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OZET

Polikistik over sendromu (PKOS) kronik anovulasyon, oligomenore ve
hiperandrojenemi ile karakterize bir reproduktif endokrinopatidir. PKOS’un genetik
ve cevresel faktorlerin etkilesimi ile ortaya ciktigi bildirilmekte ve bu olgularda
DNA hasarlari ve kromozom kiriklari rapor edilmektedir. Bu durum ise DNA
tamirinde rol oynayan genleri akla getirmektedir. Gunimizde ¢ok sayida DNA
tamir geni ve bu genlerin Urind olan proteinlerin aktivitesini degistiren
polimorfizmler bilinmektedir. Bu calismada PKOS’da rapor edilen genomik
kararsizlik ve XRCC1 Argl194Trp, XRCC1 Arg399GIn, APE1 Aspl148Glu ve XPD
Lys751GIn polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirmak ve PKOS patogenezinin

aydinlatiimasina katkida bulunmak amaclanmistir.

Calisma gruplarint olusturan tim bireylerin EDTA’L tlplere alinan kan
orneklerinden genomik DNA izole edilmistir. Bireylerin genotipleri t¢ farkli gene
ait dort polimorfizm (XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399GIn, APE1 Asp148Glu ve
XPD Lys751GIn) bakimindan gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu yontemi
kullanarak belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gére XRCC1 Argl94Trp,
Arg399GIn ve XPD Lys751GIn polimorfizmleri bakimindan PKOS ve kontrol
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. APE1
Asp148Glu polimorfizmi bakimindan ise gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel
olarak anlaml oldugu belirlenmistir. Bu durumla iliskili olarak hem mutant allelin
(Glu) frekansinin (hasta grubunda %37.72 ve kontrol grubunda %19.23) hem de
homozigot mutant genotip (Glu/Glu) frekansinin (%12.28) hasta grubunda daha
yuksek oldugu belirlenmistir.

llave olarak PKOS’un klinik bulgulari ile polimorfizm sonugclari birlikte
degerlendirildiginde yalnizca viicut kitle indeksi (VKIi) bakimindan ve yine yalnizca
APE1l Aspl148Glu polimorfizmi  bakimindan genotipler arasinda farklilik
belirlenmistir. VKi’nin Asp/Asp genotipli hastalarda (22,85) heterozigot (26,24) ve
homozigot mutant (25,81) genotipli hastalara gore daha disuk oldugu tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: XRCC1, APE1, XPD, Polikistik Over Sendromu



ABSTRACT
A Study of Polymorphisms in XRCC1, APE1 and XPD DNA Repair

Genes in Polycystic Ovary Syndrome Patients

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a reproductive endocrinopathy
characterised by chronic anovulation, oligomenorrhea, and hyperandrogenism.
PCOS is reported to arise from the interaction of genetic and environmental factors.
Further studies report that PCOS patients have DNA damage and chromosome
breakage. Such studies bring to mind the genes that are involved in DNA repairing.
At present, several DNA repair genes and, as products of these genes, certain
polymorphisms that alter the activity of proteins are known in the literature. The aim
of this dissertation is to study the genomic instability that have been reported in
PCOS cases along with the relationship between XRCC1 Argl94Trp, XRCC1
Arg399GIn, APE1 Aspl48Glu, and XPD Lys751 polymorphisms in order to
contribute to the pathogenesis of PCOS.

The study has started by isolating genomic DNA samples obtained from the
blood samples in EDTA tubes from the patients in the study group. Using the real-
time polymerase chain reaction, the genotypes of these patients were determined in
terms of four polymorphisms of three different genotypes (XRCC1 Argl94Trp,
XRCC1 Arg399GIn, APE1 Aspl148Glu, and XPD Lys751). Comparing the control
groups at the end of the study, the results have not shown any statistically significant
difference as far as XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn, and XPD Lys751
polymorphisms are concerned. However, there were notable differences between the
groups in terms of APE1 Asp148 Glu polymorphism. Associated with this condition,
it has been noted that both mutant allele (Glu) frequency (37,72 % in the study
group; 19,23% in the control group) and homozygous mutant genotype (Glu/Glu)
frequency (with 12.28%) have been higher in the study group.

Evaluating the clinical features of PCOS in conjunction with polymorphism
results, it has also been observed that the only remarkable difference between the

genotypes was related to body mass index (BMI) and to APEl Aspl48Glu.



Furthermore, it has been found out that BMI tends to be lower in patients with
Asp/Asp genotypes (22,85) compared to patients with heterozygous (26,24) and
homozygous mutant (25,81) genotypes.

Keywords: XRCC1, APEL, XPD, Polycystic Ovary Syndrome
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganhik ¢agindaki kadinlarin %4-14’tni
etkileyen heterojen, multifaktériyel endokrin bir hastaliktir (1, 2, 3, 4, 5). Kronik
anovulasyon, infertilite ve hiperandrojenizm, PKOS’un en karakteristik bulgulari
arasindadir (6). Bu grup hastalarda yapilan bazi genetik calismalarda 6zellikle esey
kromozomlari ile iliskili anomaliler rapor edilmekte iken bazi calismalarda ise
karyotip anomalisine rastlanmadigi belirtilmektedir (7, 8). Bircok calismada
oligogenik bir hastalik olarak tanimlanan PKOS ile iliskili olarak cesitli genlere

iliskin polimorfizm calismalari da bulunmaktadir (9, 10, 11).

Multifaktoriyel bir hastalik olan PKOS ile ilgili olarak bircok biyokimyasal
calisma da yapilmistir. Bu calismalar arasinda dikkat cekici olan bu hasta grubunda
artan oksidatif stres ve azalan antioksidan kapasitenin rapor edilmis olmasidir (12).
Dolayisi ile biriken DNA kiriklarinin olasi nedenlerinden biri olan bu durumun
yaninda e@er olusan DNA kiriklari ayni zamanda onarilamiyor ise genomik

kararsizhigin olusmasi ve bunun surekli hale gelmesi kaginilmaz olacaktir.

DNA tamir genleri ile iliskili polimorfizm bircok hasta grubunda calisiimistir
(13, 14, 15). Bu ¢ahismalarda farkli tamir genleri cesitli olgular ile iliskili olarak ele
alinmis ve degisen sonuglar rapor edilmistir. Farkli hasta gruplari ile yapilan
calismalarin yaninda saghkli bireylerden olusan cesitli populasyonlarda farkli DNA

tamir genleri icin yapilan polimorfizm calismalari da vardir (5, 16).

Bunlarin disinda farkh yontemler (mikronikleus, komet testi gibi) ile 6lcilen
genomik kararsizlik ve DNA tamir genlerindeki polimorfizm iliskisi de birgok
calismada ortaya konulmustur (17, 18, 19). Tamir edilmemis DNA hasarini tasiyan
hlcrelerin ise apoptozise ya da kontrolsiiz bélinmeye gitmeleri olasidir. Ayrica
cesitli tamir genlerindeki bazi yaygin polimorfizmlerin ise karsinojenlere karsi

hassasiyeti belirledigi 6ne strtlmustur (20).

Bazi calismalarda PKOS’un oksidatif strese neden oldugu rapor edilmektedir
(12). Ayrica reaktif oksijen tarlerinin (ROT) oksidatif DNA hasarini, DNA

kiriklarini, baz modifikasyonlarini ve kromozom anomalilerini indukleyebildigi



bilinmektedir (21, 22). ilave olarak PKOS hastalarinin genomik kararsizlik ve artan
kanser riskine sahip oldugu belirtilmektedir (23, 24, 25).

Cesitli nedenlerle olusan DNA hasari alti farkli tamir sistemi tarafindan
onarilabilmektedir. Bunlar; dogrudan tamir, baz kesip ¢ikarma tamiri, nikleotid kesip
cikarma, cift zincir kink tamiri, translesion sentezi (post-transkripsiyonel DNA
tamiri), yanhs eslesme tamiri (mismatch tamiri)’dir (26, 27). Bu tamir
mekanizmalarinin her birinden ¢ok sayida proteinin sorumlu oldugu bilinmektedir.
Bunlardan olan iki tanesine sifre veren APE1l ve XRCC1 baz kesip ¢ikarma
tamirindeki anahtar genlerdendir (27). XPD geni ise niikleotid kesip ¢ikarma tamiri
ve zararli bir DNA lezyonunun oldugu bélgede DNA’nin ¢6zulmesine katilan ve

blylk bir tamir proteini olan bir helikazi kodlar (28).

Bu calismada, daha 6nce genomik Kararsizlik gozlendigi cesitli calismalar ile
rapor edilen PKOS olgularinda APE1l (Aspl48Glu), XRCC1 (Argl94Trp ve
Arg399GIn ) ve XPD (Lys751GIn) polimorfizmini arastirmak amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Polikistik Over Sendromu
2.1.1 Tarihgesi

Polikistik over sendromu (PKOS), amenore, hirsutizm, obezite ve overlerde
polikistik gorinim ile karakterize olup, Ureme cadindaki kadinlar arasinda yaygin
olarak rastlanilan endokrin kaynakl bir patolojidir (29).

PKOS, ilk olarak 1844 yilinda Cherau tarafindan insan overinde gozlenmis ve
sklerotik degisiklikler olarak tanimlanmistir (30). Daha sonra 1935 yilinda Stein ve
Leventhal tarafindan hirsutizm, obezite ve infertilite ile birlikte tanimi yapilmis olup
(6, 31) 1985 yilinda Adams ve arkadaslari PKOS’lu kadinlarda ultrason bulgularina
acikhk getirmislerdir (32). Glnimize kadar olan sirecte de bu konu ile ilgili olarak

calismalar devam etmektedir.
2.1.2 Epidemiyolojisi

Farkl klinik sendromlarda polikistik overlere (PKO) rastlanabilmektedir (33).
Belli semptomlarin bir araya gelmesi ile birlikte PKO bir sendrom adini almaktadir
(34).

PKOS’un kesin insidansi ile ilgili cahsmalar net degildir. Amerika’da Alabama
Universitesi tarafindan PKOS’un frekansi %4 olarak bildirilmistir (2). Avrupa’da
yapilan birka¢ calismada ise PKOS’un prevalansinin %6-7 arasinda oldugu
aciklanmakla (2) birlikte PKOS’un tani kriterlerinin farkli olmasindan dolayi
prevalansi hakkinda kesin bilgi vermenin zor oldugu fakat treme cagindaki

kadinlarda yaklasik olarak %14 olduguna dair veriler de bulunmaktadir (3).
2.1.3 Tani Kriterleri

PKOS, 1990 yilinda Amerikan Ulusal Saglk Enstitist (National Institute of
Health) (NIH) tarafindan dizenlenen konferansta, nedeni agiklanamayan kronik
hiperandrojenik anovulasyon olarak tanimlanmistir (35, 36). Rotterdam’da 2003

yilinda diizenlenen toplantida [European Society for Human Reproduction and



Embriyology (ESHRE/ASRM) American Society for Reproductive Medicine] ise
1990 yilindaki kriterlerin ikisinin birlikte varhginin énemli oldugu vurgulanmistir
(35, 37) ve polikistik overler en az bir overde 12 veya daha fazla sayida 2-9 mm
capinda folikdlin olmasi ve toplam over voliminin 10 ml’den fazla olmasi seklinde

tanimlanmistir (38, 39).
National Institute of Health (NIH) (1990) kriterleri:
1. Klinik veya biyokimyasal olarak hiperandrojenizm bulgulari
2. Kronik anovulasyon
3. Diger etyolojik nedenlerin ekarte edilmesi
Rotterdam (ESHRE/ASRM) (2003) kriterleri:
1. Hiperandrojenizm bulgulari
2. Oligo-anovulasyon
3. Polikistik over gorintusu
Androgen Excess Society (AES) (2006) kriterleri:
1. Hiperandrojenizm (hirsutizm ve/veya hiperandrojenemi)
2. Ovaryan disfonksiyon (oligoanovulasyon ve/veya PKO gorunttsi)
3. Diger etyolojik nedenlerin ekarte edilmesi (40, 41)
2.1.4 Belirgin Klinik ve Laboratuar Bulgulari

Menstrual Duzensizlikler: PKOS’lu kadinlarda farkli anovulatuar semptomlar
g6zlenmektedir (4). Bunlar, alti aydan daha uzun sire menstrual kanama olmamasi
(amenore) veya iki menstrual periyod arasinda 35 giinden daha fazla zamanin olmasi
(oligomenore) (42) veya amenore ve oligomenorenin tam aksine sik sik ve asiri

menstrual kanama periyodlarina rastlanmaktadir (43).



Hirsutizm: Kadinlarda androjenlere duyarl olan Ust dudak, ¢ene, sirt, bel (st
karin, alt karin, Ust kol, gogus, uyluk gibi bolgelerdeki erkek tipi kil buyimesine
hirsutizm denir (4, 44, 45).

Hirsutizmin nedenleri arasinda PKOS, idiopatik hirsutizm basta olmak (zere
sirasl ile over ve adrenal timorler, konjenital adrenal hiperplazi ve cushing sendromu
gelmektedir (46, 47).

Dogurganhik donemindeki kadinlarda, hirsutizm goérilme sikhgr  %5-8

oranindadir (48). Psikolojik ve fizyolojik acidan kadinlari etkilemektedir (49).

PKOS’lu kadinlarda hirsutizm ile birlikte akne, androjenik sa¢ dokilmesi, yagl
cilt, terleme gibi bulgular da gorulmektedir (32, 50, 51).

Obezite: Obezite, Stein ve Leventhal’in bu sendromu tanimlamasindan bu yana
PKOS’un en yaygin o6zelligidir. PKOS’ta obezitenin prevalansi yaklasik olarak %50
kadardir (32). Ozellikle abdominal obeziteye rastlanmaktadir. Hasta normal kiloda
olsa bile intra abdominal yaglanma fazladir (3). PKOS’taki obezitenin
prevalansindaki bu varyasyon, yasam kosullari ve genetik faktorlerin farkli

olmasindan dolayidir (5).

Obezitenin varhigi klinik olarak bazi sonuclar dogurur. Birincisi serbest
testeosteronun ve Ostradioliin artmasi dolayisiyla sex-hormon binding globdlin
miktarinin azalmasi ile iliskilidir. ikincisi obezlerde dislipidemi varh§i nedeni ile
kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan risk oldukca artmaktadir (32, 52). Uglinciisi ise

obezite olup insilin direnci ile iliskili olup bu durum tip Il diabetin habercisidir (32).

Hormon Bulgulari: LH/FSH orani, LH ve glukoz duzeyleri, insilin miktari,
serbest veya total testeosteron seviyelerinde artis, DHEA-S seviyesinde bir miktar
yukselme ile birlikte normal veya yuksek dstrojen seviyesi, normal veya artan PRL
seviyesi, normal veya normalin altinda FSH, azalan SHBG dizeyi, LDL-kolesterol,
kolesterol ve trigliserit seviyelerinde artma, HDL- Kkolesterol seviyesinde dustklik
gOzlenmektedir (33, 53).



2.1.5 PKOS ve Jinekolojik Kanserler

Endometrium Kanseri: PKOS ve endometrium kanseri arasindaki iliski ilk kez
1949 yilinda Dockerty ve Jackson tarafindan bildirilmistir. Daha sonralari PKOS’un
Klinik bulgularindan olan obezite ve endometrium kanseri arasindaki iliski siklikla

rapor edilmistir (1).
Endometrial kanserin baslica iki tipi tanimlanmistir:

Tipl endometrium kanseri, bitiin vakalarin %80’ini olusturur ve 0Ostrojen
kullanimi ile iliskilidir. Tipl endometrium kanserinde risk faktorleri erken menars,
ge¢ menopoz, infertilite, kronik anovulasyon, diabet, hipertansiyon, obezite ve
ostrojen kullanimidir. Ostrojen kullanimi endometrial hiicrelerin mitotik aktivitesini
artirir ve DNA replikasyon hatalarinin miktari da artar. Bu nedenle de malign
fenotipler ortaya c¢ikar. Tipl endometrium kanserinde siklikla mikrosatellit
instabilitesi gordlir. PTEN mutasyonlar, K-ras mutasyonlari ve [-katenin

mutasyonlari gibi genetik degisimler saptanmistir (1).

Tipll non-endometrium kanseri ise ostrojen ile iliskili degildir ve bu tip
endometrium kanserinde siklikla p53 mutasyonlari ve birka¢ kromozomda

heterozigozite kaybi saptanmistir (1).

Uterus Sarkomlari: Uterus sarkomlarin histolojik varyantlari igerisinde
leiomyosarkoma, endometrial stromal sarkoma ve mixed miullerian tumorler en
yaygin olanlaridir (54). Endometrial stromal sarkomlar mitotik indeksine gore disiik
grade ve yuksek grade olarak iki gruba ayrilir (55). Dusik grade endometrial stromal
sarkomlar hormon kullanimina duyarli timorler olup bazi vakalarda PKOS’un
saptandigi rapor edilmistir. Karsinomlara daha siklikla postmenopozal dénemde
rastlanmaktadir. Ancak literatirde PKOS’lu karsinomlara 19, 27 ve 36 yaslarinda (¢

kadinda rastlandigi bildirilmistir (1).

Epitelyal Over Kanseri: PKOS ve over kanseri riski arasindaki iliski birkag

calismada degerlendirilmis ve celiskili sonuclar bulunmustur (56, 57, 58, 59).



Schildkraut ve arkadaslari epitelyal over kanserli 476 kadin ve 4081 kontroli
degerlendirip over kanser riskinin PKOS’lu kadinlar arasinda 2.5 kat fazla oldugunu
saptamislardir (58). Bununla birlikte Atimo ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise
PKOS’lu kadinlarda ve bu kadinlarin ailelerinde over kanser 6ykisune

rastlanmamistir (59).

