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ÖZET

Polikistik over sendromu (PKOS) kronik anovulasyon, oligomenore ve

hiperandrojenemi ile karakterize bir reproduktif endokrinopatidir. PKOS’un genetik

ve çevresel faktörlerin etkileşimi ile ortaya çıktığı bildirilmekte ve bu olgularda

DNA hasarları ve kromozom kırıkları rapor edilmektedir. Bu durum ise DNA

tamirinde rol oynayan genleri akla getirmektedir. Günümüzde çok sayıda DNA

tamir geni ve bu genlerin ürünü olan proteinlerin aktivitesini değiştiren

polimorfizmler bilinmektedir. Bu çalışmada PKOS’da rapor edilen genomik

kararsızlık ve XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln, APE1 Asp148Glu ve XPD

Lys751Gln polimorfizmleri arasındaki ilişkiyi araştırmak ve PKOS patogenezinin

aydınlatılmasına katkıda bulunmak amaçlanmıştır.

Çalışma gruplarını oluşturan tüm bireylerin EDTA’lı tüplere alınan kan

örneklerinden genomik DNA izole edilmiştir. Bireylerin genotipleri üç farklı gene

ait dört polimorfizm (XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln, APE1 Asp148Glu ve

XPD Lys751Gln) bakımından gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu yöntemi

kullanarak belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre XRCC1 Arg194Trp,

Arg399Gln ve XPD Lys751Gln polimorfizmleri bakımından PKOS ve kontrol

grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmemiştir. APE1

Asp148Glu polimorfizmi bakımından ise gruplar arasındaki farklılığın istatistiksel

olarak anlamlı olduğu belirlenmiştir. Bu durumla ilişkili olarak hem mutant allelin

(Glu) frekansının (hasta grubunda %37.72 ve kontrol grubunda %19.23) hem de

homozigot mutant genotip (Glu/Glu) frekansının (%12.28) hasta grubunda daha

yüksek olduğu belirlenmiştir.

İlave olarak PKOS’un klinik bulguları ile polimorfizm sonuçları birlikte

değerlendirildiğinde yalnızca vücut kitle indeksi (VKİ) bakımından ve yine yalnızca

APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakımından genotipler arasında farklılık

belirlenmiştir. VKİ’nin  Asp/Asp genotipli hastalarda (22,85) heterozigot (26,24) ve

homozigot mutant (25,81) genotipli hastalara göre daha düşük olduğu tespit

edilmiştir.

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 Arg194Trp, XRCC1

Arg399Gln, APE1 Asp148Glu, 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 Arg194Trp,

XRCC1 Arg399Gln, APE1 Asp148Glu, 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 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln, 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 APE1 Asp148Glu.



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, APE1, XPD, Polycystic Ovary Syndrome
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1. GİRİŞ

Polikistik over sendromu (PKOS), doğurganlık çağındaki kadınların %4-14’ünü

etkileyen heterojen, multifaktöriyel endokrin bir hastalıktır (1, 2, 3, 4, 5). Kronik

anovulasyon, infertilite ve hiperandrojenizm, PKOS’un en karakteristik bulguları

arasındadır (6). Bu grup hastalarda yapılan bazı genetik çalışmalarda özellikle eşey

kromozomları ile ilişkili anomaliler rapor edilmekte iken bazı çalışmalarda ise

karyotip anomalisine rastlanmadığı belirtilmektedir (7, 8). Birçok çalışmada

oligogenik bir hastalık olarak tanımlanan PKOS ile ilişkili olarak çeşitli genlere

ilişkin polimorfizm çalışmaları da bulunmaktadır (9, 10, 11).

Multifaktöriyel bir hastalık olan PKOS ile ilgili olarak birçok biyokimyasal

çalışma da yapılmıştır. Bu çalışmalar arasında dikkat çekici olan bu hasta grubunda

artan oksidatif stres ve azalan antioksidan kapasitenin rapor edilmiş olmasıdır (12).

Dolayısı ile biriken DNA kırıklarının olası nedenlerinden biri olan bu durumun

yanında eğer oluşan DNA kırıkları aynı zamanda onarılamıyor ise genomik

kararsızlığın oluşması ve bunun sürekli hale gelmesi kaçınılmaz olacaktır.

DNA tamir genleri ile ilişkili polimorfizm birçok hasta grubunda çalışılmıştır

(13, 14, 15). Bu çalışmalarda farklı tamir genleri çeşitli olgular ile ilişkili olarak ele

alınmış ve değişen sonuçlar rapor edilmiştir. Farklı hasta grupları ile yapılan

çalışmaların yanında sağlıklı bireylerden oluşan çeşitli populasyonlarda farklı DNA

tamir genleri için yapılan polimorfizm çalışmaları da vardır (5, 16).

