohshima 1997, Kodama ve ark 1997, Jaloszynski
ve ark 2003).

DNA hasarlar1 ¢esitli hasar tiplerine gore bir¢ok farkli yollarla tamir edilir. DNA
eksizyon tamir mekanizmasinin iki farkli iyesi olan BER (Base exision repair) ve NER
(Nucleotide exision repair) mekanizmalar1 DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde
rol alan 6nemli yollardir. (Kubota ve ark 1996, de Boer ve Hoeijmakers 2000, Balajee
ve Bohr 2000, Hoeijmakers 2001). XRCC! geni BER tamir mekanizmasinin, XPD geni
ise NER tamir mekanizmasinin iyi bilinen birer iiyesi olup, bu genlerde ¢esitli tek
niikleotid polimorfizimleri tespit edilmistir (Lindahl ve ark 1997, Shen ve ark 1998,
Matullo ve ark 2006). Bu polimorfizimlerden 6zellikle XRCCI1 Arg399Gin ve XPD
Lys751GIn  polimorfizimlerinin DNA hasarlarinin  tamir edilebilme kapasitesini
degistirebilen 6nemli fonksiyonel degisiklikler oldugunu bildirilmektedir (Kubota ve
ark 1996, Nash ve ark 1997, Mason ve ark 1998, Lehmann 2001, Goode ve ark 2002,
Smith ve ark 2003, Shi ve ark 2004). Literatiirde, LSHK ile XRCCI Arg399Gin
polimorfizmi arasindaki iligkiyi inceleyen smirli sayida (ii¢ calisma) mevcut iken
XPD Lys751GIn  polimorfizimi arasindaki iliskiyi inceleyen tek bir ¢aligma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, etiyolojisinde DNA hasarlarmma sebep oldugu cok iyi
bilinen, sigara gibi O6nemli bir faktoriin yer aldigi LSHK’li bireyler ile saglikli
bireylerden olusan kontrol grubu arasinda, DNA hasarlarinin tamirinde O6nemli

fonksiyonlar1 olan XRCCI Arg399Gin ve XPD Lys751GIn gen polimorfizimlerinin
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arastirtlmas1 ve genotipik dagilimlariyla hasta yasi, sigara kullanimi ve TNM
siniflandirilmasi arasinda bir iligkinin bulunup bulunmadigini ortaya koyma bakimindan
ayr1 ayr1 ve her iki polimorfizmin kombine sinerjitik etkileri arastrilmasi hedeflenmistir.
Calismanmn sonucunda elde edilen verilere goére XRCCI Arg399Gin polimorfizmi
bakimindan LSHK’l1 bireylerle kontrol grubuna dahil bireyler arasinda anlamli bir
farkin oldugu, varyant allel olan Arg allelinin hasta grubunda kontrol grubuna oranla
daha fazla siklikla goriilmesine ragmen hasta sayisinin azligi nedeni ile riskli Gln
allelinin riski artirma orani hesaplanamadi. Bununla birlikte, heterozigot Arg/Gln
genotipinin LSHK’l1 bireylerde 2.7 kat daha fazla kanser gelisme riskini artirdigi

gdzlendi.

Allel frekans1 bakimindan hasta ve kontrol gruplarinin allel frekansi dagilimi
oldukea farklilik gosterdigi ve varyan Gln allelinin hasta bireylerde 2,1 kat daha fazla
oldugu goriildi. Ayn1 zamanda Tablo 4-B’de goriildiigli gibi heterozigot Arg/Gln ve
homozigot GIn/Gln allellerini tagiyan toplam bireylerin homozigot Arg allelini tasiyan
bireylere oranla 2.9 kat daha fazla larengeal skuamoz hiicreli karsinoma yakalanmalari,
risk orant hesaplanamayan Gln allelinin risk artirict etkisini acik¢a ortaya koydugu

goriilmektedir.