Yapilan bazi calismalarda obezite ile epitelyal over kanseri riski arasinda iliski
gosterilmistir. PKOS’ta obezitenin prevalansi yaklasik olarak %50 kadardir (32).
Amerika Birlesik Devletleri’nde vucut kitle indeksi (VKI) yiiksek olan kadinlarda
distik olan kadinlara gore kanser riskinin 1.7 kat yuksek oldugu saptanmistir (1).

Meme Kanseri: Hem epidemiyolojik hem de deneysel veriler meme kanseri
etyolojisinde yasam boyunca kiimilatif olarak dstrojen ve progesteron kullaniminin
iliskili oldugunu aciga cikarmistir (60). Erken menars yasl, ge¢ menopoz yas! gibi
sebepler malignite igin risk faktorleridir (1).

Bazi arastiricilar obeziteyi degerlendirmis, postmenopozal meme kanseri riskini
obez kadinlarda yilksek bulmuslardir. Bununla birlikte premenopoz dénemde VKi ve

meme kanseri arasinda ters orantili bir iliskiden bahsedilmistir (1).

Son zamanlarda yapilan calismalarda CYP11A geninin promotor bdélgesinde
[(TAAAA)N] tekrarinin polimorfizmi tanimlanmis ve PKOS ile iliskili oldugu
saptanmistir (1). Zheng ve arkadaslari bu polimorfizmin meme kanseri ile iliskisini
arastirmiglar ve bu hasta grubunda yaygin olarak 4, 6 veya 8 (TAAAA) tekrarlarini
belirlemislerdir (61).

Literatiirde yapilan epidemiyolojik ¢calismalarda meme kanseri riski ile PKOS
arasinda ters orantili iliskilerin varligi da gosterilmistir (62, 63).

2.2 PKOS’un Genetik Temelleri

PKOS, hem cevresel hem de genetik faktorlerin etkisinde olan kompleks bir
hastaliktir (64). PKOS klasik Mendelian bir kalitim géstermez (65). Bununla beraber
yapilan ¢ok yonlu calismalar PKOS’un ailesel bir yigilim gosterdigini kanitlamistir
(36, 65, 66). Ancak PKOS’un kalitim modeli agik degildir. Bazi ¢alismalarda eksik



penetrans ile kalitim modelinin dominant oldugu vurgulanmis olup bazi ¢alismalarda
ise cevresel faktorler ile kalittmin multigenik bir kalittm modeli oldugu
kanitlanmistir (64).

Yeni teknolojilerin kullaniminin yayginlasmasi, genom taramalarinin artmasi,
haplotip haritalarinin tamamlanmasi genetigin sahasini genisletmis olup, PKOS’un
etyolojisinin belirlenmesine énemli katkilar saglamistir (66).

PKOS’a yatkinlik olusturan 50°den fazla aday gen belirlenmis olup (65) bu
genlerden bazilarinin ise sendromun patogenezinde anahtar rol oynadigi rapor
edilmistir (67).

2.2.1 PKOS’ta Aday Genler

Calpain-10 (CAPN10) Geni: CAPN10 geni, 2937’de lokalize olup tip 1l diabet
ile iliskili bir lokus olarak rapor edilmektedir. insiilin direnci PKOS hastalari
arasinda karakterize olan bir durumdur. Bu nedenle CAPN10 geni olasi aday bir
gendir. CAPN10 geninin (¢ varyanti bulunmaktadir (65). idiopatik hirsutizm ve
hiperandrojenemi ve PKOS hastalari ile yapilan farkli vaka kontrol ¢alismalarinda
CAPN10 geninin varyant allel ve polimorfizmleri arasinda pozitif iliskiler

saptanmistir (64).

Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) Geni: Lokalizasyon bolgesi 17p13.1
olan SHBG geninin promotor bolgesinde (TAAAA)n polimorfizmi PKOS’lu 185
Yunan kadininda yapilan bir calismada gosterilmistir (65). Hogeveen ve arkadaslari
gebelik boyunca siddetli hiperandrojenemiye neden olan bir mutasyonunun varligini

yayinlamislardir (68).

Follistatin (FST) Geni: FST geni 5911.2 kromozom bdlgesinde lokalize olup bu
genin ovarian follikiler gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Hipofiz bezinden
FSH salinimini ve pankreatik B-hticrelerinden instlin salinimini artiran ve androjen
uretimini baskilayan genlerdendir (64). Ericson ve arkadaslari polikistik ve normal
overlerin follistatin protein seviyelerini 06lgerek yaptiklart c¢alismada farklilk
belirleyememislerdir (69). Bunun aksine Norman ve arkadaslari follistatin

konsantrasyonlarini 108 PKOS hastasinda 20 kisilik kontrol grubundaki saglikh



kadindan daha yuksek olarak saptamislardir (70). Yine Eldar-Geva ve arkadaslar
serum follistatin konsantrasyonlarini PKOS hastalarinda kontrol grubundan daha

yuksek oldugunu belirlemislerdir (71).

instilin (INS) Geni: PKOS igin duyarl bir lokus olan insiilin geni 11p15
bolgesinde lokalize olmustur. Bu lokus hiperinsulinemi ile iliskili olup tip Il diabete
duyarlilik olusturabilmektedir (65).

Androjen Reseptoér (AR) Geni: Androjen reseptdr geni Xql1-12 lokalize olup
transkripsiyon drinid 917 aminoasit uzunlugunda olan bir proteini kodlar (72).
Androjen reseptor geninin N-terminalinde tekrarlayan CAG dizisinin polimorfizmi
ile PKOS arasinda iliski oldugunu kanitlayan bazi calismalar gosterilmistir. Hasta
grubunu PKOS olgularinin olusturdugu bir vaka kontrol calismasinda CAG tekrar
dizilerinin uzunlugu ile testeosteron seviyesi arasinda ters orantili bir iliski oldugu

saptanmistir (64).

Cytochrome P450 Family 11, Subfamily A (CYPlla) Geni: Lokalizasyon
bolgesi 15023-24 olan CYP1la geninin 5’ ucunda polimorfik bir dizi belirlenmis
olup (73) bu dizinin yiksek testeosteron diizeyi ile iliskili oldugu tespit edilmistir
Ghorani ve arkadaslari PKOS’lu (Rotterdam kriterlerine gore) 20 aileyi gozden

gecirmis, kolesterol artisi ile CYP11a geni arasinda bir iliski saptamislardir (74).

Cytochrome P450 Family 11 (CYP17) Geni: CYP P450cl17a (Sitokrom P450,
17hidroksilaz/ 17,20-liyaz enzimleri) enzimini kodlayan bu gen 10g24.3 bdlgesinde
lokalize olmustur. Bu enzimin hem overlerde hem de adrenal bezlerde androjen

uretimi icin gerekli oldugu belirtilmistir (75).
2.2.2 PKOS ve Genomik Kararsizlik

Kanser basta olmak (zere diger bircok hastalikta genomik Kkararsizlik
belirlenmistir.  Kararsizlik,  kromozomal veya  mikrosatellit  dlzeyinde
gerceklesebilmektedir (76). Genomik Kkararsizlik markerlari olarak; DNA bag
kiriklari, kromozom aberasyonlarl, mikronukleus sikhgi, anéploidiler, telomer

kisalmasi, apurinik bdlgeler, DNA katihm runleri, DNA oksidasyonu ve
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metilasyonu, mitokondrial DNA mutasyonlari ve germ hticrelerinde meydana gelen
DNA hasarlari kullaniimaktadir (77).

Son yillarda yapilan calismalarda telomer kisalmasi, 8-hidroksideoksiguanozin
(8-OHdG) ve mikronukleus (MN) calismalari, genom instabilitesi veya kromozomal
hasarin belirlenmesinde genis bir yer tutmaktadir. MN, hem in vitro hem de in vivo
sitotoksisite ve genotoksisite ¢alismalarinda siklikla kullanilan bir kromozomal
biyomarkerdir. MN, hucre sitotoksisitesi ve hicre 6lumu gibi énemli olaylarda
kromozom kiriklari, kromozom yeniden diizenlemeleri ve gen amplifikasyonlari ile
ilgili olarak es zamanlh bilgiler saglamaktadir (78). Yesilada ve arkadaslari
mikronikleus sikliginin PKOS’lu hastalarda yiksek oldugunu belirlemislerdir (23).

Oksidatif DNA hasarinin glvenilir belirtecleri arasinda olan 8-OHdG’nin yer
aldigi calismalarin sayisi da her gecen gin artmaktadir (25, 79, 80). Hamurcu ve
arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari bir vaka kontrol calismasinda 8-OHdG
seviyesinde hasta ve kontrol gruplari arasinda 6nemli bir fark belirlenememekle
birlikte PKOS’lu hasta grubunda MN frekansini énemli oranda ytiksek olarak rapor
etmislerdir (25).

PKOS’da gorulen menstrual dizensizlikler, hirsutizm, akne gibi bulgulara ilave
olarak uzun doénemde dislipidemi, hipertansiyon, hiperinsulinemi, insilin direnci,
obezite, metabolik sendrom, tip Il diabet ve kardiyovaskuler hastaliklar da eslik
etmektedir (81).

PKOS’ta obezitenin prevalansi yaklasik olarak %50 kadardir (32). PKOS’lu
hasta, normal kiloda olsa bile intra abdominal yaglanma fazladir (3). Obezite,
metabolik sendromun gelismesinde nedensel bir faktor olup 6zellikle abdominal
obezite metabolik sendrom icin temel bir risk etkenidir. Bati toplumlarinda obezite
kaynakl hastaliklar, morbidite ve mortalitenin en yaygin nedenleri arasina yerleserek
artik tim diinyada ciddi bir saglik problemi haline gelmistir. Kronik oksidatif stresin,
Kilo artisi ve obezitenin altinda yatan major mekanizma olabilecegi yoninde

calismalar bulunmaktadir (82).
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Obez ve metabolik sendromlu hastalar ile MN arasindaki pozitif iliskiyi gosteren
calismalar da rapor edilmistir (78).

Obezite kaynakli hastaliklardan olan diabet, akut ve kronik komplikasyonlari
nedeni ile dinyada genis bir saglik sorunu haline gelmistir. Tip I diabetin gorilme
sikhgr %5-10 iken tip Il diabet, diabetin en yaygin formu olup %90-95 oraninda
yuksek bir frekansi bulunmaktadir (83, 84).

Tip 1l diabet, insilin direnci ile karakterizedir. insulin direnci, PKOS’un
patofizyolojisinde major bir rol oynamaktadir. insulin direnci, bozulmus glukoz
toleransi ile birlesince tip Il diabet riski tasimaktadirlar. PKOS’lu hastalarda
bozulmus glukoz toleransi prevalansi %31-35, tip Il diabet prevalansi ise %7.5-10
olarak belirtilmistir (83, 84).

Tip | ve Tip Il diabette kromozomal DNA hasari siklikla calisilan arastirma
konularindan biridir. Tip | diabette SCE ve MN frekansi arastirilmis ve saghkh
kontrollere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (85, 86).

VKIi’nin genel olarak yiiksek oldugu ve abdominal obezitenin siklikla gérildugii
tip 11 diabet hastalarinin hem kan hem de idrar érneklerinde oksidatif DNA hasarinin
gostergesi olan 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) seviyesinin de yiksek oldugu
belirlenmistir (79). Yine yapilan bir baska vaka kontrol calismasinda da telomer
kisalmasinin tip Il diabet hastalarinda daha fazla oldugu vurgulanmistir (82). MN
frekansi da tip Il diabet hasta gruplarinda calisilan testlerden biri olup bu hasta
grubunda MN frekansinin saglikli kontrol gruplarindan daha yuksek oldugu rapor
edilmistir (86, 87, 88).

insiilin  direnci, arterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklar icin de risk
faktoridir. Son yillarda kardiyovaskuler hastaliklarin patogenezinde oksidatif DNA
hasari kaynakli kromozom instabilitenin rolu siklikla arastirilan konular arasindadir.
MN sikliginin koroner arter hastalarinda yikseldigi ve bu yuksekligin hastaligin
siddeti ile de paralellik gosterdigi vurgulanmaktadir (78, 88, 89).
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2.2.3 PKOS, Oksidatif Stres ve DNA Hasari

PKOS’a uzun donemde dislipidemi, hipertansiyon, hiperinsulinemi, inslin
direnci, obezite, metabolik sendrom, tip 1l diabet ve kardiovaskuler hastaliklar da
eslik etmektedir (81). Bu hastaliklarda g6zlenen metabolik stres ve hipoksi gibi
nedenlerin bir sonucu olarak serbest radikal Uretiminin arttirdi§i ve antioksidan
savunma sisteminin bozulmasindan otiri reaktif oksijen turleri ile PKOS’un
iliskisini gosteren calismalarin sayisi gun gectikce artmaktadir (81). Oksidatif stresin
endometriozis, polikistik over sendromu gibi bazi jinekolojik hastaliklarin
patogenezinde rol oynadig ayrica oosit kalitesi ile follikiler sividaki reaktif oksijen
tarlerinin (ROT) duzeyi arasindaki iliskiyi arastiran calismalar bulunmaktadir (90,
91).

2.2.3.1 Oksidatif Stres Nedir?

Son yillarda yapilan calismalarla birlikte kanser, diabet, kardiyovaskiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi baslica kronik hastaliklarin patofizyolojisinde
oksidatif stresin yer aldigi gozlenmektedir (92). Normal fizyolojik kosullarda serbest
radikallerin hasar verici etkisi hlcresel antioksidanlar ve enzimler tarafindan etkisiz
hale getirilmektedir. Organizmalarda serbest radikallerin meydana gelme hizi ile
bunlarin yok edilme hizi arasindaki dengenin bozulmasi ‘oksidatif stress” olusumuna
neden olmaktadir (93).

Serbest radikaller, gen ekpresyonlari, reseptor aktivasyonlari ve c¢ok sayida
hlcresel sinyal sistemlerini kapsayan bir¢ok biyolojik sistemde hem yararli hem de
zararh rol oynamakla birlikte bunlarin yiksek konsantrasyonlari, karbonhidratlar,
proteinler, membran lipidleri ve nikleik asitler gibi 6nemli hicresel yapilarin

oksidatif hasara ugramasina neden olmaktadir (94).

Organizmalar icin en o6nemli serbest radikaller arasinda, stperoksit (O,"),
hidroksil ("OH), nitrik oksit (NO™), peroksil (RO;") yer almaktadir. Peroksinitrit
(ONOO), hipokloroz asit (HOCI), hidrojen peroksit (H,0,), singlet oksijen (*O,) ise
serbest radikal olmamakla birlikte girdikleri reaksiyonlar sonucunda serbest radikal

olusumuna yol agmaktadirlar (94).



13

Siiperoksit radikalinin asir Uretimi hticresel metabolizmanin asiri yikselmis
glukoz tarafindan bozuldugu durumlarda gerceklesmektedir. Bu da diyabetin
komplikasyonlarina yol acmaktadir (95, 96, 97). Nitrik oksit, arjininin nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi aracthgiyla sitrulline ddnlismesinin bir sonucu olarak
vazodilator gorevi yapmaktadir. Nitrik oksit ile superoksidin reaksiyon Urlinl olan
peroksinitrit cok reaktif bir molekildir. Kardiyovaskiler hastaliklarin patogenezinde
rol oynamaktadir (92). Hidrojen peroksit bir radikal olmamakla birlikte yari émri
uzun olup membranlardan kolaylikla gecebilmektedir. Gegis metallerinin varhginda
(Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari) ve suyun iyonize edici radyasyona maruz
kalmasi durumunda ise hidroksil radikalinin meydana gelmesine neden olmaktadir
(94). Hidroksil radikali ¢ok reaktif olup (98) basta nikleik asitler olmak Uzere,
organik asitler, amino asitler, sekerler ve fosfolipidler gibi bircok biyokimyasal

madde ile tepkimeye girip bu molekilleri oksitleyebilmektedir (96, 99, 100).
2.2.3.2 DNA Hasar!i
DNA Baz Hasarlari

Endojen (deaminasyon, depurinasyon, depirimidasyon, metabolizma rinleri
(101) ya da ekzojen etkenler [kimyasal ajanlar (alkilleyici ajanlar, kemoterapi
ilaglari, aflatoksin, benzopiren) ve fiziksel ajanlar (iyonize radyasyon, ultraviyole
isinlar)] (102) nedeni ile genetik materyalin molekiler buttnluginde olusan
degisikliklere *DNA hasar1’ adi verilmektedir (103). DNA hasar ajanlarinin blyiik
cogunlugu hiicre genomunun stabilitesini tehdit edebilmektedir. Hidrolitik
reaksiyonlar, enzimatik olmayan metilasyon, reaktif oksijen turleri, iyonize
radyasyon ve farkli kimyasal ajanlar DNA hasarlarina yol acarlar ve bunlar
potansiyel olarak sitotoksiktirler (104, 105).

Serbest radikallerin girmis oldugu tepkimeler sonrasinda DNA’nin dért bazinda
20’den fazla uriin meydana gelmektedir (106). Ozellikle OH’ radikallerinin girdigi
reaksiyonlar pirin ve pirimidin bazlarinda degisimler olusturmaktadir (107).
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Hidroksil radikali purin ve pirimidinlerin ¢ift baglarina baglanir. Hidroksil
radikali sitozinin 5. karbon atomuna %87 oraninda eklenirken 6. karbon atomuna

%10 oraninda eklenir.

Timinde ise %60 oraninda 5. karbona eklenirken 6. karbon atomuna %30
oraninda eklenir. %10 oraninda da metil grubundan bir hidrojen atomunun

ayrilmasiyla olusan alil radikali olusumu seklindedir (108, 109).

Guanin bazinin OH radikali ile birlikte tepkimeye girmesi, genellikle C4-, C5-
ve C8- pozisyonlarina olur (108). C8-OH- radikallerinin oksidasyonu sonucunda 8-

hidroksipurinler yani; 8-OH-guanin ve fapyguanin olusur.