Bunların dışında farklı yöntemler (mikronükleus, komet testi gibi) ile ölçülen

genomik kararsızlık ve DNA tamir genlerindeki polimorfizm ilişkisi de birçok

çalışmada ortaya konulmuştur (17, 18, 19). Tamir edilmemiş DNA hasarını taşıyan

hücrelerin ise apoptozise ya da kontrolsüz bölünmeye gitmeleri olasıdır. Ayrıca

çeşitli tamir genlerindeki bazı yaygın polimorfizmlerin ise karsinojenlere karşı

hassasiyeti belirlediği öne sürülmüştür (20).

Bazı çalışmalarda PKOS’un oksidatif strese neden olduğu rapor edilmektedir

(12). Ayrıca reaktif oksijen türlerinin (ROT) oksidatif DNA hasarını, DNA

kırıklarını, baz modifikasyonlarını ve kromozom anomalilerini indükleyebildiği
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bilinmektedir (21, 22). İlave olarak PKOS hastalarının genomik kararsızlık ve artan

kanser riskine sahip olduğu belirtilmektedir (23, 24, 25).

Çeşitli nedenlerle oluşan DNA hasarı altı farklı tamir sistemi tarafından

onarılabilmektedir. Bunlar; doğrudan tamir, baz kesip çıkarma tamiri, nükleotid kesip

çıkarma, çift zincir kırık tamiri, translesion sentezi (post-transkripsiyonel DNA

tamiri), yanlış eşleşme tamiri (mismatch tamiri)’dir (26, 27). Bu tamir

mekanizmalarının her birinden çok sayıda proteinin sorumlu olduğu bilinmektedir.

Bunlardan olan iki tanesine şifre veren APE1 ve XRCC1 baz kesip çıkarma

tamirindeki anahtar genlerdendir (27). XPD geni ise nükleotid kesip çıkarma tamiri

ve zararlı bir DNA lezyonunun olduğu bölgede DNA’nın çözülmesine katılan ve

büyük bir tamir proteini olan bir helikazı kodlar (28).

Bu çalışmada, daha önce genomik kararsızlık gözlendiği çeşitli çalışmalar ile

rapor edilen PKOS olgularında APE1 (Asp148Glu), XRCC1 (Arg194Trp ve

Arg399Gln ) ve XPD (Lys751Gln) polimorfizmini araştırmak amaçlanmıştır.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1 Polikistik Over Sendromu

2.1.1 Tarihçesi

Polikistik over sendromu (PKOS), amenore, hirşutizm, obezite ve overlerde

polikistik görünüm ile karakterize olup, üreme çağındaki kadınlar arasında yaygın

olarak rastlanılan endokrin kaynaklı bir patolojidir (29).

PKOS, ilk olarak 1844 yılında Cherau tarafından insan overinde gözlenmiş ve

sklerotik değişiklikler olarak tanımlanmıştır (30). Daha sonra 1935 yılında Stein ve

Leventhal tarafından hirşutizm, obezite ve infertilite ile birlikte tanımı yapılmış olup

(6, 31) 1985 yılında Adams ve arkadaşları PKOS’lu kadınlarda ultrason bulgularına

açıklık getirmişlerdir (32). Günümüze kadar olan süreçte de bu konu ile ilgili olarak

çalışmalar devam etmektedir.

2.1.2 Epidemiyolojisi

Farklı klinik sendromlarda polikistik overlere (PKO) rastlanabilmektedir (33).

Belli semptomların bir araya gelmesi ile birlikte PKO bir sendrom adını almaktadır

(34).

PKOS’un kesin insidansı ile ilgili çalışmalar net değildir. Amerika’da Alabama

Üniversitesi tarafından PKOS’un frekansı %4 olarak bildirilmiştir (2). Avrupa’da

yapılan birkaç çalışmada ise PKOS’un prevalansının %6-7 arasında olduğu

açıklanmakla (2) birlikte PKOS’un tanı kriterlerinin farklı olmasından dolayı

prevalansı hakkında kesin bilgi vermenin zor olduğu fakat üreme çağındaki

kadınlarda yaklaşık olarak %14 olduğuna dair veriler de bulunmaktadır (3).

2.1.3 Tanı Kriterleri

PKOS, 1990 yılında Amerikan Ulusal Sağlık Enstitüsü (National Institute of

Health) (NIH) tarafından düzenlenen konferansta, nedeni açıklanamayan kronik

hiperandrojenik anovulasyon olarak tanımlanmıştır (35, 36). Rotterdam’da 2003

yılında düzenlenen toplantıda [European Society for Human Reproduction and
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Embriyology (ESHRE/ASRM) American Society for Reproductive Medicine] ise

1990 yılındaki kriterlerin ikisinin birlikte varlığının önemli olduğu vurgulanmıştır

(35, 37) ve polikistik overler en az bir overde 12 veya daha fazla sayıda 2-9 mm

çapında folikülün olması ve toplam over volümünün 10 ml’den fazla olması şeklinde

tanımlanmıştır (38, 39).