Literatiirde larengeal skuamoz hiicreli karsinom ile XRCCI Arg399Gin
polimorfizmi arasindaki iligkiyi inceleyen arastirmalara bakildiginda ise Varzim ve
arkadaslarinin ¢aligmalarinin bizim sonucumuzla celistigi, Sturgis ve arkadaslarinin
kism1 olarak destekledigi goriilmektedir (Sturgis ve ark 1999, Varzim ve ark 2003).
Bizim sonucumuz ile Olshan ve arkadaslarinin sonuglar1 arasindaki ilging bir farklilik
bulunmaktadir. Calisgmamizda riskli allel olarak gdsterdigimiz Gln alleli Olshan ve
arkadaslarinin ¢aligmasinda kontrol grubunda hasta grubuna oranla daha fazla
goriilmekte ve varyant Gln allelinin LSHK gelisme riskini azalttigindan s6z
edilmektedir (Olshan ve ark 2002). Bu bulgu farkliligi allelerin populasyondan
populasyona sikliklarinin degisikliginden kaynaklanmig olabilecegini gostermektedir.
Jennifer ve arkadaslarnin (2001) bulgular1 da g¢aligmamizda riskli allel olarak
gosterdigimiz Gln allelinin DNA hasarlarinin tamir edilebilme kapasitesinde azalmaya
sebep oldugunu bildiren sonucumuzu desteklemektedir. Benzer sekilde literatiirde
calismamizi destekleyen bulgular rapor edilmistir (Lunn ve ark 1999, Duell ve ark

2000, Abdel-Rahman ve ark 2000, Hu ve ark 2001, Lei ve ark 2002 ).
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Calismamiza konu olan diger gen olan XPD Lys751GlIn polimorfizminin LSHK 1
bireylerde ve kontrol grubundaki dagilimmin kanser gelisimiyle bir iliskisinin olmadig1
ortaya konmustur. Ayrica iki grup arasindaki allel frekanslarmin ¢ok yakin oldugu tespit
edilmistir. Literatiirde LSHK ile Lys751GIn polimorfizim arasindaki iligkiyi inceleyen
sadece bir yaymn olup bu arastirmada kanser gelisimiyle iligkilendirilmis ve Lys
genotipinin 1,6 kat kanserlesme riskini artirdig1 bildirilmistir (Gajecka ve ark 2005 ).
Yapilan bazi caligmalarda DNA hasar seviyesindeki artis ile genelde GIln alleli
iliskilendirilirken (Matullo ve ark 2001, Lehmann 2001, Tang ve ark 2002, Goode ve
ark 2002, Smith ve ark 2003, Shi ve ark 2004), Gajecka ve arkadaslar1 (2005) ve Lunn

ve arkadaglar1 (2000) ise Lys allelinin riskli allel oldugunu ileri siirmiislerdir.

Kanser gelisimi i¢in risk faktorii sayilabilecek bir¢ok genetik farkliligin tek
baslarina bir patolojiyle iliskilendirilememesine ragmen, ayni1 hedefe yonlenmis bazi
degisikliklerin bir arada bulunmasmin sinerjitik etkisi nedeniyle bireysel olarak riski
artirabilecegini gosteren c¢alismalar rapor edilmistir (Duell 2000, Sturgis 2002).
Caliysmamizda XRCCI Arg399Gin polimorfizminin Arg/Gln genotipi ile XPD
Lys751GlIn polimorfizminin Lys/Lys genotipinin ayn1 bireyde bulunmas1 LSHK gelisme
riskini 2,6 kat, Lys/GIn genotipinin bulunmasinda ise 2,5 kat artirtigin1 géstermesine
ragmen, XRCCI Arg399Gin yapis1 tek basina ele alindiginda kontrol ve hasta gruplar1
arasindaki hesaplanan riskin 2,7 kattan daha az olmasi bu verinin sadece XRCCI
genindeki Arg/Gln allelinin etkisiyle goriildiigii, aslinda c¢alismamiza konu olan iki
polimorfik yapinmn genotipik kombinasyonlarmin bir risk faktorii olusturmadigini

gostermektedir.