Adenin bazinin OH radikali ile etkilesimi sonucunda 8-OH-adenin ve

fapyadenin olusmaktadir (108).
Oksidatif DNA Hasarinin Replikasyona ve Transkripsiyona Etkileri
1. Purinlere Etkileri

7,8-Dihidro-8-oxoguanin (8-OH-Gua): Olduk¢ca mutajenik olan bu hasar
oksidatif DNA hasarinin biyomarkeri olarak kabul edilmektedir (108). 8-OH-Gua,
sikhikla G ve C ile eslesmektedir. Memeli hicrelerde 8-OH-Gua:C cifti etkili bir
sekilde tamir edilirken 8-OH-Gua:A ciftinin tamir orani zayiftir (110).

Oxazolon: Yapilan calisma sayisi ¢cok az olup G — T transversiyonlarina neden
oldugu bildirilmistir (108).

7,8-Dihidro-8-oxoadenin  (8-OH-Ade): A-G transisyon ve A-C
transversiyonlarina neden olmaktadir. Bu mutasyonlarin frekansi %21 olarak
belirtilmistir (98).

Formamidopirimidinler: OH radikali ataklarinin baslica Griinleri FapyAde ve
FapyGua’dir. 5-metil-FapyGua, guaninin metilasyonu sonucunda olusur ve in vitro
kosullarda giclu bir sekilde replikasyonu engeller. FapyAde’ninin 8-OH-Ade’den
daha mutajenik oldugu literatiirde gosterilmistir (107).
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2-Hidroksiadenin ~ (2-OH-Ade): 2-OH-Ade, A-G, A-T, A-C
transversiyonlarina neden olmaktadir (111).

2. Pirimidinlere Etkileri

5,6-Dihidro-5,6-dihidroksitimin ~ (Timin  glikol):  iIyonize  radyasyonun
olusturdugu en temel DNA drundddr.  Yapilan c¢alismalarda T-C
transversiyonlarinin mutasyon olusturma frekansinin %0.3 oldugu belirlenmistir.
Timin glikolin A ile eslesmelerinin ise mutajenik etkisinin yok denecek kadar az

oldugu yapilan diger calismalarda bildirilmistir (112).

5-Formilurasil (5-FoUra): Timinin bir diger oksidasyon Urlini 5-FoUra’dir.
Hucrelerdeki zararli etkileri yapilan calismalarda vurgulanmistir ve bu lezyonun
tamiri icin 3-metiladenin-DNA glikozilaz 1l enzimine ihtiya¢c vardir. Yapilan son
calismalarda in vitro kosullarda gucli bir sekilde replikasyonu engellediginden

sitotoksik etkisinin zayif oldugu vurgulanmistir (113).

5-Formilsitozin (5-FoCyt): 5-FoCyt, C:G - T:A transisyonlanna ve C:G - A:T

transversiyonlarina neden olmaktadir (108).

5-Hidroksisitozin, 5-Hidroksiurasil, 5,6-Dihidro-5,6-dihidroksiurasil (Urasil
glikol): Sitozinin oksidasyonu sonucunda olusan bu drunlerin E.coli’de C-T
transisyonlarina neden olarak mutajenik etki gosterdigi belirtilmistir (114).

5-Hidroksimetilurasil (5-OHMeUra): 5-OHMeUra’in  mutajenitesi ile ilgili
olarak farkli sonuclar bulunmaktadir. Bakteri ve memelilerde olduk¢a mutajenik
olarak tanimlanan calismalar olmakla birlikte 5-OHMeUra’in  memelilerde

delesyonlara yol actigini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (108).

Ure: Timin hidroperoksitlerin ve timin glikoliin parcalanma iriinii olarak olusan
ure toksik olup DNA polimeraz I’in calismasini etkin sekilde engeller. Bununla

birlikte T — C mutasyonlarina yol actigi da gosterilmistir (115).
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2.3 DNA Tamir Mekanizmalari

DNA tamir yollari; dogrudan tamir, baz kesip ¢ikarma tamiri (BER), niikleotid
kesip citkarma tamiri (NER), cift zincir kirik tamiri, translesion sentezi, mismatch
tamiri olmak (zere alti grupta incelenmektedir (26). Arastirmamizla ilgili olarak

BER ve NER hakkinda genis bilgi asagida sunulmustur.
2.3.1 Baz Kesip Cikarma Tamiri (BER)

BER; DNA bazlarinin spontan kaybi, metilasyon ve biyuk olmayan eklentiler
nedeni ile olusan kiglk lezyonlarin onarilmasinda (116, 117), okside DNA
bazlarinin kaldiriimasinda (118) ve deamine bazlarin tamirinde (119) goérevli olan

baslica DNA tamir yoludur.

BER, bazin kaldiriimasi ve Apurinik/Apirimidinik bélgelerin kesilmesi, sentez
ve ligasyon basamaklarindan olusmaktadir. DNA glikozilazlar, APE1, DNA
polimerazlar ve DNA ligazlar da BER’de gorev alan baslica enzimlerdir (119).

Baz eksizyon tamirinde hasarli baz, baz’a 6zgii DNA glikozilazlar tarafindan
taninmaktadir (16, 120). DNA glikozilaz hasarli bélgeyi tanimak icin DNA’nin
kicik oluguna yerleserek hasarli olan baz ile seker arasindaki 3-N glikozidik bagi
kirar. Boylece hasarli baz, polinukleotidden ayrilmistir ve 5'seker fosfat bagini iceren

tek bir zincir kirigr olusmustur.

Hasarli bazin ayrilmasiyla olusan bazsiz bolge (apdrinik/apirimidinik) AP
endonukleazlar (insanda APEL) tarafindan taninir (121). Fosfodiesteraz enzimleri
AP bolgesindeki fosfodiester baginin kirilmasini saglamaktadir (122, 123). AP
Endonikleazl fosfodiester omurgay! 5° ucundan keserek 3’ hidroksil grubu ve 5’
deoksiriboz fosfat (dRP) bulunan bir ¢entik olusturur (124).

Bu asamada dikkat c¢eken protein, Poly-ADP Riboz Polimeraz (PARP1),
Polinukleotid Kinaz (PNK), Polimeraz 3 (Pol B) ve Ligaz3a (LIG3a) ile etkilesim
halinde olan XRCC1 proteinidir (125). XRCC1 enzimi hasarli bdlgede DNA
glikozilaz enziminin APEL1 ile yer degistirmesini saglar ve hasarli bazin ¢ikariimasini
kolaylastirir (126, 127, 128).



17

BER iki alt yolaga sahiptir (103).

a. Kisa Yama-Baz Kesip Cikarma Tamir Yolagl (SP-BER): Sadece tek bir
nikleotidin degistirildigi yolaktir. DNA polimeraz 3 gorev alir ki 5 sRPaz

aktivitesine sahiptir ve kirngin 5’ucundan bazsiz sekeri kaldirabilir (118).
SP-BER, baz ve seker hasarlarinin tamiri i¢cin major bir tamir yoludur (118).

b. Uzun Yama-Baz Kesip Cikarma Tamir Yolagl (LP-BER): Minér BER
yolagi olarak da bilinen uzun yama onarim yolagi, 2-13 nikleotidlik hasarlarin
onarildigi, tek zincir kiriklarinin tamirinde gorevli yolaktir (16). Kisa yama onarim
yolaginda gorev alan DNA glikozilaz, APE1, DNA polimeraz {8 gibi birgok enzim,
uzun yama yolag: ile ortak kullanilir (129). LP-BER’de ilk niikleotid DNA polimeraz
B tarafindan birlestirilirken digerleri DNA polimeraz & veya DNA polimeraz €
tarafindan birlestirilir. Baslangicta DNA polimeraz birka¢ nukleotid yardimiyla
3’ucu uzatir ve 5’deoksiribofosfat icerir (118). 5’deoksiribofosfati bir flap
oligonikleotidi olarak degistirerek bosluk tamir edilir. Bosluk DNA ligaz yardimi ile
kapatilmadan 6nce kalan oligonikleotid parcasi spesifik flap endonikleaz (FEN)
tarafindan uzaklastirihr (116, 130). LP-BER’de farkli olarak prolifere edici nukleer
antijen (proliferating nuclear antigen; PCNA) (124), replikasyon faktor C gibi
yardimci proteinlere de ihtiya¢ duyulur (121).

BER’de onarilmis olan DNA fragmentlerinin ligasyonu ile DNA hasarinin tamiri
tamamlanmis olur. SP-BER ve LP-BER’de farkli DNA ligazlar tanimlanmis olup
LIG1 LP-BER’de ve LIG3a ise SP-BER’de gorevlidir. LIG3a, XRCCL1 proteini ile
kompleks yapar ki DNA ucunun LIG3a tarafindan ligasyonunu aktive eder (Sekil
1.1) (118).
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Sekil 1.1 Baz Kesip-Cikarma Tamir (BER) Mekanizmasi (131)
2.3.2 Nukleotid Kesip CikarmaTamiri (NER)

NER tamir yolu, Xeroderma pigmentosum (XP)’un tanimlanmasindan sonra
1874 yilinda Moriz Kaposi tarafindan agiklanmistir (132). XP hastalari glines 1s1gina
son derece duyarli olup gunese maruz kalan bdlgelerin deri kanseri olma insidansi
1000 kat artmaktadir. Cogu XP hastasinda hem global genom NER (GG-NER) hem
de transkripsiyonla iliskili NER (TC-NER) defektiftir (132).

Memelilerde NER, UV 1s1g1 ve dider cevresel karsinojenlerden kaynaklanan

pirimidin dimerleri, fotolrinler ve blyik kimyasal eklentiler gibi biyuk lezyonlarin
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tamirinde gorev ahr (125, 133). UV isinlarinin neden oldugu dimerler DNA
konformasyonunu bozar ve DNA polimerazin aktivitesini engelleyerek replikasyonu
durdurur (102).

NER sigara kullanimi nedeni ile olusan buyik DNA lezyonlarinin da

kaldiriimasinda rol oynayan bir DNA tamir yoludur (134).

Karaciger kanserine neden olan asetilaminofluoren guanin ve yine akciger
kanserine neden oldugu bilinen benzo[a]piren guanin kaynakl hasarlarin tamir
edilmesinde de NER tamir yolu 6nemli bir goreve sahiptir (135). Benzo[a]piren
DNA’da guanin gruplarina baglanip G-C baginin arasina girerek DNA’nin helix
yapisinda bozulmalara neden olur. DNA’nin helix yapisindaki bozulmalar NER
tarafindan tamir edilmektedir (102).

BER mekanizmasinin yeterli olmadigi durumlarda da NER mekanizmasi hasarin
onarilmasi igin devreye girmektedir (135). NER tamir yolu DNA tamir sisteminde
anahtar bir role sahiptir 136). NER yolu, hasarli DNA’nin kesin lokalizasyonunu
tanimlamaya dayanir (137). Bu DNA tamir sistemindeki fonksiyon bozukluklari

kansere duyarliligr artirmaktadir (136).

NER, DNA hasarinin tanimlanmasi, hasarl bazin kesilip ¢ikarilmasi, ligasyon ve
yeniden sentezlenmeyi de icine alan yaklasik olarak 30 proteinden olusmustur (138).
NER, iki ayri mekanizmadan meydana gelmektedir (103, 139).

1. Global Genom-Nikleotid Kesip Cikarma Tamiri (GG-NER): DNA’da
genom boyunca transkribe olmayan inaktif bélgelerdeki hasarlarin tamirinde rol alir
(135).

Hasarin tanimlanmasi basamaginda XPA, RPA, XPC-HR23B ve XPE hasarli
DNA’ya ilk olarak baglanan proteinlerdir. Ancak bunlarin hicbiri hasari

tanimlayabilecek kadar yeterli spesifiteye sahip degildir (132).

XPC’nin HR23B ile kompleks olusturmasinin XPC proteinini stabilize ettigi ve
proteozomal degredasyondan korunmayi sagladi§i distntlmektedir. Biyokimyasal

calismalardan sonra goérilmastur ki XPC, DNA’daki lezyonun acilmasini saglar ve
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sonraki NER faktorlerinin bolgeye toplanmasini kolaylastirir. invitro calismalar
sayesinde ise farkl tiplerdeki DNA hasarlarina oncelikli olarak XPC-HR23B’nin
baglandigi ve heliks bozulmalarina karsi daha fazla affinite sagladigi gosterilmistir.
Ancak yine de XPC ile ilgili bilgiler yeterli degildir (132).

UV 1s1g1 altinda XPC proteininin UV-DDB (Ultra-violet-damaged DNA Binding
protein) alt birimi hasarin taninmasinda 6nemli roli bulunmaktadir. UV-DDB
ozellikle siklopirimidin dimerleri ve fotourunlerin taninmasinda 6nemlidir (140).
UV-DDB proteini (DDB1, pl127) ve (DBB2, p48, XPE) iki subiniteden
olusmaktadir (141). Bunlarin daha ufak DNA kirilmalarinin algilanmasinda rolii
olabilecegi dustinulmektedir. Bu kompleksin tguncl Uyesi centrin 2 proteini olup bu
proteinin NER reaksiyonlarini situmule ettigi gosterilmesine ragmen kesin roli hala

anlasilamamistir (132).

Kompleksin agiimasinda TFIIH proteini gorev almaktadir. TFIIH 10 subtnitelik
bir kompleks olup, ¢ekirdek bir subkompleks (XPB, XPD, p62, p52, p44, p34, p8) ve
cycling-aktivating kinaz subkompleksi (CAK: cdk7, cyclin H ve Matl)’ nden
olusmaktadir (142).

TFIIH, XPC-HR23B proteini ile etkilesim halindedir. Bu safhada DNA’nin
hasarli bolgesinin agik kalmasi XPC-HR23B tarafindan stabil hale getirilmis olur
(132).

NER’de gorev alan XPB proteini 3’5" ve XPD proteini ise 5’ - 3’ helikaz
aktivitelerine sahiptir (143). Bu sayede lezyonlu bolgelerin aciimasini saglarlar (144,
145).

XPG’nin hasarin 3’ucundan, XPF/ERCC1 proteininin 5’ucundan kesmesi ile
kesme islemi baslar. Cikarilan hasarli oligonikleotid, XPC-HR23B tarafindan
uzaklastirilir (146).

XPF/ERCC1 yapi-spesifik endonukleazdir. Lezyonun 5’ ucundan ayrilmasini
saglar (147). XPG ise NER’deki ikinci yapi-spesifik endonlkleazdir ve lezyonu 3’

ucundan keser.
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Tamir sentezi ve ligasyon icin PCNA, DNA polimeraz & ve DNA polimeraz ¢,
RPA ve DNA ligaz I’e ihtiya¢ duyulur (132). DNA polimeraz 6 ve DNA polimeraz €
replikatif polimerazlardir. Bunlar yiuksek hizda DNA’y1 replike edebilirler ve ¢ok
dusiik hata oranlari vardir. Bunlara ek olarak 3’ -5’ ekzonukleazlar, replikatif
polimerazlar ile iliskilidir. Araya giren her yanhs bazi uzaklastirma yetenegine
sahiptirler (148).

DNA ligaz I ile ligasyon gerceklesir (149, 150).

2. Transkripsiyonla iliskili-Nukleotid Kesip Cikarma Tamiri (TC-NER):
Belirgin olarak transkribe olan zincirdeki DNA lezyonlarini hedef alir (151).
Transkribe olan DNA transkribe olmayan DNA’ya gore daha hizhi tamir edilir. Bu

sekilde hlcrenin 6lima engellenmis olur (135).

TC-NER’de lezyonun tanimlanmasi disinda kalan basamaklar GG-NER ile
aynidir (150). Lezyonlu DNA’nin transkripsiyonu sirasinda RNA polimeraz I
lezyonda durur ve GG-NER’deki XPC-HR23B kompleksi yerine CBS (sistationin
beta sentaz) proteini gorev alir. Bu protein RNA polimeraz II’yi ubikitinleyerek
parcalanmasini saglar ve lezyonlu bolgeye TFIIH, XPA ve RPA proteinlerinin

ulasmasi saglanir. Diger basamaklar GG-NER ile aynidir (152, 153).
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2.4 DNA Tamir Genleri

DNA tamirinde gorev alan genler, genomik batinligun korunmasinda énemli rol
oynamaktadir. Bugiine kadar insanda 130’dan fazla DNA tamir geni tanimlanmis

olup (154) bu genlerden sadece yarisinin fonksiyonu bilinmektedir (33).

DNA tamir genleri iki grup altinda incelenmektedir. Bunlardan birincisi sinyal
iletimi ve tamirin duzenlenmesi ile iliskili olan genler, ikincisi ise baz ve nikleotid

cikarma ve hatali eslesme onarimi ile iliskili genlerdir (102).

Bu calismada PKOS olgularinda daha 6nce rapor edilen genomik kararsizlik
ile  DNA tamir genlerinin  polimorfizmi arasindaki iliskiyi — arastirmak
amaglandigindan ¢ok sayidaki DNA tamir geninden ¢alisma konumuzu olusturan
XRCC1 (Argl94Trp, Arg399GIn), APE1 (Aspl48Glu) ve XPD (Lys751GIn) gen

polimorfizmleri 6zetlenmistir.

24.1 XRCCl (X-Ray Cross Complementing Group 1) Geni ve

Polimorfizmleri

XRCC1 geni, 19. kromozomun 19g13.2 bélgesinde lokalize olup 17 ekzonu olan,
633 aminoasit uzunlugunda ve yaklasik 31.9 kb agirhgindadir (155). Enzimatik
aktivitesi tam olarak bilinmeyen XRCC1 geninde bir adet N-terminal DNA binding
ve iki adet de BRCT motifi bulunmaktadir (121, 156).

XRCCL1 ilk olarak, hem alkali ajanlara hem de iyonize radyasyona Kkarsi asiri
hassasiyet gosteren mutant Cin hamsterinin yumurtalik hicre serisinde yoklugunun

belirlenmesinin ardindan tanimlanmistir (121).

XRCC1, 20’den fazla Uyesi olan ‘X-ray repair cross complementing’ gen
ailesinin bir Gyesidir. Bu genin drlnleri, farkli mekanizmalar boyunca DNA
tamirinde gorev almaktadir. Ornegin XRCC2 ve XRCC3 cift zincir homolog
rekombinasyonda XRCC4-XRCC7 ise gift zincir kiriklarin tamirinde gorevli
nonhomolog u¢ birlestirme tamir (NHEJ) yolunda gorev alir. XRCC1 ise, BER

yoluyla tek zincir kiriklarinin tamirinde tanimlanmistir (157).
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XRCC1 baz eksizyon tamiri ve tek sarmal kiriklarinin tamirinden sorumlu bir
gendir (156, 158). XRCC1 iyonize radyasyondan sonra olusan dimerlerin ayriimasini
saglar (159). Bu gen Urinlnin hicrelerdeki eksikligi hidrojen peroksit, iyonize
radyasyon ve alkali ajanlara karsi asiri hassasiyete neden olup mutant hiicrelerde
spontan kromozomal aberasyonlarin ve delesyonlarin frekansini yukseltmektedir
(156).

XRCCZL’in tek zincir kiriklarinin tamirindeki roli birkag invitro model ile de
aciklanmistir.  Cin  hamsterlarinin - yumurtalik hiicrelerinde  XRCC1 proteini
eksikliginin, tek zincir kiriklarinin seviyesinde ve kardes kromatid degisimlerinde
artisa neden oldugu gosterilmistir (157). Hducrelerde XRCC1’in yoklugu,
mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen hicrelerde LIG3a seviyesinin

azalmasina neden oldugu da bildirilmistir (120).

XRCC1 ¢ift zincir kiriklarinin tamirine de katiimaktadir. 2004 yilinda Audebert
ve arkadaslann XRCC1/LIG3 kompleksinin c¢ift zincir kiriklarinin  tekrar
birlesmesinde gelisme sagladigini gostermislerdir (160). Ayrica Cin hamsterlarinin
yumurtalik hiicre serisinin EM9 hiicrelerinde olusan ¢ift zincir kiriklarinin (DSBs)

tamirinde, XRCC1 S371L mutantlarinin basarisiz oldugu gézlenmistir (159).

XRCC1 bir platform proteindir. DNA polimeraz (3, APE1, hOGG1, poly (ADP-
riboz) polimeraz ve DNA ligaz3a gibi BER’in bircok komponenti ile iliski halindedir
(161).

Dokularda XRCC1’in ekspresyonu hazirdir fakat degismez degildir. XRCC1
Ozellikle primatlarda, testis dokusunda, yumurtalik ve kardiyak dokularda oldukca
yuksek diizeyde ifade edilir. XRCC1’in ifadesi rodent dokusunda da benzer sekilde
duzenlenmektedir. Gonodal dokularda XRCC1’in ylksek ifadesi DNA tamiri igin
anahtar bir rol oynadigini distindirmektedir (157).

XRCC1 geninde 90 adet insan hicre serisi kullanilarak 27 adet gen varyasyonu
tespit edilmistir. Bunlardan t¢u 5’UTR’de, oniki tanesi insersiyon/delesyon, dort

tanesi sinonim SNP ve sekiz tanesi ise nonsinonim SNP’dir (156).



25

Son zamanlarda Cin populasyonunda XRCC1 geninde 5’UTR (5’-untranslated
bolge), -77 T - C lokalize olan baska bir varyant daha tanimlanmistir. Daha sonra bu

polimorfizmin Kafkas toplumunda yiiksek frekansta oldugu dogrulanmistir (162).

Nickerson laboratuarlari tarafindan da bes adet nonsinonim SNP tanimlanmistir.
Bunlar epidemiyolojik arastirmalarda %5’den daha duslk prevalansa sahiptir ve
cahisiimamistir. Bunlardan biri P161L, digeri Y576S’tir (156).

XRCC1 geninde bulunan tek nikleotid polimorfizmi 60°dan fazladir (157).
Butln tek nikleotid polimorfizmleri, XRCC1 geninin fonksiyonunda degisimlere ve
DNA tamir kapasitesinde bozulmalara sebep olmaktadir. 1998’de Shen ve
arkadaslarit XRCC1 geninde ¢ polimorfizm tanimlamislardir (162). Bunlar ekzon
6’da kodon 194, ekzon 9’da kodon 280 ve ekzon 10’da kodon 399°dur (156).
Populasyondaki yiiksek sikliklarindan dolayr kodon 194 ve kodon 399 kanser
epidemiyolojisi arastirmalarinda en ¢ok ¢alisilan varyantlardir (157).

XRCCZL’in Argl94Trp polimorfizmi XRCC1’in siklikla ¢alisilan SNP’lerinden
biridir. Bu SNP, XRCCL1 proteininin hidrofobik bdlgesinde meydana gelmektedir.
NLS domaininde olup ve diger domainlerle yakinli§i nedeni ile DNA polimeraz 3 ve
APEL1 ile interaktif bir iliski icerisindedir (163). Bu nedenle XRCC1 defektleri,
protein konformasyonunu bozarak DNA tamir fonksiyonlarini ve kanser duyarlihgini
degistirebilmektedir (164). XRCC1 Argl94Trp polimorfizminin kanser ile iliskisini
arastirmaya yonelik bircok calisma rapor edilmistir (156, 165, 166, 167).

Arg399GIn, XRCC1’in en yaygin SNP’sidir (162). Bu bélge XRCC1’in PARP
(Poly-ADP-Riboz Polimeraz) molekili ile birlikte kompleks meydana getirdigi
bolge olmasindan o6tird ¢ok Onemli polimorfik bir bélgedir (168). Taylor ve
arkadaslari, tek zincir kiriklarinin etkili tamiri igin kritik bir éneme sahip oldugunu
vurgulamislardir (162). XRCC1 Arg399GIn bakimindan, mutant hicrelerin iyonize
radyasyon, UV, hidrojen peroksit ve mitomisinC duyarlihginin arttigi bilinmektedir
(164).

XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizminin farkli kanser tirlerinde farkli iliskiler

gosterdigi rapor edilmistir. Ornegin nonmelanoma deri kanseri, 6zofagus ve mesane
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kanserleri igin risk azalmistir. Fakat akciger ve mide kanserleri icin risk artmistir
(156). Arg399GIn polimorfizminin Gln varyant allelinin koroner arter hastaligi ile
iliskisi arastirilmis ancak herhangi bir iliski saptanamamistir. Ancak MN frekansi
koroner arter hastalarinda kontrollere oranla daha yiiksek olarak belirlenmis fakat
hastaligin siddeti ile iliskili bulunamamistir (169). SCE frekansi Gln varyant alleli
varhiginda sigara icenlerde icmeyenlere gore artmistir (170). Benzene maruz kalan
iscilerde de kodon 399 Arg/GIn ve GIn/GlIn genotiplerine sahip olanlarda kromozom

aberasyonlarinin frekansinin attigi da veriler arasindadir (171).
2.4.2 APE1 (APE Endonukleaz) Geni ve Polimorfizmleri

Apurinik/Apirimidinik (AP) endonukleazlar BER’de AP bdlgesinin islenmesi ve

taninmasinda 6nemli enzimlerdir (124).

APE Endoniikleaz (APE1) geni, 14g11.2-12 kromozom bdélgesinde olup 4 intron
ve 5 ekzondan olusur (124). 35 kDa agirliginda 318 amino asitlik bir protein kodlar
(121) ve multifonksiyonel bir protein olup nukleusta (119, 121) bazi hicre tiplerinde

ise mitokondri ve sitoplazmada lokalizedir (121, 172).

DNA’dan DNA glikozilazlar aracithgi ile hasarli bazlarin kaldiriimasi
apurinik/apirimidinik (AP) bolgenin sekillenmesine neden olur (16). Bir AP
endonukleaz BER’de kritik bir éneme sahiptir (121). APE1 cok fonksiyonlu bir
protein olup sadece AP bdlgelerin tamirinden sorumlu degildir. Ayni zamanda
transkripsiyon faktorlerinin korunmasinda oksidasyon-rediksiyon (redoks) faktor(
olarak da fonksiyon gormektedir (119, 121). Bununla birlikte hiicresel apoptozis ile

yakin baglantili oldugu gosterilmistir (121).

Memeliler ayni zamanda APE2 proteinine de sahiptir. Fakat bu protein nispeten
daha zayif AP bolge-spesifiktir (173).

Apurinik/aprimidinik bolgeler mutajenik olup hucrenin  6limiine neden
olabilirler (174). Farelerde homozigot APE (APEX) delesyonunun, embriyonik
6lime sebep oldugu gosterilmistir. APEX -/+ heterozigot farelerin ise oksidatif

strese karsl asir duyarli oldugu saptanmistir (124). Endojen reaktif oksijen tirleri,
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beyin hicreleri gibi her bir memeli hicresinde her gin yaklasik olarak 50.000 ile
200.000 arasinda AP bdlgelerinin olusmasina neden olabilmektedir (174).

APE1’de ilk rapor edilen missens mutasyonlar LuelO4rg, Glul26Asp,
Asp283Gly, Gly306Ala ve  Aspl48Glu’dur.  Gunumiuzde  Aspl48Glu
substitlisyonunun polimorfik bir varyant oldugu belirtilmistir (16). Aspl148Glu
APELl’in en siklikla cahsilan varyantlarindan biri olup birgok hastalik ile
iliskilendirilmistir. Mesane, kolorektal, meme, pankreas, bas ve boyun, I6semi, tiroid

gibi bircok kanser turd ile iliskilendirilmistir (175).

Cin’de yapilan bir vaka-kontrol calismasinda APE1 Asp148Glu polimorfizmi ile
akciger kanserinin gelisimi arasinda 6nemli bir iliski belirlemiglerdir. Deng ve
arkadaslar1 sigara icenler ile icmeyenler arasinda yaptiklari bir vaka kontrol
calismasinda sigara i¢cmeyenlerde APE1l Aspl48Glu polimorfizminin akciger
kanserinin gelisiminde koruyucu bir rol oynadigini bildirmislerdir (176). Tim bu
verilerle birlikte Asp148Glu Asp/Glu polimorfizminin kanser gelisimi igin dustk

penetrans etki gosterdigi de bir meta analiz ¢alismasi ile rapor edilmistir (177).

Kanserin disinda APEL ifadesinin Amiyotrofik Lateral Skleroz-Motor Néron
Hastaligi (ALS) ve sporadik ALS hastalarinda azaldigi da gosterilmistir (178).

Bu polimorfizmlerden baska 20 endometrial tumor incelenmis ve tlimorlerin
Uclinde somatik bir mutasyon bulunmustur. Bunlardan ikisi proteinin aminoasit
bilesiminde degisiklik ile (Proll2Leu ve Arg237Cys) digeri ise prematir stop

kodonu ile sonuglanmistir (16).
2.4.3 XPD (Xeroderma Pigmentosum Group D) Geni ve Polimorfizmleri

19. kromozomun g kolunun 13.3 bolgesine lokalize olan XPD geni ayni zamanda
ERCC2 (Excision Repair Cross-Complementing Rodent Repair Deficiency, Group2)
olarak da adlandirilmaktadir (134). XPD geni 23 ekzondan olusmustur ve
transkripsiyon drind 761 amino asitten meydana gelen bir protein olup 86.9 kDa
molekiler agirhigindadir (28).
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XPD, ATP bagimh 5 -3 DNA helikaz aktivitesine sahiptir. NER
mekanizmasinin isleyisi sirasinda DNA ¢ift zincirinin agilmasi isleminde rol aldig
dustnilmektedir (28).

insanda XPD genindeki nokta mutasyonlari (xeroderma pigmentosum,
trikothiodistrophy ve cockayne sendromu) yaslanma, bazi mental ve blylme
gerilikleri, kansere yatkinlik gibi yiuksek mutasyon frekansi olan yiksek UV-isigina
duyarhhkla karakterize DNA tamir eksikligi hastaliklarina neden olmaktadir (179).
Bu mutasyonlarin ¢cogu proteinin C-terminalinde lokalizedir (134). XPD geninde
yaklasik olarak 100 mutasyon tanimlanmistir (28). Nokta mutasyonlarinin bir kismi
hastaliklarin sebebidir ve bu mutasyonlar hastalarda homozigot olarak saptanmistir
(28, 134).

XPD geninde 8 kodon tek nikleotid polimorfizmi (4 sinonim ve 4 amino asit
substitusyonu) ve 138 intronik National Center for Biotechnology Information’s SNP
database tanimlanmistir (180, 181).

En sik gorilen mutasyonlar kodon 156, 312, 711 ve 751 olup allel frekanslari
%25’den buyuktir (134). Dort polimorfizm amino asit degisimiyle sonuclanir (28).
Ozellikle G’nin A’ya substitiisyonu ile olusan kodon 312 (Asp312Asn)’de aspartik
asit asparajin, A’nin C’ye substittisyonu sonucu olusan kodon 751 (Lys751GIn)’de
lizin gutamin (182), kodon 199°da izolosin metionin, kodon 201’de histidin tirozin
amino asit degisimleri (28) az veya ¢ok olmak zere proteinin etki mekanizmasinda
degisikliklere yol acarak tamir sisteminde bozulmalara ve karsinogenezise yol
acabilmektedir (183). Kodon 199 ve kodon 201 polimorfizmleri daha nadir olup
allel frekansi yaklasik olarak %4’tur (28).

XPD varyantlarinin fonksiyonel énemini anlamak icgin yapilan calismalar,
kromozom aberasyonlarini, p53 mutasyonlarinin, DNA tamir kapasitesindeki

degisiklikler ve DNA eklentilerinin sekillerini kapsayan ¢alismalardir (181).

XPD Lys751GIn, XPD genindeki en yaygin SNP olup en siklikla c¢ahsilan
SNP’lerin basinda gelmektedir. Allelik frekansi farkli etnik gruplarda %9’dan
%37’ye kadar cikmaktadir. Literatlirde biyolojik test 6lctimleri kullanilarak yapilan
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bazi calismalarda DNA tamir kapasitesi ve XPD varyantlari arasinda anlamli bir
iliski oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismalardan denek sayisi en az olan meme kanseri
tanisi almis 31 kadin, kodon 751 XPD Lys/Lys genotipi acisindan degerlendirilmis
ve X sint kaynakli DNA hasarinin tamirinin azaldigi yoénunde saptamalar
yapiimistir. Bireylerde bir veya iki GIn alleli ile homozigot wild tip alleli icin

kromozom aberasyonlari daha yiiksek seviyelerde bulunmustur (28).

XPD Lys751GIn polimorfizminin koroner arter hastaligi ile iliskisi arastiriimis
ancak herhangi bir iliski saptanamamakla birlikte MN frekansi koroner arter
hastalarinda kontrollere oranla daha ytiksek olarak belirlenmis fakat hastaligin siddeti
ile iligkili bulunamamistir (169). Farkli XPD allelllerinin kromozomal aberasyonlar
(184), SCE frekansi, DNA katihm drtnleri ile iliskili oldugu DNA tamir kapasitesini
azalttigi tespit edilen veriler arasindadir. XPD 751GIn allelinin bas ve boyun,

melanoma ve akciger kanseri riskini artirdigi rapor edilmistir (169).
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3. GEREC VE YONTEM

PKOS ve kontrol gruplarinda XRCC1 (Argl94Trp ve Arg399Gin), APEl
(Aspl148Glu), ve XPD (Lys751GIn) polimorfizmini arastirmak amaci ile
calismamizda kullandigimiz arag-gerecler, sarf malzemeler ve uyguladigimiz

yontemler sirasi ile asagida belirtilmistir.
3.1 Orneklerin Segimi
Hasta Grubunu Olusturan Bireylerin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Kadin Hastaliklari ve Dogdum
Poliklinigi’ne basvuran ve 2003 Rotterdam kriterlerine gére PKOS tanisi almis 18-40
yaslari arasinda olan ve son alti ay icerisinde hirsutizm veya herhangi bir hormon
veya steroid tedavisi almamis baska hastaligi bulunmayan PKOS’lu 114 kadindan

menstrual periyodun 3.glniinde EDTA’lI tiplere kan érnekleri alinmistir.

Hasta grubunu olusturan kadinlar, gonulli bilgilendirme formunu okuyup
arastirmaya katilmayi kabul ettiklerine dair imzalari alindiktan sonra ¢alismaya dahil

edilmislerdir.
Kontrol Grubunu Olusturan Bireylerin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Poliklinigi’ne bagvuran ve 18-40 yaslarl arasinda olan ve son ¢ ay icerisinde
herhangi bir tedavi almamis saglikh 91 kadindan, menstrual periyodun 3. glninde

EDTA’ tlplere kan 6rnekleri alinmistir.

Kontrol grubunu olusturan kadinlar, goénulli bilgilendirme formunu okuyup
arastirmaya katilmayi kabul ettiklerine dair imzalari alindiktan sonra arastirmaya
dahil edilmislerdir.

Bu calismanin protokolii inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan

onaylanmuistir. Etik kurul onayi ekler bolimindedir.
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3.2 Alet ve Cihazlar

1. Isi blogu (Wealtec)

2. Mikro santrifuj (Hettich Mikro 20)

3.Derin dondurucu (-20°C) (Regal)

4. Vorteks (Nuve, NM 110)

5. Otomatik pipet (20, 100, 200, 1000 pl) (Eppendorf)
6. Real-time PZR cihazi (Roche, LightCycler 2.0)

3.3 Sarf Malzemeler

1. DNA izolasyon kiti (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche

Diagnostic, Mannheim, Germany)

2. LC™ FastStart DNA Master HybProbe kit (Roche Diagnostics Mannheim,
Germany),

2. LightSNiP XRCC1 (Argl94Trp) (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany)

3. LightSNiP XRCC1 (Arg399GlIn) (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany)

4. LightSNIP APE1 (Asp148Glu) (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany)

5. LightSNiP XPD/ERCC2 (Lys751GIn) (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany)

3.4 YOontemler
3.4.1 Biyokimyasal incelemeler

LH, FSH, achk insilin miktari, total testeosteron, DHEA-S, estradiol seviyesi,
SHBG dizeyi Immulite 2000, aclik glukoz duzeyleri ise Architect cihazi ile
belirlenmistir. Adi gecen biyokimyasal parametreler, indni Universitesi Tip
Fakiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi Kadin Dogum Hastaliklari ve Dogum AD
tarafindan istem yapilan testler olup hastanemiz merkez laboratuvarinda galisiimistir.