Larinks kanserlerinde prognozu belirleyen en 6nemli etken servikal lenf nodlarinda
metastaz olup olmamasidir (Rosai 1996). Glottik bolgede lenfatik agin az olmasindan
dolay1 bu bolgedeki tiimorlerin prognozu iyidir ve uzun bir siire metastaz yapmazlar.
Bununla birlikte gecikmis teshis sebebiyle lokalizasyonunu korumayip yayildigi ve bu
durumun, hastalarm hayatta kalma oranlarinin azalmasina sebep oldugu bildirilmektedir
(Johnson ve Myers 1991). Supraglottik tiimorler prognostik olarak daha agresif bir
seyir izlerler ve klinik olarak pozitif metastaz oram1 %3545 arasmdadir. Subglottik
tiimorlerin servikal lenf nodu metastazi ise %25°dir. Bu sebepten dolay1 LSHK gelisme
riski daha yiiksek olan bireylerde bu patolojinin erken tanimlanabilmesi ve prognozu
etkileyen faktorlerin 6nceden tahmin edilebilmesi hayati 6nem tagimaktadir. Cilinki

LSHK’da grade prognoz ile uyumlu bir iliski gostermektedir (Friedmann ve Ferlito
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1993, Engin ve Erigsen 1993). Mevcut ¢alismamizda, XRCCI Arg399Gin polimorfizmi
ve XPD (Lys751GlIn) polimorfizmi ile ayrica her iki polimorfizmin sinerjik etkisinin
ortaya konmasi i¢in; kombine edilmis genotipik dagilim analizi yapildiginda, tiimoriin
lokalizasyonu, metastaz oran1 gibi prognozu etkileyen faktorler (TNM) arasinda bir
iliski olmadig1 anlasildi. Literatiirde ayn1 polimorfik yapilarla LSHK arasindaki iliskiyi
inceleyen diger yaymlarda TNM smiflandirilmast ile genotipik yapilarin
karsilagtirilmadiklar1 goriilmektedir (Sturgis ve ark 1999, Olshan ve ark 2002, Varzim
ve ark 2003). Ayrica hasta grubumuz igerisinde agir ve hafif sigara kullanimi ile yas
gruplarinin genotipik agidan kendi aralarinda karsilagtirilmast sonucunda, gruplarin

birbirine yakin dagilim gosterdigi ve istatistiksel bir farkin olmadig: tespit edildi.

Bir¢ok kanser tiirlinde oldugu gibi laringeal kanserlerde de erken tani, hastanin
yasam sansit ve yasam kalitesi agisindan ¢ok Onemlidir. Laringel kanserlerin ortaya
¢ikt1g1 anatomik bolgenin komsuluklarindan (merkezi sinir sistemi, kraniyel sinirler) ve
islevsel yapisindan (solunum, beslenme, konusma) dolay1 bu 6nem daha da artmaktadir.
LSHK s6z konusu oldugunda erken tani ve tedavi cok daha biiyiikk bir 6nem
erzetmektedir. Cilinkii bu kanser tiiriiniin yaklasitk % 90’nin ortaya ¢ikis nedeni

bilinmekte ve dnceden dnlenebilme potansiyeli tasimaktadir (Engin ve Erigen 1993 ).

Mevcut caligma sonucunda XRCCI Arg399Gin tek niikleotid polimorfiziminde
homozigot GIn/GIln ve heterozigot Arg/Gln genotipinin DNA tamir kapasitesinde
azalmaya sebep oldugu tesbit edildi. LSHK’ n gelisme riskininin Arg/Gln genotipinde
2.7 kat arttig1 anlasildi ve bu polimorfik yapmin sigara igen bireylerde LSHK’ nin
ortaya ¢ikma riskini artirdigi, XPD Lys751Gln polimorfizminin ise LSHK gelisme
riskiyle bir iligkisinin olmadig1 gozlendi. Ayrica her iki polimorfik yapmimn kombine