Hasta ve kontrol gruplarinda HOMA-IR degerleri, aclik serum insilin degeri
(nIU/mL)xaclik glukoz (mg/dL)/405 olarak hesaplanmistir (67).
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Hasta ve kontrol gruplarinin vicut kitle indeksi degerlendirilmesi, viicut kitlesi
(kg) / boy? (m?) olarak yapilmistir (23).

3.4.2 Polimorfizmlerin Belirlenmesi

Bu calismada hasta ve kontrol grubunu olusturan tim bireylerden 2 ml periferik

kan EDTA’l tiiplere alinarak asagidaki calismalar yapiimistir.
3.4.2.1 Periferik Kandan DNA izolasyonu

Periferik Kandan DNA izolasyonu icin “High Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche Diagnostics Mannheim, Germany)” kullaniimistir. Kit icerisinde
parcalama tamponu (Lizis Buffer), baglama tamponu (Binding Buffer), proteinaz K
cozeltisi (Liyofilize durumda olan proteinaz K, 4.5 ml distile su eklenerek ¢ozilir.
Elde edilen solusyon -15/-25°C’de saklanir.), inhibitor yok edici tampon (Inhibitor
Removal Buffer) (Bu tampon, kendi sisesinde mevcut olan tampona, 20 ml saf etanol
eklenip hafice karistirilarak hazirlanir), yikama tamponu (Wash Buffer) (Bu tampon
sisesinde mevcut olan tampona 80 ml saf etanol eklenip hafifce karistirilarak

hazirlanir) ve eliisyon tamponu (Elution Buffer) bulunmaktadir.

DNA izolasyonu icin dncelikle kuru 1si blogu, 70°C’a getirilir. Ependorf tiipiine
yeterli miktada (bir 6rnek icin 200 pl) eliisyon tamponu konulur ve 70°C’da kuru 1si

bloguna daha sonrasinda kullanilmak tizere yerlestirilir.
Sirasi ile asagidaki islemler yapilir:

1. Ekstraksiyon vyapilacak numune sayisi kadar 1.5 ml’lik ependorf tip
hazirlanip numaralandirilir.

2. EDTA’h tiplerde bulunan kan drneklerinin her birinden ayri ayri olmak
uzere 200 pl alinir ve numaralandirilmis olan ependorf tuplere dagitilir.

3. Ayni ependorf tuplere 200 pl parcalama tamponu, 200 ul baglama tamponu
ve 40 pl proteinaz K ilave edilir.

4. Vorteks yapilir ve kuru isi blogunda 70°C’de 10 dakika inkibe edilir.
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5. inkiibasyon sonrasi ependorf tiiplerin kapaklari agilarak 100 pl 2-proponol
(saf) ilave edilir.

6. Vorteks yapilir ve ependorf tipteki tim miktar daha dnceden toplama tipi

icerisine yerlestirilen ve numaralandirilan kolonlara eklenir.

7. 1 dakika 10000 rpm’de santriflj edilir. Santrifuj sonrasinda kolonun altindaki
kolleksiyon tlpu atilir ve yeni kolleksiyon tip takilir.

8. 500 pl inhibitér removal tamponu tiplerin kapaklari acgilarak ilave edilir.

9. 1 dakika 10000 rpm’de santriflij edilir. Santrifij sonrasi kolonun altindaki

kolleksiyon tlpu atilir ve kolon yeni kolleksiyon tliplne takilir.
10. Kolona 500 ul yikama tamponu ilave edilir.

11. 1 dakika 10000 rpm’de santrifuj edilir. Santrifj sonrasi kolonun altindaki

kolleksiyon tlip atilir ve yeni kolleksiyon tip takilr.
12. Kolona 500 pl yikama tamponu eklenir.

13. 1 dakika 10000 rpm’de santrifj edilir. Santrifiij sonrasi kolonun altindaki

kolleksiyon tlipl atilir ve kolon yeni kolleksiyon tuptne yerlestirilir.

14. 1 dakika 13000 rpm’de santrifuj edilir. Santriflij sonrasi kolonun altindaki

kolleksiyon tlpu atilir ve kolon 1.5 ml’lik steril ependorf tiiplere yerlestirilir.

15. Daha 6ncesinde kuru 1si blogunda 70°C’da bekleyen elusyon tamponundan
200 pl ilave edilir.

16. 1 dakika 10000 rpm’de santrifuj edilir. Santrifj sonrasi ependorf icindeki
kolon atilir. Tupin kapigi kapatilir, izole DNA kullanilmak (zere -15/-25°C’de
saklanir.

3.4.2.2 Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonunda temel mekanizma, nikleik asit

amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresan sinyalinin 6lctlerek kisa
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stirede sonuclarin elde edilmesidir. Ticari olarak gelistirilmis birkag tipi mevcuttur.
Bu ¢calismada LightCycler 2.0 sistemi kullantimistir.

Bu yéntemde genotipler "erime egrisi analizi™ ile belirlenmektedir. Erime egrisi
analizinin amaci hedef DNAnin erime sicakligini (Tm) belirlemek ve Grlnleri erime
sicakhklarina dayanarak analiz edebilmektir. Bunun igin, PZR’de DNA
amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra, sicaklik yavas bir sekilde yukseltilerek
her bir 6rnek icin erime egrisi olusturulmustur. Sicaklik yikselmesi sirasinda normal
dizi ile polimorfizm iceren dizinin ayirimi gerceklesmektedir. Erime sicakhgi
dizinin uzunluguna, baz sirasina ve G-C igerigine bagl olarak degisiklikler
gostermektedir. Floresan/sicaklik negatif tlrevinin sicakliga gore cizilmesiyle erime

egrileri, erime piklerine donustaraldr.

Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Kosullari:

Polimorfizmlerin belirlenmesi icin ilgili gen bdlgesi bir ¢ift primer ve floresan-
isaretli prob kullanilarak cogaltildi. Bu asamada LightSNiP assay (T1B-MolBiol,
Berlin, Germany) ve “LC™ LightCycler FastStart DNA Master HybProbe Kit”
kullanilarak LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) cihazinda
erime egrisi analizine gore yapildi. Reaksiyon karisimi, bir hasta i¢in 20 pl hacimde
5 ul genomik DNA, 2 pl LC™ FastStart DNA Master miks, 1 pl reagent mix, 1.2 pl
MgCl, (25 mM) ve 10.8 ul H,O olmak (izere hasta sayisina uygun olarak hazirlandi

ve cam kapiler tlplere dagitildi. Kapiler tipler kapatilarak cihaza yerlestirildi.

Cihazin PZR programi; 95°C’de 10 dk’hk baslangi¢c denatlirasyonunun
ardindan; 95°C” de 10 saniye denatiirasyon, 60°C’de 10 saniye baglanma ve 72 °C’de
15 sn uzamay! iceren 45 dongu olarak ve erime egrisi analizi igin, 95°C” de 20 sn
denaturasyonu takiben 1s1 degisim orani 20°C/sn olacak sekilde 40°C’ye kadar
sogutma, sonra 1si degisim orani 0.2°C/sn olacak sekilde 85°C’ye kadar tekrar 1sitma

son olarak tekrar 40°C’de 30 sn son sogutma olacak sekilde ayarlandi (Tablo 3.1).

Her mutasyon igin olgularin genotiplendirilmeleri, ¢alisma sonrasinda olusan
erime derecelerine (melting temperature, Tm) gére belirlenmis olup her bir 6rnege ait
640 nm dalga boyunda olcllen floresanin negatif tdrevini sicakliga gore

degerlendiren ve amplikona 06zgln erime derecesini (Tm) gosteren grafik elde
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edilmistir. Calisma kapsamimizda bulunan her bir gene ait polimorfizmler yabanil ve
mutant genotiplerde beklenen erime sicakhgina gore degerlendirilerek hasta ve

kontrol gruplarimizi olusturan tiim bireylerin genotipleri belirlenmistir.

Tablo 3.1. LightCycler 2.0 Termal Déngu Protokolii

Program Denaturasyon Cycling Erime Sogutma
Analysis Modu None Olgme (Quantification) Erime Egrisi

Dongu Sayisi 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef Sicaklik (°C) 95 95 60 72 95 40 85 40
inkubasyon stiresi 00:10:00 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Hh:mm:ss

Sicaklik Gegis Orani (°C/s) 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 0.2 20.0
Okuma modu Yok Yok Single Yok Yok Yok Surekli Yok

3.4.3 istatistiksel Analiz

Tum veriler Statistical Package for Social Science Software” (SPSS, Inc, IL,
USA) paket programina girilerek kodlanmis olup nicel veriler ortanca (min-max) ile
nitel veriler sayr ve yiizde olarak belirtilmistir. Degiskenlere iliskin nicel veriler
Shapiro Wilk normallik testi ile analiz edilmistir. Gruplar arasinda XRCC1
(Argl94Trp), XRCC1 (Arg399GIn), APE1 (Aspl48Glu) ve XPD (Lys751GIn) gen
polimorfizmlerinin allel ve genotip dagilimlari agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark olup olmadigini belirleyebilmek icin ‘Pearson ki-kare’ ve ‘Fisher’in kesin ki-
kare’ analizi ve Odds Ratio (OR) kullaniimistir. Nicel verilere iliskin iki ve daha
fazla gruplarin karsilastirilmasinda unpaired t-test, Mann-Whitney U ve Kruskal
Wallis testi kullaniimistir. P< 0.05 istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarinda, XRCC1 (Arg194Trp), XRCC1 (Arg399GIn), APE1
(Aspl148Glu) ve XPD (Lys751GIn) gen polimorfizmlerinin her biri igcin populasyon
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denge kontroli yapilarak genotip dagilimlarinin Hardy-Weinberg esitligine uygun
oldugu tespit edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calisma In6nii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Poliklinigi’ne basvurarak PKOS tanisi almis 114 hasta ve 91 saglikh
kadindan alinan kan ornekleri kullanilarak yapilmistir. Yas araligi 18-40 arasinda
degisen bireylerden olusan kontrol ve hasta gruplarimizda oncelikle klinik ve
laboratuar bulgular degerlendirilmis ve devaminda da XRCC1 (Argl94Trp ve
Arg399GIn), APE1 (Asp148Glu) ve XPD (Lys751GIn) polimorfizmleri bakimindan

genotipler belirlenerek gruplar arasi farkhiliklar arastiriimistir.
4.1 Klinik ve Biyokimyasal Bulgular

Calismamiza dahil edilen PKOS olgularinin klinik ve laboratuvar bulgulari,
Inéni Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim
Dali tarafindan degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeden elde edilen klinik bulgular
ve biyokimyasal sonuclar kontrol grubu ile birlikte Tablo 4.1°de g0sterilmistir.
Benzer vyaslarda bireylerden olusan PKOS’lu hasta ve kontrol grubu
karsilastirildiginda olgularin LH, estradiol, DHEA-S, aclik insulin, aclik glukoz ve
HOMA-IR degerleri PKOS’lu kadinlarda istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek
oldugu belirlenmistir. FSH ve SHBG degerleri ise PKOS’lu kadinlarda kontrol
grubuna gore daha diisiik olarak saptanmistir. VKI, yas ve testeosteron agisindan
degerlendirme yapildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmemistir
(Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. PKOS’lu hasta ve kontrol gruplarinin klinik bulgular ve

biyokimyasal sonuclari

Parametre

VKi (kg/m?

Yas (yil)

LH (mIU/mL)

FSH (mIU/mL)
Estradiol (pg/mL)
DHEA-S (ug/dL)
SHBG (nmol/mL)
Aclik insulin (uIU/mL)
Aclik Glukoz (mg/dL)
HOMA-IR Index

Testeosteron (ng/dL)

Grup

Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta
Kontrol
Hasta

Median

23,43
25,84
31,51
30,09
5,80
11,15
5,30
3,81
55,00
88,50
134,00
205,00
79,00
26,75
17,00
28,00
96,00
115,00
3,98
7,83
46,60
46,10

Min

20,18
20,12
18

18
1,60
3,90
2,60
1,20
12,00
46,00
39,00
48,00
10,00
10,20
4,00
11,90
49,00
78,00
,89
3,42
20,00
20,30

Max

31,12
34,82
40

40
14,40
19,40
16,00
12,70
116,00
252,00
467,00
585,00
143,00
86,10
34,00
42,60
128,00
141,00
10,11
13,33
111,00
120,40

P degeri

0.17

0,11
0.0001
0.0001
0.0001
0.0001
0.0001
0.0001
0.0001
0.0001

0.27

VKIi:Vicut Kitle indeksi, LH: Liteinizan Hormon, FSH: Folikil Stimile Edici
Hormon, DHEA-S: Dehidroepiandrosteron-Sulfat, SHBG: Sex Hormonu Baglayan
Globulin, HOMA-IR: Homeostazis Modeli -insulin Direnci

4.2. PKOS ve Kontrol Gruplarinda Polimorfizm Bulgulari

4.2.1 XRCC1 Argl94Trp (rs 1799782) Polimorfizminin Analizi

Bu polimorfizmde 26304. nukleotid olan C (Sitozin), T (Timin) ile yer

degistirmektedir. Bu degisim ise polipeptid dizinde 194. aminoasit olan arjininin

(Arg)'nin triptofan (Trp)'a degismesi ile sonuglanmaktadir.
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Gercek zamanli PZR sonucunda elde ettigimiz erime egrilerinin analizinde
ortalama olarak 54.7°C’ de gbzlenen erime egrisinin varligi Arg/Arg (homozigot
normal) genotipi, 61°C’ de go6zlenen erime egrisinin varhigr Trp/Trp (homozigot
mutant) genotip ve hem 54.7°C’ de ve hem de 61°C’ de g6zlenen erime egrisinin
varhgr ise Arg/Trp (heterozigot) genotip olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.1)
(LightSNIP assay T1B-MolBiol, Berlin, Germany).

Malting Paaks

15 50 55 &0 85 7C 75 20
Temperature (°C)
Sekil 4.1. XRCC1 Argl94Trp’in erime egrisi analizi. Erime noktasi (Tr), Arg
alleli icin 54.7°C ve Trp alleli icin de 61°C dir. Grafikte gosterilen erime egrilerinden
siyah renk, homozigot normal genotipli; mor renk, homozigot mutant genotipli ve

yesil renk ise heterozigot genotipli bireye aittir.

XRCC1 Argl94Trp polimorfizmi bakimindan PKOS ve kontrol gruplarindaki
tim bireylerin genotipleri Sekil 4.1°de tanimlandigi sekilde belirlenmistir. Elde
edilen bu sonuclar ile her grupta XRCC1 Arg194Trp polimorfizmi igin genotip ve
allel dagilimlari hesaplanmis ve Tablo 4.2°de verilmistir. Buna gbre kontrol
grubunda Arg/Arg genotipinde 78 (%85.79) ve Arg/Trp genotipinde 13 (%14.29)
birey saptanirken Trp/Trp genotipinde bireye rastlanmamistir. Hasta grubunda ise
Arg/Arg genotipinde 99 (%86.84), Arg/Trp genotipinde 14 (%12.28) ve Trp/Trp
genotipinden ise yalnizca 1 birey (%0.88) belirlenmistir. Genotip frekanslari
bakimindan elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar



40

arasindaki farkin anlamli olmadigi saptanmistir (P>0.05). Mutant allel olan Trp’i
heterozigot veya homozigot (Arg/Trp veya Trp/Trp) olarak tasiyan bireylerin sayisi
kontrol grubunda 13 (%7.14) ve hasta grubunda 15 (%7.02) olarak hesaplanmis olup
istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigi
belirlenmistir (P>0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. PKOS ve kontrol gruplarinda XRCC1 Argl94Trp polimorfizmi
bakimindan genotip ve allel frekanslarinin dagilimi

Kontrol Hasta

N (%) N (%) X2 P OR
Genotipler
Arg/Arg 78 (85.71) 99 (86.84)
Arg/Trp 13 (14.29) 14 (12.28) 0.16 0.69 1.18(0.49-2.25)
Trp/Trp 0 1 (0.88) 0.17 1.0 0.0 (0-22.42)

Arg/Trp, Trp/Trp 13 (7.14) 15 (7.02) 0.05 0.81 1.10(4.6-2.62)

Alleller
Arg 169 (92.85) 212 (92.98)
Trp 13 (7.15) 16 (7.02) 0.0 0.96

*Fisher’in kesin ki-kare analizi, Pearson ki-kare analizi

PKOS ve kontrol gruplarinda elde edilen bulgular, allel dagihmlari bakimindan
da degerlendirilmis olup sonuclar Tablo 4.2’de verilmistir. Buna gdre kontrol
grubunda Arg allel sayisi 169 olup bu allelin frekansi %92.85 olarak ve Trp allel
sayisi 13 olup allel frekansi %7.15 olarak hesaplanmistir. Hasta grubunda ise XRCC1
geninin Arg allel sayisi 212 olup allel frekansi %92.98, Trp allel sayisi 16 olup allel
frekansi %7.02 olarak belirlenmistir. Allel sikligi bakimindan elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin énemli olmadigi
belirlenmistir (P>0.05).



41

4.2.2 XRCC1 Arg399GIn (rs25487) Polimorfizminin Analizi

Bu polimorfizmde, 28152. nikleotid olan G (Guanin), A (Adenin) ile yer
degistirmektedir. Bu degisim ise polipeptid dizinde 399. aminoasit olan arjininin

(Arg)'nin glutamin (GlIn)’e degismesine neden olmaktadir.

Gercek zamanli PZR sonucunda elde ettigimiz erime egrilerinin analizinde
ortalama olarak 59.5°C’ de go6zlenen erime egrisinin varhgi Arg/Arg (homozigot
normal), genotip 65.3°C’ de gtzlenen erime egrisinin varhgr GIn/GIn bakimindan
(homozigot mutant) genotip ve hem 59.5°C’ de ve hem de 65.3°C’ de g0zlenen erime
egrisinin varligi ise Arg/GIn (heterozigot) genotip olarak degerlendirilmistir (Sekil
4.2) (LightSNIP assay TIB-MolBiol, Berlin, Germany).
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Sekil 4.2. XRCC1 Arg399GIn’un erime egrisi analizi. Erime noktasi (Tm), Arg
alleli igin 59.5 °C ve GIn alleli igin de 65.3°C dir. Grafikte gosterilen erime
egrilerinden mavi renk, homozigot normal genotipli; yesil renk, homozigot mutant

genotipli ve mor renk ise heterozigot genotipli bireye aittir.

XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi bakimindan PKOS ve kontrol gruplarindaki
tim birelerin genotipleri Sekil 4.2°de tanimlandigi sekilde belirlenmistir. Elde edilen
bu sonuclar ile her grupta XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi igin genotip ve allel

dagihmlari hesaplanmis ve Tablo 4.3’de verilmistir.



42

Buna gore kontrol grubunda Arg/Arg genotipinde 36 (%39.56) ve Arg/Gln
genotipinde 43 (%47.25) birey saptanirken GIn/GIn genotipinde ise 12 (%13.19)
bireye rastlanmistir. Hasta grubunda ise Arg/Arg 53 (%46.49), genotipinde, Arg/GlIn
genotipinde 47 (%41.23) ve GIn/GIn genotipinden ise 14 (%12.28) birey
belirlenmistir. Genotip frekanslari bakimindan elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigi saptanmistir
(P>0.05). Mutant allel olan GIn’1 heterozigot veya homozigot (Arg/GIn veya
GIn/GIn) olarak tastyan bireylerin sayisi kontrol grubunda 67 (%36.81) ve hasta
grubunda 75 (%32.90) olarak hesaplanmis olup istatistiksel  olarak
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigi belirlenmistir
(P>0.05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. PKOS ve kontrol gruplarinda XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi

bakimindan genotip ve allel frekanslarinin dagilimi

Kontrol Hasta

N (%) N (%) X2 P OR
Genotipler
Arg/Arg 36 (39.56) 53 (46,49)
Arg/GlIn 43 (47.25) 47 (41.23) 0.97 032 1.35 (0.71-2.54)
GIn/GIn 12 (13.19) 14 (12.28) 0.27 0.60 1.26 (0,48-3.32)

Arg/Gln, GIn/GIn 67 (36.81) 75 (32.90) 0.02 0.88 1.04 (0.59-1.84)

Alleller
Arg 115 (63.19) 153 (67.10)
GIn 67 (36.81) 75(32.90 0.69 0.40

Pearson ki-kare analizi

PKOS ve kontrol gruplarinda elde edilen bulgular, allel dagilimlari bakimindan

da degerlendirilmis olup sonuclar Tablo 4.3’de verilmistir. Buna goére kontrol
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grubunda Arg allel sayisi 115 olup bu allelin frekansi %63.19 olarak ve Gin allel
sayisi 67 olup allel frekansi %36.81 olarak hesaplanmistir. Hasta grubunda ise
XRCC1 geninin Arg allel sayisi 153 olup allel frekansi %67.10, GIn allel sayisi 75
olup allel frekansi 9%32.90 olarak belirlenmistir. Allel sikhgi bakimindan elde edilen
veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin énemli

olmadigibelirlenmistir (P>0.05).
4.2.3 APE1 Asp148Glu (rs1130409) Polimorfizminin Analizi

Bu polimorfizmde 2197. nikleotid olan T (Timin), G (Guanin) ile yer
degistirmektedir. Bu degisim ise polipeptid dizisinde 148. aminoasit olan asparjin

(Asp)’in glutamik asit (Glu)’e degismesine neden olmaktadir.

Gercek zamanli PZR sonucu elde ettigimiz erime egrilerinin analizinde ortalama
olarak 58.5°C’ de gozlenen erime egrisinin varligi Asp/Asp (homozigot normal)
genotip, 65°C’ de erime egrisinin varhigi Glu/Glu bakiminindan (homozigot mutant)
genotip ve hem 58.5°C’ de ve hem de 65°C’ de g6zlenen erime egrisinin varhgi ise
Asp/Glu (heterozigot) genotip olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.3) (LightSNiP assay
TIB-MolBiol, Berlin, Germany).
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Sekil 4.3. APE1 Aspl148Glu’in erime egrisi analizi. Erime noktasi (Tm), Asp
alleli icin 58.5°C ve Glu alleli icin de 65 °C dir. Grafikte gosterilen erime
egrilerinden mavi renk, homozigot normal genotipli; yesil renk, homozigot mutant

genotipli ve mor renk ise heterozigot genotipli bireye aittir.

APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakimindan PKOS ve kontrol gruplarindaki tim
bireylerin genotipleri Sekil 4.3’de tanimlandigi sekilde belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuclar ile her grupta APE1 Aspl48Glu polimorfizmi igin genotip ve allel

frekanslarinin dagilimlari hesaplanmis ve Tablo 4.4’de verilmistir.

Buna gore kontrol grubunda Asp/Asp genotipinde 62 (%68.13) birey Asp/Glu
genotipinde 23 (%25.27) birey saptanirken Glu/Glu genotipinde de 6 (%6.60) bireye
rastlanmistir. Hasta grubunda ise Asp/Asp genotipinde 42 (%36.84), Asp/Glu
genotipinde 58 (%50.88) ve Glu/Glu genotipinden ise 14 (%12.28) birey
belirlenmistir. Genotip frekanslari bakimindan elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu saptanmistir (P<0.05).
Mutant allel olan Glu’yu heterozigot veya homozigot (Asp/Glu ve Glu/Glu) olarak
tasiyan bireylerin sayisi kontrol grubunda 35 (%19.23) ve hasta grubunda 86
(%37.72) olarak hesaplanmis olup istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar
arasindaki farkin anlaml oldugu saptanmistir (P<0.05) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. PKOS ve kontrol gruplarinda APE1 Aspl48Glu polimorfizmi

bakimindan genotip ve allel frekanslarinin dagilimi

Kontrol Hasta

N (%) N (%) X2 P OR
Genotipler
Asp/Asp 62 (68.13) 42 (36.84)
Asp/Glu 23 (25.27) 58 (50.88) 17.87 0.0001 0.26 (0.14-0.05)
Glu/Glu 6 (6.60) 14 (12.28) 5.94 0.015 0.29(0.10-0.81)

Asp/Glu, Glu/Glu 35 (19.23) 86 (37.72) 21.47 0.0001 0.27 (0.15-0.48)

Alleller
Asp 147 (80.77) 142 (62.28)
Glu 35 (19.23) 86 (37.72) 16.63 0.0001

Pearson ki-kare analizi

PKOS ve kontrol gruplarinda elde edilen bulgular, allel dagilimlari bakimindan
da degerlendirilmis olup sonuclar Tablo 4.4’de verilmistir. Buna goére kontrol
grubunda Asp allel sayisi 147 olup bu allelin frekansi %80.77 olarak ve Glu allel
sayisi 35 olup allel frekansi %19.23 olarak hesaplanmistir. Hasta grubunda ise APE1
geninin Asp allel sayisi 142 olup allel frekansi %62.28, Glu allel sayisi 86 olup allel
frekansi %37.72 olarak belirlenmistir. Allel sikligi bakimindan elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugu
belirlenmistir (P<0.05).

4.2.4 XPD Lys751GlIn (rs13181) Polimorfizminin Analizi

Bu polimorfizmde 35931. nikleotid olan A (Adenin), C (Sitozin) ile yer
degistirmektedir. Bu degisim ise polipeptid dizinde 751. aminoasit olan lizin

(Lys)’nin glutamin (GlIn)’e degismesine neden olmaktadir.
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Gercek zamanli PZR sonucu elde edilen egrilerin analizinde ortalama olarak
61°C’ de erime egrisinin varli§i Lys/Lys bakiminindan homozigot normal genotip,
67°C’ de gozlenen erime egrisinin varligi GIn/GIn bakiminindan homozigot mutant
genotip ve hem 61°C’de ve hem de 67°C’ de g6zlenen erime egrisinin varligi ise
Lys/GIn bakimindan heterozigot genotip olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.4)
(LightSNIP assay T1B-MolBiol, Berlin, Germany).
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Sekil 4.4. XPD Lys751GIn’tUn erime egrisi analizi. Erime noktasi (Tm), Lys
alleli icin 61°C ve GIn alleli icin de 67°C dir. Grafikte gosterilen erime egrilerinden
siyah renk, homozigot normal genotipli; gri renk, homozigot mutant genotipli ve mor

renk ise heterozigot genotipli bireye aittir.

XPD Lys751GIn polimorfizmi bakimindan PKOS ve kontrol gruplarindaki tim
bireylerin genotipleri Sekil 4.4.”de tanimlandigi sekilde belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuclar ile her grupta XPD Lys751GIn polimorfizmi icin genotip ve allel

frekanslarinin dagilimlari hesaplanmis ve Tablo 4.5’te verilmistir.

Buna gore kontrol grubunda Lys/Lys genotipinde 25 (%27.47) ve Lys/Gln
genotipinde 43 (%47.25) birey saptanirken GIn/GIn genotipinde ise 23 (%25.28)
bireye rastlanmistir. Hasta grubunda ise Lys/Lys genotipinde 33 (%28.94), Lys/GIn
genotipinde 54 (%47.37) ve GIn/GIn genotipinden ise 27 (%23.69) birey

belirlenmistir.
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Genotip frekanslari bakimindan elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigr saptanmistir
(P>0.05). Mutant allel olan GIn’1 heterozigot veya homozigot (Lys/GIn ve GIn/GIn)
olarak tasiyan bireylerin sayisi kontrol grubunda 89 (%48.90) ve hasta grubunda 108
(%47.37) olarak hesaplanmis olup istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar
arasindaki farkin anlamh olmadigi saptanmistir (P>0.05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. PKOS ve kontrol gruplarinda XPD Lys751GIn polimorfizmi
bakimindan genotip ve allel frekanslarinin dagilimi

Kontrol Hasta

N (%) N (%) Xz P OR
Genotipler
Lys/Lys 25 (27.47) 33 (28.94)
Lys/GIn 43 (47.25) 54 (47.37) 0.02 0.88 1.05(0.52-2.14)
GIn/GlIn 23(25.28) 27 (23.69) 1.67 0.18 0.15 (0.03-0.59)

Lys/GIn, GIn/GIn 89 (48.90) 108 (47.37) 0.08 0.78 0.75 (0.38-1.48)

Alleller
Lys 93 (51.10) 120 (52.63)
GIn 89 (48.90) 108 (47.37) 0.23 0.63

Pearson ki-kare analizi

PKOS ve kontrol gruplarinda elde edilen bulgular, allel dagihmlari bakimindan
da degerlendirilmis olup sonuglar Tablo 4.5te verilmistir. Buna goére kontrol
grubunda Lys allel sayisi 91 olup bu allelin frekansi %51.10 olarak ve GlIn allel
sayisi 89 olup allel frekansi %48.90 olarak hesaplanmistir. Hasta grubunda ise XPD
geninin Lys allel sayisi 120 olup allel frekansi %52.63, Gln allel sayisi 108 olup allel
frekansi %47.37 olarak belirlenmistir. Allel sikhgr bakimindan elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin 6énemli olmadigi
belirlenmistir (P>0.05).
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4.3 Polimorfizmler Arasi Kombinasyonlar

Cahisma kapsamimizda bulanan XRCC1 (Argl94Trp), XRCC1 (Arg399Gin),
APE1l (Aspl148Glu) ve XPD (Lys751GIn) polimorfizmlerinin hasta ve kontrol
gruplarinda tespit ettigimiz frekanslari Tablo 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’te belirtilmistir.
Arastirmamizin  sonucunda XRCC1 Argl94Trp, XRCC1l Arg399GIn ve XPD
Lys751GIn polimorfizmleri agisindan hasta ve kontrol gruplari karsilatirildiginda
allel ve genotip frekanslari bakimindan istatistiksel bir farklilik olmadigi
goralmastir. Bununla birlikte APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakimindan gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak 6énemli bulunmustur. Bu polimorfizm bakimindan
kontrol ve hasta gruplarinda genotip frekanslari sirasi ile Asp/Asp igin %68.13 ve
%36.84, Asp/Glu icgin %25.27 ve %50.88, Glu/Glu igin ise %6.60 ve %12.28 olarak
belirlenmistir. Bu farkliliktan yola ¢ikarak APE1 Asp148Glu polimorfizminin diger
polimorfizmler (XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve XPD Lys751Gln) ile
olan kombinasyonunu arastirmak amaciyla yapilan analiz sonuglari Tablo 4.6’da

verilmistir. Buna gore;

APE1 Aspl48Asp ve XRCC1 Argl94Arg birlikteligi referans alindiginda hasta
ve kontrol gruplari arasinda APE1 Aspl48Glu genotipinin XRCC1 Argl94Arg
genotipi ile birlikteligi bakimindan (P=0.0001) ve ayrica APE1 Aspl148Glu+APE1
Glu148Glu varyantlarinin ve XRCC1 Arg194Arg genotipi ile birlikteligi (P=0.0001)
veya XRCC1 Argl94Trp+XRCC1 Trpl94Trp varyant genotipleri ile birlikteligi

(P=0.016) bakimindan gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmustur.

APE1 Aspl48Glu genotipinin XRCC1 Arg399Arg genotipi ile birlikteliginin
PKOS’lu hastalarda gortlme sikliginin 3 kat (OR, 3.1; %95 CI,1.2-8.06), APE1l
Aspl48GIlu+APEL1 Glul48Glu genotiplerinin ve XRCC1 Arg399Arg genotipi ile
birlikteliginin ise PKOS’lu hastalarda goérilme sikhginin 2 kat (OR, 2.78; %95 ClI,
1.15-6.68) fazla oldugu belirlenmistir.

APE1l Aspl48Glu varyant genotipinin XPD Lys751GIn ve GIn751GIn
varyantlari ile birlikteliginin PKOS’lu hastalarda gérilme sikliginin sirasi ile 2 kat
(OR, 2.67; %95 ClI, 1.13-6.31) ve 3 kat (OR, 3.97; %95 Cl, 1.10-14.31) fazla oldugu
belirlenmistir. APE1 Aspl148Glu genotipinin XPD Lys751GIn+XPD GIn751GIn
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genotipleri (OR, 293 ; %95 CI, 1.3-6.61) ile birlikteliginin ve APE1l
Aspl48GIlu+APE1 Glul48Glu varyantlarinin XPD Lys751GIn+XPD GIn751GIn
varyant genotipi ile birlikteliginin (OR, 2.7; %95 CI, 1.2-5.9) PKOS’lu hastalarda
goralme sikliginin 2 kat APE1 Asp148GIlu+APEL Glul48Glu varyant genotiplerinin
XPD Lys751Lys genotipi ile birlikteliginin ise 4 kat (OR, 4.8; %95 ClI, 1.3-17.2)
fazla oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.6).