edilerek incelendiginde ise herhangi bir etkilesiminin olmadig1 anlasild1

Polimorfik gen bolgelerindeki genotipik dagilimlarin saglikli topluluklarda
toplumdan topluma farklililar gOstermesi nedeniyle, ¢alismalar arasindaki
uyumsuzluklarda bu faktdr géz Oniine almmali ve her toplum kendi genotipik
dagilimlarini ortaya koymalidir. LSHK 1 molekiiler temelinin anlagilmasi ve riskli
bireylerin onceden belirlenebilmesi icin DNA tamir mekanizmalarinda onemli rolleri
olan bu iki gendeki fonsiyonel polimorfik yapilarin sayisal olarak daha biiyiik
populasyonlarda calisilmasi ve ayni hedefe yonlenmis farkli polimorfik yapilarla

sinerjitik etkilerini ortaya koyarak genetik faktorlerin belirlenmesi 6nem arz etmekte
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6. OZET
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Larinks Kanserli Hastalarda DNA Tamir Geni Polimorfizimnin PCR-RFLP

Yontemiyle Arastirilmasi

Biitlin bas boyun kanserlerinin yaklasik %90-95’1 squamoz hiicre karsinomlar1 olup, iist
solunum yollarin tikayan en yaygin tiimor tipi laringeal squamoz hiicre karsinom (LSHK)
laridir. Insidansi1 toplumsal farklililar ve cesitli cevresel faktdrlerden dolayr degisiklikler
gostermektedir. Bircok ¢alismada DNA tamir genlerinin tamir kapasitelerinin azalmasiyla,
bireylerde kanser gelisme hassasiyeti arasinda énemli bir iliski oldugunu bildirmektedir.
DNA tamir gen {riinleri siirekli olarak c¢evresel ve hiicresel kaynakli kanserojene
maruziyetinde meydana gelen DNA hasarlarinin dogru sekilde tamir edilmesinde rol
alirlar. Biz bu calismamizda XRCC! (X-ray repair cross-complementing 1) geninin
Arg399GIn ve XPD (ERCC2) geninin Lys751GIn polimorfizimleri ile LSHK arasinda
genotipik dagilim, sigara aligkanligi, yas ve TNM smiflandirilmas: arasindaki iliskiyi
inceledik. Calismamiz sonucunda, XPD Lys751Gln polimorfizimi ile LSHK arasinda
genotipik dagilim, sigara kullanimi, yas ve TNM siniflandirilmast arasinda iliskinin
olmadig1 anlasildi (p>0.05). Diger taraftan XRCCI geni Arg399GIn polimorfizminin
LSHK’l1 hastalarla kontrol grubu arasinda genotipik dagilim agisindan énemli bir farklilik
tespit edildi (P<0.05). Sonug olarak ¢alismamizda XPD Lys751Gln polimorfizmi ile LSHK
gelisimi arasinda bir iliski olmadigi XRCCI geni Arg399GIn polimorfizimi ile anlamli bir

iliskinin bulundugu saptand:.
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7. SUMMARY
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Evaluation of DNA Repair gene Polymorphism in Patiens with Larynx Cancer by
PCR-RFLP Technique
Squamous cell carcinoma is the most common (90-95%) of all head and neck cancers
(SCCHN), and laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) is one of the most common
tumors of the upper aerodigestive tract. The incidence varies according to geographical
area and most probably depends on specific environmental risk factors. Many studies
reported that polymorphisms in DNA repair genes reduce their capacity to repair DNA
damage and thereby lead to a greater susceptibility to cancer. DNA repair enzymes
continuously monitor DNA to correct damaged nucleotide residues generated by exposure
to environmental mutagenic and cytotoxic compounds or carcinogens. Our objective was
to investigate the association, if any, between XRCC1 (X-ray repair cross-complementing
1) for Arg399GIn and XPD (ERCC2) for Lys751GIn polymorphic genotypes and LSHK,
smoking habits, tumor-node-metastasis (TNM) classification, and patient age. There was
no significant difference in the genotype distribution of XPD between LSCC patients and
their smoking and alcohol habits, tumor-node-metastasis (TNM) classification, and patient
age and controls for each polymorphism (p>0.05). However, there was a significant
difference between the genotype distributions of XRCCI in patients and in control groups
(P<0.05). Our result concluded that polymorphism in XRCC! codon 399 was associated
with risk of LCSS in a sample of the patients while polymorphism in XPD codon 751 was

not.
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