Tablo 4.6 PKOS ve kontrol gruplarinda polimorfizmler arasi kombinasyonlar
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XRCC1 APE1 Hasta | Kontrol | OR%95CI P X?
Kodon194 Kodon148 % %

Arg/Arg Asp/Asp 40 (35) | 54 (60) | Referans

Arg/Trp 2(2) 8 (9) 0.33(0.06-1.6) 0.16 | 1.91
Trp/Trp - - - - -
Arg/Trp+ Trp/Trp 2(2) 8 (9) 0.33(0.06-1.6) 0.16 | 1.91
Arg/Arg Asp/Glu 50 (45) | 20 (22) | 3.37(1.74-6.5) 0.0001 | 135
Arg/Trp 7 (6) 3(3) 3.15(0.76-12.9) 0.09 | 27
Trp/Trp 1(1) - - - -
Arg/Trp+ Trp/Trp 8 (7) 33 3.6(0.89-14.4) 0.057 | 3.6
Arg/Arg Glu/Glu 10 (9) 5 (5) 2.7(0.85-8.5) 0.08 | 3.0
Arg/Trp 4 () 1(1) 5.4(0.58-50.1) 0.10 | 2.6
Trp/Trp - - - - -
Arg/Trp+ Trp/Trp 4 (4) 1(1) 5.4(0.58-50.1) 0.10]| 2.6
Arg/Arg Asp/Glu+Glu/Glu | 60 (53) | 25 (27) | 3.24(1.7-6.0) 0.0001 | 14.2
Arg/Trp+ Trp/Trp 12(11) | 4(4) 4.05(1.2-13.4) 0.016 | 5.7
XRCC1

Kodon 399

Arg/Arg Asp/Asp 23 (20) | 24 (26) | Referans

Arg/GIn 13 (11) | 27 (30) | 0.50(0.21-1.20) 012 | 24
GIn/GIn 6(5) |11(12) | 0.56(0.18-1.79) 033 | 0.9
Arg/GIn+ GIn/GIn 19 (17) | 38 (42) | 0.52(0.23-1.15) 010 | 2.6
Arg/Arg Asp/Glu 27 (24) | 9(10) | 3.1(1.2-8.06) 0.016 | 5.7
Arg/GIn 25 (22) | 23 (25) | 1.13(0.50-2.53) 075 | 0.1
GIn/GIn 6 (5) 1(1) 6.2(0.69-56.1) 0.10 *
Arg/GIn+ GIn/GIn 31(27) | 24 (26) | 1.34(0.61-2.94) 045 | 05
Arg/Arg Glu/Glu 5(4) 3(3) 1.7(0.37-8.12) 0.70 *
Arg/GIn 7 (6) 3(3) 2.4(0.56-10.5) 030 | 14
GIn/GlIn 2(2) - - - -
Arg/GIn+ GIn/GIn 9(8) 3(3) 3.1(0.75-13.0) 010 | 26
Arg/Arg Asp/Glu+Glu/Glu | 32 (28) | 12 (13) | 2.78(1.15-6.68) 0.02 ] 53
Arg/GIn+ GIn/GIn 40 (35) | 27 (30) | 1.54(0.72-3.27) 025| 12
XPD

Kodon 751

Lys/Lys Asp/Asp 18 (16) | 22 (24) | Referans

Lys/GIn 16 (14) | 26 (29) | 0.75(0.31-1.81) 052 | 04
GIn/GIn 8(7) | 14(15) | 0.69(0.24-2.03) 051 | 04
Lys/GIn+GIn/GIn 24 (21) | 40 (44) | 0.73(0.32-1.63) 044 | 05
Lys/Lys Asp/Glu 10 (9) 3(3) 4.07(0.97-17.0) 0.045| 4.0
Lys/GIn 35(31) | 16 (18) | 2.67(1.13-6.31) 0.023 | 5.1
GIn/GIn 13(1Y) | 44 3.97(1.10-14.31) | 0.029 | 4.7
Lys/GIn+GIn/GlIn 48 (42) | 20 (22) | 2.93(1.3-6.61) 0.008 | 6.9
Lys/Lys Glu/Glu 6 (5) 1(1) 7.3(0.8-66.6) 0.097 *
Lys/GIn 4 (4) 2(2) 2.4(0.4-14.9) 0.40 *
GIn/GIn 4 (4) 3(3) 1.63(0.32-8.24) 0.69 *
Lys/GIn+GIn/GIn 8 (7) 5 (5) 1.95(0.54-7.02) 030 1.1
Lys/Lys Asp/Glu+Glu/Glu | 16 (14) | 4(4) 4.8(1.3-17.2) 0.01]| 6.6
Lys/GIn+GIn/GlIn 56 (49) | 25(27) | 2.7(1.2-5.9) 0.01| 6.5

Pearson ki-kare analizi, *Fisher’in ki-kare analizi
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4.4. PKOS ve Kontrol Gruplarinda Klinik ve Biyokimyasal Parametreler ile
XRCC1 (Argl94Trp ve Arg399GIn), APE1 (Aspl48Glu) ve XPD (Lys751GIn)

Polimorfizmleri Arasindaki iliskinin Arastiriimasi
4.4.1 XRCC1 Argl94Trp

PKOS’lu hasta grubumuz ile kontrol grubumuzda klinik ve biyokimyasal veriler
bakimindan XRCC1 Arg194Trp genotipleri (Arg/Arg, Arg/Trp ve Trp/Trp) arasinda

bir fark belirlenememistir.
4.4.2 XRCC1 Arg399Gin

PKOS’lu hasta grubumuz ile kontrol grubumuzda klinik ve biyokimyasal veriler
bakimindan XRCC1 Arg399GIn genotipleri (Arg/Arg, Arg/Gln ve GIn/GIn) arasinda

bir fark belirlenememistir.

4.4.3 APE1 Asp148Glu

PKOS’lu hasta grubumuz ile kontrol grubumuzda klinik ve biyokimyasal veriler
bakimindan APE1 Asp148Glu genotipleri (Asp/Asp, Asp/Glu ve Glu/Glu) arasinda
degerlendirme yapilmistir. Buna gére; PKOS’lu hasta grubumuzda Asp/Glu ve
Glu/Glu genotipine sahip olan hastalarda VKi’nin Asp/Asp genotipli hastalara gore
daha yuksek diizeyde oldugu belirlenmis olup veriler Tablo 4.8’de ve Sekil 4.6’da
gosterilmistir.

Diger klinik ve biyokimyasal parametreler ile genotipler arasinda herhangi bir

iliski saptanamamistir.
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Tablo 4.7. APE1 Aspl48Glu polimorfizmi genotiplerine gore hasta ve
kontrollerin VKI (kg/m?) diizeyleri

APE1 Aspl148Glu

VKIi (kg/m?)

Asp/Asp (Min-Max) Asp/Glu (Min-Max) Glu/Glu (Min-Max) p
Kontrol 22,78 (20,18-31,12) 26,20 (20,55-28,30) 26,57 (22,83-27,91) 0,06

PKOS  22,85(20,14-33,35) 26,24 (20,12-31,30) 25,81 (20,61-34,82) 0,01

40
o
304
20+
e
E
E
= 10 . : .
M= 42 L+ 14

Asp/Asp Asp/Glu Ghu/'Glu

Sekil 4.5. PKOS’lu hastalarda APE1 Aspl48Glu polimorfizmi Asp/Asp,
Asp/Glu ve Glu/Glu genotipleri ile VKI arasindaki iligki

4.4.4 XPD Lys751GIn

PKOS’lu hasta grubumuz ile kontrol grubumuzda klinik ve biyokimyasal veriler

bakimindan XPD Lys751GIn genotipleri (Lys/Lys, Lys/GIn ve GIn/Gln) arasinda bir
fark belirlenememistir.
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5. TARTISMA

PKQOS, reproduktif yastaki kadinlarda gortlen yaygin endokrin bir hastalik olup
(1, 185) genetik ve cevresel faktorlerin etkisi altinda heterojen gérinim sergileyen
bir sendromdur. PKOS’ta hormonlardaki dizensizlikler, obezite, insulin direnci,
hipertansiyon, hiperinsulinemi, dislipidemi belirgin olarak izlenmektedir (31).
PKOS’ta siklikla gorulebilen bu bulgular ile artan reaktif oksijen tirleri arasindaki

iliski bircok calismada rapor edilmektedir (78, 82).

Reaktif oksijen tdrleri hlcresel metabolizma Urinleridir. Serbest radikallerin
artmasi ve yokedilmesi arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda ise
karbonhidratlar, proteinler, lipidler ve DNA gibi bircok biyomolekul hasar
gormektedir (186). Reaktif oksijen tdrlerinin oksidatif DNA hasarini, DNA
kiriklarini, baz modifikasyonlarini  ve kromozom anomalilerini indikledigi
bilinmektedir (187).

DNA hasarlarinin onarilmasi hicreyi genomik kararsizliklara karsi korumada
esastir. DNA hasarlari, dogrudan tamir, baz kesip c¢ikarma tamiri (BER), nikleotid
kesip cikarma tamiri (NER), cift zincir kirik tamiri, translesion sentezi (post-
transkripsiyonel DNA tamiri), mismatch tamiri (yanhs eslesme tamiri) gibi cesitli
DNA onarim mekanizmalari ve gen drlnleri ile tamir edilmektedir (26). Bugine
kadar insanda 130’dan fazla DNA tamir geni tanimlanmistir (154). XRCC1, APE1
ve XPD farkli DNA tamir mekanizmalarinda bir¢ok gérevi olan tamir genlerinin
basinda gelmektedir. Bu genlerdeki XRCC1 Argl94Trp, Arg399GIin APE1l
Aspl48Glu ve XPD Lys751GIn bazi yaygin polimorfizmleri tasiyan bireylerde DNA
tamir kapasitesinin etkilendigi ve karsinojenlere karsi hassasiyetin arttig
belirtilmektedir (20, 188). Bu genlerdeki polimorfizmler nedeni ile olusan bireysel

duyarhhiklar genetik calismalarin 6nemli bir bolimini olusturmaktadir (189).

DNA tamir genleri ile iliskili polimorfizmler birgok hasta grubunda gahisiimistir.
Bunlar arasinda ¢ok 6nemli bir yeri cesitli kanser gruplari olusturmakla birlikte
tekrarlayan distkleri olan kadinlarda yapilan calismalar, endometriozis ve
preeklampsi hastalarinda yapilan calismalar da dikkati cekmektedir (166, 190, 191,

192). Bu polimorfizmlerin kanser gelisiminde rolu oldugu veya hig iligkisinin
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olmadigl ve hatta koruyucu etkilerinin olduguna dair veriler rapor edilmektedir.
DNA tamir genlerindeki polimorfizm calismalarinin diger bir sonucu da genomik

kararsizlik ile iliskili verilerin belirtilmis olmasidir (188).

Polimorfizm ve genomik Kkararsizhgi belirlemek icin arastiricilar farkl
yontemler kullanmaktadir Bunlar arasinda 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG),
kardes kromatid degisiminin (SCE) ve mikronukleus (MN) c¢alismalari sayilabilir.
Ozellikle MN sikhginin belirlenmesi genotoksisite calismalarinda siklikla kullanilan
bir belirtectir (23, 25).

Son donemlerde yapilan bazi calismalarda PKOS’lu hastalarda kromozom
instabilitesinin bulundugu ve bu hastalarda mikronukleus sikhginin yiiksek oldugu
vurgulanmistir (23, 25, 193). Kilture edilmis lenfositlerdeki mikronukleus sikhgi
dolasimdaki lenfositlerde biriken genetik hasarin bir gostergesidir. Mikronukleus
sayisinin fazla oldugu bireylerde DNA zincir kiriklarinin da yiksek oldugu
bilinmektedir (194). Bu durum ise DNA onarimi ile iliskili genleri gindeme

getirmektedir.

XRCC1, serbest radikaller, iyonizasyon ve alkilleyici ajanlar nedeni ile meydana
gelen tek zincir kiriklarinin onariminda rol alarak BER tamir yolaginda gorevli bir
DNA tamir proteinidir. XRCC1 geninde birgok polimorfizm tanimlanmistir. Ancak
bunlardan en cok dikkat ¢ekenleri ekzon 6’da kodon 194 ve ekzon 10’da kodon 399
amino asit substitlisyonu ile sonuclanan kodon polimorfizmleridir. XRCC1’de
belirlenen polimorfizmler BER’i etkilemektedir. XRCC1 Argl94Trp varyantinin in
vitro kosullarda bleomisin ve benzo(a)piren diol duyarlihig ile iliskili oldugu XRCC1
kodon 399 varyant alleli varhginda ise lenfositlerde kardes kromatid degisiminin
seviyesinde artisin, mononukleer hicrelerde polifenol DNA eklentilerinin ve biyik
DNA eklentilerinin frekanslarinda artislarin oldugu rapor edilmistir (188). XRCC1
mutant htcrelerinde, iyonize radyasyon, UV, hidrojen peroksit ve mitomisin C
duyarlihidinin arttigi bilinmektedir (164).

XRCCZL’in sikhkla calistlan polimorfizmlerinden biri Arg194Trp olup XRCC1
proteininin  hidrofobik bdlgesini  etkilemektedir. Bu durum DNA tamir

fonksiyonlarini ve kanser duyarlihgini degistirebilmektedir (164). Argl94Trp
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polimorfizminin kanser ve diger farkli hastaliklar ile iliskisini arastirmaya yonelik
birgok ¢alisma rapor edilmistir (156, 166, 195, 196).

XRCCZ1’in Arg194Trp polimorfizmi bakimindan ¢alismamizin kontrol grubunda
elde edilen verilere bakildiginda normal allel olan Arg’in %92.85, Trp allelinin ise
%7.15 sikhkta oldugu bulunmustur (Tablo 4.2). Farkli populasyonlarda yapilan
calismalarda da kontrol gruplari igin mutant allel olan Trp allelinin bizim
bulgularimiza benzer sekilde disik frekanslarda oldugu rapor edilmektedir. Bu
calismalardan birinde Sobczuk ve arkadaslari kontrol grubunda Arg allelinin
frekansini %95, Trp allelinin frekansini %5 olarak (166) rapor ederlerken Vural ve
arkadagslar tarafindan yapilan diger bir ¢calismada ise yine kontrol grubu igin Trp

allelinin frekansi ¢ok daha dustk olup %0.9 olarak rapor edilmistir (192).

Calismamizda PKOS’lu hasta grubunda Arg allelinin frekansi %92.98, Trp
allelinin frekansi ise %7.02 olarak elde edilmistir. Allel frekanslari bakimindan hasta
ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel bir farklilik olmadigi g6zlenmistir (Tablo
4.2). XRCC1l Argl94Trp farkh hasta gruplarinda sikhkla calisilan bir
polimorfizmdir. Bu calismalardan birinde endometrium kanseri ile iliskisi
arastirilmis ve hasta grubunda Trp allelinin sikligi %0.3 olarak belirlenmistir (166).
Turk toplumunda yapilan iki ayr vaka-kontrol calismasinin hasta grubunda Trp
allelinin frekansi %0.6 (192) ve %0.9 (167) olarak belirlenmistir. Her iki ¢calismada
da hasta ve kontrol gruplari arasinda allel frekanslari acisindan istatistiksel bir
farklhihk belirlenmemis olup Trp mutant allelin frekansinin hem hasta gruplarinda

hem de kontrol gruplarinda oldukga dusuk frekanslarda olmasi dikkati gekmektedir.

Genotip frekanslar acgisindan calismamizi degerlendirdigimizde ise kontrol
grubunda Arg/Arg genotipinin %85.71, Arg/Trp genotipinin ise %14.29 oldugu
hesaplanmis ancak Trp/Trp genotipini tasiyan bireye rastlanmamistir (Tablo 4.2.).
Calismamiza benzer olarak homozigot mutant genotip kontrol gruplarinda ya hig
belirlenememis ya da oldukga dusik frekanslarda rapor edilmistir. Abbasoglu ve
arkadaslar1 graves hastalari ile yaptiklari arastirmada kontrol grubunda Arg/Arg,
Arg/Trp ve Trp/Trp genotiplerinin frekanslarini sirasi ile %85.1, %13.9 ve %1 olarak
rapor etmislerdir (167). Sterpone ve arkadaslari ise ¢alismalarinin kontrol grubunda
Arg/Arg genotipini %90.3, Arg/Trp genotipini %9.7 siklikta olarak rapor ederken
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Trp/Trp genotipine ise rastlayamadiklarini belirtmislerdir (165). Calismamizin hasta
grubunda ise Arg/Arg ve Arg/Trp genotipleri sirasi ile %86,84 ve %12.28 olarak
Trp/Trp genotipi ise %0.88 oraninda belirlenmistir (Tablo 4.2.). Calismamizda
oldugu gibi bircok farkli hasta grubu ile yapilan arastirmalarda da Trp/Trp genotipine
ya cok az oranlarda ya da hi¢ rastlanmamistir. Genotip frekanslari agisindan
sonuclarimiz literatur ile paralellik gostermektedir (165, 192).

Bircok calismada DNA tamir genlerinin polimorfizmleri ve cevresel etkenlere
maruz kalma nedeni ile olusan genetik kararsizliklar veya kanserin ortaya cikisi
arasinda iliski kurulmustur (197). Arg194Trp polimorfizminin homozigot mutant
genotipi olan Trp/Trp’nin artan genetik instabilite ile iliskisini bircok ¢alisma rapor
etmektedir. Bunlardan birinde vinil kloride maruz kalan ve Trp/Trp genotipine sahip
iscilerde MN frekansinin kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu rapor edilmistir
(163). Ancak calismamizda hasta ve kontrol gruplar arasinda Argl94Trp
polimorfizminin herhangi bir genotipi bakimindan farklilik belirlenememistir.

XRCCZ1’in en yaygin SNP’si Arg399GIn’dir (156, 162). Bu bdlge BRCT
domaininin icinde lokalize olup XRCC1’in PARP (Poly-ADP-Riboz Polimeraz)
molekilu ile birlikte kompleks meydana getirdigi bdlge olmasindan dolayr cok
onemli olup oldukca polimorfik bir bolgedir (162, 168). Taylor ve arkadaslari
BRCT1 domaininin hicre sagkalimi ve tek zincir kiriklarinin etkili tamiri icin kritik
bir 6neme sahip oldugunu belirlemislerdir (162, 164). Farkh grup kanser hastalari ile
yapilan calismalarda XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi ve kanser arasinda farkl
sonuclar rapor edilmistir (156, 166, 190, 195).

Calismamizda kontrol grubunda normal allel olan Arg allelinin frekansi %63.19
ve mutant allel olan GlIn allelinin frekansini ise %36.81 olarak belirlenmistir (Tablo
4.3). Endometrium kanseri ve XRCC1l Arg399GIn polimorfizminin iliskisini
arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada kontrol grubunda Arg allelinin frekansi
%58, Gln allelinin frekansi %42 olarak (166) rapor edilir iken Vural ve arkadaslari
yine kontrol grubu icin mutant allel GIn’in frekansini %34 olarak belirlemislerdir
(192). Goraldugi gibi oldukca polimorfik olan XRCC1 Arg399GIn polimorfizminin
varyant alleli olan GIn icin farkli populasyonlardaki kontrol gruplari igin benzer
oranlar belirtilmektedir (166, 192).
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Arastirmamizda hasta grubundaki allel frekanslari sirasi ile Arg %67.10, GIn
%32.90 olup hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel bir farklilik olmadigi
bulunmustur (Tablo 4.3). Endometrium kanseri ve preeklampsi riskinin XRCC1
Arg399GIn polimorfizmi ile iliskisinin arastirildigi ¢alismalarda da gruplar arasinda
anlamh bir fark belirlenememis olup hastalarda GIn mutant allelinin frekansi %47
(166) ve %37 olarak belirlenmistir (192).

XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi ile yapilan epidemiyolojik calismalarda
normal populasyonda, Arg/Arg, Arg/GlIn, GIn/GlIn genotiplerinin frekanslari sirasi ile
Avrupa’da %44.2, %44.1 ve %11.7 olarak USA’de %42, %43 ve %15 olarak Cin’de
ise %39.7, %51.8 ve %8.5 olarak rapor edilmistir (198).

Genotip frekanslari acisindan calismamiza baktigimizda, kontrol grubunda
Arg/Arg genotipini %39.56, Arg/Gln genotipini %47.25, GIn/GIn genotipini ise
%13.19 sikhkta oldugu bulunmustur (Tablo 4.3). Preeklampsi riski ve Arg399GIn
polimorfizmi arasindaki iligkinin arastirildigi bir baska ¢alismada kontrol grubunda
genotip frekanslari Arg/Arg icin %41.1, Arg/GIn icin %49.5 ve GIn/GIn igin %9.4
olarak rapor edilmektedir (192). Yoshimitu Niwa ve arkadaslari Japonlarda servikal
kanser riskini arastirmiglar ve GIn/GlIn genotipini kontrollerde %8.1 olarak rapor
etmislerdir (199).

Calismamizin hasta grubunda ise XRCC1 geninin 399. kodonunda genotip
frekanslari Arg/Arg icin %46.49, Arg/Gln icin %41.23 ve GIn/GIn i¢in %12.28
olarak belirlenmistir (Tablo 4.3). Hasta ve kontrol gruplari arasindaki farkliligin

istatistiksel olarak énemli olmadigi tespit edilmistir (Tablo 4.3).

Arastirmamizin sonucunda XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi allel ve genotip
frekanslari agisindan kontrol ve hasta gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark belirlenememistir. Bizim calismamiza benzer sekilde bazi hasta gruplari ile
yapilan calismalarda bu polimorfizmle cesitli grup hastaliklar arasinda bir iliski
kurulamamistir (166, 190, 192, 199). Ancak istatistiksel olarak cesitli genotipler
bakimindan pozitif veya negatif iliskilerin rapor edildigi calismalar da
bulunmaktadir. Bunlar arasinda GIn mutant allelinin premenopoz ddénemindeki

kadinlarda meme kanseri riskini 3.8 kat artirdigini rapor eden arastirma (200) ile
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serviks kanserli hastalarda Arg/Arg genotipinin kemoterapi tedavisine yanit sansini
artirdigini gosteren calisma (190) dikkati cekmektedir.

AP endonukleazlar BER tamir yolunda gorev almaktadir. APE1 proteini 3’ -5’
ekzonukleaz, 3’fosfataz ve fosfodiesteraz enzim aktivitelerine sahiptir. APE1, DNA
polimeraz 3, XRCCL gibi bir¢ok protein ile etkilesim halindedir ve ilave olarak hicre
donguslnde de bir regulator olarak da gorev almaktadir. APE1 memelilerde 6zellikle
UV radyasyonu, oksidatif ajanlar ve stres gibi genotoksik ajanlara karsi DNA
tamirini  duzenlemektedir (188). APE1 Aspl48Glu polimorfizmi cesitli hasta
gruplarinda ¢ahsiimis ve mesane, kolorektal, meme, pankreas, bas ve boyun, l16semi,
tiroid gibi birgok kanser tird ile iliskilendirilmistir (175).

Calismamizin kontrol grubunda APE1 Aspl48Glu polimorfizmi bakimindan
elde edilen sonuclara goére normal allel olan Asp’in frekansi %80.77 olarak
bulunurken mutant allel olan Glu’in frekansi ise %19.23 olarak belirlenmistir (Tablo
4.4). Hasta grubunda ise Asp ve Glu allel frekanslari sirasi ile %62.28 ve %37.72
olarak hesaplanmistir. Gruplar arasindaki farkin ise istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulunmustur (P=0.0001). Dongying ve arkadaslari Glu mutant allelinin farkli etnik
kokenlerde farklilik gostermedigini ve Asya ve Avrupa’da %41.4 ve %43.7 gibi
yiksek bir frekansa sahip oldugunu rapor etmislerdir (201). APE1 Aspl148Glu
polimorfizminin  kanser gelisiminde etkisinin arastirildigi  bir vaka-kontrol
calismasinin meta analizinde Glu allelinin frekansinin %20 ile %52 arasinda

degistigi, ancak bu frekansin Asya’da %42, Avrupa’da ise %44 olup birbirine ¢ok
yakin degerler oldugu belirlenmistir (202).

Genotip frekanslari agisindan c¢alismamizi degerlendirecek olursak; kontrol
grubunda Asp/Asp genotipinin %68.13, Asp/Glu genotipinin %25.27 ve Glu/Glu
genotipinin ise %6.60 siklikta oldugu belirlenmistir. Epidemiyolojik bir calismada
Avrupa’da Asp/Asp, Asp/Glu, Glu/Glu genotiplerinin frekanslari sirasi ile %28.2,
%48.1 ve %23.7 olarak USA’de %29.3, %48.3 ve %18.6 olarak Japonya’da ise
%35.4, %50.3 ve %14.3 olarak rapor edilmistir (198). Calismamizin hasta grubunda
ise genotip frekanslari Asp/Asp icin %36.84, Asp/Glu icin %50.88, Glu/Glu igin ise
%12.28 olarak belirlenmis olup (Tablo 4.4) genotip frekanslari bakimindan hasta ve

kontrol gruplari arasindaki farkliligin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur
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(P=0.0001, P=0.015, P=0.0001). Homozigot mutant genotip olan Glu/Glu’nin
frekansinin hasta grubumuzda ytiksek olmasi dnceki ¢alismalarda PKOS gruplari igin
rapor edilen yuksek mikronukleus sikhgi (23, 25) bulgularini destekler niteliktedir.
Yine bununla iliskili olarak Glu mutant allelinin, enzimin endonukleaz ve DNA
baglanma aktivitelerini degistirebilecegi ve diger BER proteinleri ile olan iliskisini
azaltmasi nedeni ile DNA tamirinin etkilenebilecegi belirtilmektedir (176, 201).

Son yillarda APE1 tamir genindeki polimorfizmlerin kanser ve birgok hastalik
ile iliskisi siklikla cahisilmakta olup oldukca farkli sonuclar da rapor edilmektedir
(202). Kuzey Hindistan’da serviks kanseri riski ile APE1 Asp148Glu polimorfizmi
arasindaki iliskinin arastirildigi calismanin sonuglarina gore; hastalar arasinda
Asp/Asp genotipi %68.1, Asp/Glu genotipi %29.0, Glu/Glu genotipi ise %2.9
oraninda belirlenmistir (203). Genotip frekanslarina gére Asp/Glu genotipinin HPV
tip 16 kaynakli serviks kanserinin gortilme riskini istatistiksel olarak azalttigi ve de
Asp/Glu ve Glu/Glu genotiplerinin serviks kanserinden koruyucu etki gosterdigi
rapor edilmistir (203). Dongying ve arkadaslari ise Asp/Asp genotipinin Asp/Glu
heterozigot varyanti ile karsilastirildiginda akciger, mesane, kolorektal, meme ve
diger kanser tipleri icin kanser riskini hafif sekilde azalttigini belirlemislerdir (201).
Bundan baska vinil kloride ve 1,3-butadine maruz kalan iscilerde yapilan bir
calismada APE1 Aspl48Glu polimorfizmi ile MN frekansi arasindaki iliski
arastiritimis ancak herhangi bir genotip ile MN frekansi arasinda bir iliski tespit
edilememistir (204).

Calismada elde edilen bulgular ayni zamanda PKOS’un klinik bulgular ile
birlikte de degerlendirilmistir. Bunlar arasinda VKI, yas, LH, FSH, estradiol, DHEA-
S, achik insulin, achik glukoz, HOMA-IR, SHBG ve testeosteron bulunmaktadir.
Ancak tiim degerlendirmeler arasinda yalnizca VKIi bakimindan ve yine yalnizca
APE1l Aspl148Glu polimorfizmi bakimindan genotipler arasinda farklilik
belirlenmistir. Yapilan calismalarda VKIi’nin PKOS’lu hastalarda yiiksek oldugu ve
hastalarin yaklasik olarak yarisinin obez oldugu rapor edilmektedir (32). Bu
calismada VKIi, Asp/Asp genotipli hastalarda daha diisik olup 22,85 olarak
belirlenmistir. Oysa Asp/Glu ve Glu/Glu genotipli hastalarda sirasi ile 26,24 ve 25,85
olarak belirlenmis olup farkhlik istatistiksel olarak da dnemli bulunmustur (P=0,01)
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(Tablo 4.7 ve Sekil 4.5). Ortaya ¢ikan bu sonug obez hastalar ile MN arasindaki
pozitif iliskiyi rapor eden calismalari (78, 205) desteklemektedir.

APE1 Aspl48Glu polimorfizmi bakimindan heterozigot veya homozigot
mutant genotipte olanlarin  diger polimorfizmler bakimindan  durumunu
degerlendirmek Uzere bir calisma yapilmistir (Tablo 4.6). Buna goére APE1
Aspl148Glu polimorfizmi bakimndan heterozigot olanlarin  XRCC1 kodon 194 ve
kodon 399’un normal genotipleri ile birlikteliginin PKOS grubunda kontrol grubuna
gore 3.37 kat ve 3.10 kat fazla oldugu hesaplanmistir. Diger taraftan yine APE1
Aspl148Glu polimorfizmi bakimindan heterozigot olanlarin XPD kodon 751
polimorfizminin heterozigot ve homozigot mutant genotipleri ile birlikteliginin hasta
grubunda kontrol grubuna kiyasla sirasi ile 2.67 ve 3.97 kat fazla oldugu
hesaplanmistir. APE polimorfizmi bakimindan mutant allel tasiyanlarin diger
polimorfizmler bakimndan genotiplerinin  deg@erlendirildigi  bir  calismaya
ulasabildigimiz kadari ile rastlanmamustir.

XPD proteini NER’de énemli bir rol oynamakta olup blylk eklentiler nedeni
ile olusan bdlgelerin taninmasi ve onariminda gérev almaktadir (206). 5” - 3’ helikaz
aktivitesine sahip olan bu protein normal transkripsiyonun baslamasi icin gereklidir
(28). XPD geninde kodon 751 deki polimorfizm siklikla calisilan SNP’lerindendir
(206). Calismamizda XPD Lys751GIn polimorfizmi bakimindan kontrol grubu ele
alindiginda Lys allelinin frekansi %51.10 Glin allellinin frekansi ise %48.90 olarak
belirlenmistir. Hasta grubunda ise Lys allel frekansi %52.63, GIn allel frekansi ise
%47.37 olarak hesaplanmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda allel frekanslari
bakimindan istatistiksel bir farklilik belirlenmemistir (Tablo 4.5). XPD kodon 751
icin farkh etnik gruplar arasinda istatistiksel olarak @énemli farkliliklar rapor
edilmekte olup bu SNP’nin allelik frekansinin %9’dan %37’ye kadar ciktigi
belirtilmistir (181). Anna Sobczuk ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada
kontrol grubunda Lys allelinin frekansi %61, GIn allel frekansi ise %39 olarak
belirlenmistir (166). Bir baska calismada ise GIn mutant allel frekansi kontrol
grubunda %35 olarak belirlenmistir (192). Lys allel frekansinin %52, Gin allel
frekansi %48 olarak belirlendigi ¢alismanin hasta grubunda yabanil tip ve mutant
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allel frekanslari birbirlerine cok yakin oranlarda olup (166) bu degerler hasta
grubumuzun allel frekanslari ile oldukca yakin degerlerdedir.

Genotip frekanslari acisindan calismamizi degerlendirdigimizde ise kontrol
grubunda Lys/Lys genotipinin frekansi %27.47, Lys/GIn genotipinin frekansi
%47.25, GIn/GIn genotipinin frekansi ise %25.28 olarak belirlenmistir. Hasta
grubumuzda ise Lys/Lys genotip frekansi %28.94, Lys/GIn genotip frekansi %47.37,
GIn/GIn genotip frekansi %23.69 olarak belirlenmistir (Tablo 4.5). Genotip sikhgi
bakimindan elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar
arasindaki farkin énemli olmadi§i saptanmistir. Hem Lys/GIn hem de GIn/Gln
mutant genotiplerinin frekanslari hasta grubunda %47.37, kontrol grubunda ise
%48.90 olarak hesaplanmis olup veriler literatur verilerini desteklemektedir (183,
192, 207). XPD Lys751GIn polimorfizmi GIn/GIn homozigot mutant genotipinin
prevalansinin  arastirildigr  bir calismada Asya’da %1.1, Afrika kokenli
Amerikalilarda %6.9 ve Kafkas irkinda %13.4 oldugu belirlenmistir (208).

XPD kodon 751 polimorfizminin bir¢ok hastalik ile iliskisine dair calismalar
bulunmaktadir (183, 206, 209). XPD Lys751GIn polimorfizminin yaslanma ile
iliskisinin arastirlldigi bir galismada GIn/GIn genotipinin MN frekansi ile iliskili
oldugu belirtilmistir. Firin iscilerinde yapilan bir ¢calismada da yine GIn/GIn mutant
genotipinde MN frekansi yiiksek olarak belirlenmistir (204). Farkli XPD allellerinin
kromozomal aberasyonlar (184), SCE frekansi (210) ile iliskili oldugu ve DNA tamir

kapasitesini azalttigi da rapor edilen veriler arasindadir.

NER, DNA tamir sisteminde hiicre donglsinin kontrolli, apoptozis ve
transkripsiyon gibi 6nemli hucresel gorevlerde anahtar bir role sahiptir (136).
Memelilerde NER, UV 15101 ve diger cevresel karsinojenlerden kaynaklanan
pirimidin dimerleri, fotolrtnler ve blylk kimyasal eklentiler gibi blyiik lezyonlarin
tamirinde gorev alir. DNA’da meydana gelen tim bu degisiklikler, kigik
degisiklikler olmasina ragmen biylk oranda mutajenik olmalari nedeni ile genomun

batinlagund bozar (211).

DNA tamir genlerindeki polimorfizmleri konu alan bircok calisma rapor

edilmistir. Bu ¢alismalarda polimorfizmler ile genomik kararsizlik, kansere yatkinlik
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ya da cesitli sinif hastaliklar arasindaki iliskiler arastirlmistir (13, 14, 15, 188).
PKOS’da rapor edilen genomik kararsizlik ile XRCC1, APE1 ve XPD genlerindeki
polimorfizmlerin iliskisinin  arastirildigi  bu calismada APE1 Aspl48Glu
polimorfizmi bakimindan gruplar arasinda farklilik belirlenmistir. Bu durumla iliskili
olarak hem mutant allelin (Glu) frekansinin hem de homozigot mutant genotipin
(Glu/Glu) frekansinin PKOS grubunda yiksek oldugu belirlenmistir. Cok sayida olan
DNA tamir genlerinden yalnizca g tanesinin ele alindigi bu ¢alisma ulasabildigimiz
kaynaklara gore bu hasta grubu ile yapilan ilk ¢calismadir. Sonraki ¢alismalarda daha
fazla sayida bireyi kapsayan grupla diger tamir genlerinin de calisiimasi yeni

verilerin ortaya konulmasi agisindan yararli olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Bu tez calismasinda polikistik over sendromlu olgularda XRCC1 Argl94Trp
ve Arg399GIn, APE1 Aspl48Glu ve XPD Lys751GIn polimorfizmleri arasindaki

iliski arastiriimistir.

2. PKOS’lu hastalar ve kontrol grubu klinik bulgular ve endokrin sonuclari
acisindan karsilastirildiginda;

a. Olgularin yas ortalamasi hasta grubunda 30,09 ve kontrol grubunda 31,51

olarak belirlenmistir.

b. LH, Estradiol, DHEA-S, aclik insilin, aclik glukoz ve HOMA-IR degerleri
PKOS’lu kadinlarda istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek oldugu

belirlenmistir.

c. FSH ve SHBG degerleri ise PKOS’lu kadinlarda kontrol grubuna gére daha
dusik olarak saptanmistir.

d. VKI ve toplam testeosteron agisindan degerlendirme yapildiginda ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlenmemistir.

3. XRCC1 Argl94Trp, XRCC1 Arg399GIn ve XPD Lys751GIn polimorfizmleri
ve PKOS arasinda allel ve genotip frekanslari agisindan pozitif veya negatif bir iligki

kurulamamistir.

4. APE1 Aspl148Glu polimorfizmi bakimindan PKOS ve kontrol grubu arasinda
allel ve genotip frekanslari agisindan istatistiksel olarak anlaml farklar elde
edilmistir. Buna gore mutant allel olan Glu’in frekansi ile mutant allel bakimindan
heterozigot veya homozigot genotipe sahip olan bireylerin frekansi kontrol grubuna
gore daha yuksek olarak tespit edilmistir.

5. APE1 Asp148Glu polimorfizmi Asp/Asp, Asp/Glu ve Glu/Glu genotipleri ile
vicut Kitle indeksi birlikte degerlendirildiginde VKI’nin Asp/Asp normal genotipine
sahip hastalarda heterozigot ve homozigot mutant genotipte olan hastalara kiyasla

daha dusuk oldugu belirlenmistir.
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6. XRCC1 Argl194Trp ve Arg399Gin, APE1 Aspl48Glu ve XPD Lys751GIn
polimorfizmlerini konu alan calismalara baktigimizda farkli sonuglar gérmekteyiz.
Genlerin normal ve mutant allellerinin dagilimini bir cok faktér etkilemektedir.
Bunlar arasinda calisilan populasyonlarin farkli olmasi kontrol gruplarindaki
farkliliginin en 6nemli nedenini olusturmaktadir. Ayrica farkl hasta gruplarindaki
Klinik heterojenite s6z konusu genlerin allel frekanslarini ve bireylerin tasidigi

genotiplerin dagilimlarini farkl oranlarda etkilemektedir.

7. Genetik polimorfizm calismalari, bireylerin hastaliklara duyarliliklari
konusunda bilgi veren calismalardir. Mutant genotiplerin etkileri ve mutant
genotipler ile hastaliklara olan duyarliliklar arasindaki iliskinin 6nemi her gegen gin
artmaktadir.

8. PKOS’da ortaya c¢ikan genomik kararsizlik ve bunun DNA tamir genleri ile
iliskisini net olarak ortaya cikarabilmek icin daha fazla sayida gen ¢alismalari ve
daha buyuk populasyonlardaki arastirmalar yararli olacaktir.
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