National Institute of Health (NIH) (1990) kriterleri:

1. Klinik veya biyokimyasal olarak hiperandrojenizm bulguları

2. Kronik anovulasyon

3. Diğer etyolojik nedenlerin ekarte edilmesi

Rotterdam (ESHRE/ASRM) (2003) kriterleri:

1. Hiperandrojenizm bulguları

2. Oligo-anovulasyon

3. Polikistik over görüntüsü

Androgen Excess Society (AES) (2006) kriterleri:

1. Hiperandrojenizm (hirşutizm ve/veya hiperandrojenemi)

2. Ovaryan disfonksiyon (oligoanovulasyon ve/veya PKO görüntüsü)

3. Diğer etyolojik nedenlerin ekarte edilmesi (40, 41)

2.1.4 Belirgin Klinik ve Laboratuar Bulguları

Menstrual Düzensizlikler: PKOS’lu kadınlarda farklı anovulatuar semptomlar

gözlenmektedir (4). Bunlar, altı aydan daha uzun süre menstrual kanama olmaması

(amenore) veya iki menstrual periyod arasında 35 günden daha fazla zamanın olması

(oligomenore) (42) veya amenore ve oligomenorenin tam aksine sık sık ve aşırı

menstrual kanama periyodlarına rastlanmaktadır (43).
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Hirşutizm: Kadınlarda androjenlere duyarlı olan üst dudak, çene, sırt, bel üst

karın, alt karın, üst kol, göğüs, uyluk gibi bölgelerdeki erkek tipi kıl büyümesine

hirşutizm denir (4, 44, 45).

Hirşutizmin nedenleri arasında PKOS, idiopatik hirşutizm başta olmak üzere

sırası ile over ve adrenal tümörler, konjenital adrenal hiperplazi ve cushing sendromu

gelmektedir (46, 47).

Doğurganlık dönemindeki kadınlarda, hirşutizm görülme sıklığı %5-8

oranındadır (48). Psikolojik ve fizyolojik açıdan kadınları etkilemektedir (49).

PKOS’lu kadınlarda hirşutizm ile birlikte akne, androjenik saç dökülmesi, yağlı

cilt, terleme gibi bulgular da görülmektedir (32, 50, 51).

Obezite: Obezite, Stein ve Leventhal’ın bu sendromu tanımlamasından  bu yana

PKOS’un en yaygın özelliğidir. PKOS’ta obezitenin prevalansı yaklaşık olarak %50

kadardır (32). Özellikle abdominal obeziteye rastlanmaktadır. Hasta normal kiloda

olsa bile intra abdominal yağlanma fazladır (3). PKOS’taki obezitenin

prevalansındaki bu varyasyon, yaşam koşulları ve genetik faktörlerin farklı

olmasından dolayıdır (5).

Obezitenin varlığı klinik olarak bazı sonuçlar doğurur. Birincisi serbest

testeosteronun ve östradiolün artması dolayısıyla sex-hormon binding globülin

miktarının azalması ile ilişkilidir. İkincisi obezlerde dislipidemi varlığı nedeni ile

kardiyovasküler hastalıklar açısından risk oldukça artmaktadır (32, 52). Üçüncüsü ise

obezite olup insülin direnci ile ilişkili olup bu durum tip II diabetin habercisidir (32).

Hormon Bulguları: LH/FSH oranı, LH ve glukoz düzeyleri, insülin miktarı,

serbest veya total testeosteron seviyelerinde artış, DHEA-S seviyesinde bir miktar

yükselme ile birlikte normal veya yüksek östrojen seviyesi, normal veya artan PRL

seviyesi, normal veya normalin altında FSH, azalan SHBG düzeyi, LDL-kolesterol,

kolesterol ve trigliserit seviyelerinde artma, HDL- kolesterol seviyesinde düşüklük

gözlenmektedir (33, 53).
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2.1.5 PKOS ve Jinekolojik Kanserler

Endometrium Kanseri: PKOS ve endometrium kanseri arasındaki ilişki ilk kez

1949 yılında Dockerty ve Jackson tarafından bildirilmiştir. Daha sonraları PKOS’un

klinik bulgularından olan obezite ve endometrium kanseri arasındaki ilişki sıklıkla

rapor edilmiştir (1).

Endometrial kanserin başlıca iki tipi tanımlanmıştır:

TipI endometrium kanseri, bütün vakaların %80’ini oluşturur ve östrojen

kullanımı ile ilişkilidir. TipI endometrium kanserinde risk faktörleri erken menarş,

geç menopoz, infertilite, kronik anovulasyon, diabet, hipertansiyon, obezite ve

östrojen kullanımıdır. Östrojen kullanımı endometrial hücrelerin mitotik aktivitesini

artırır ve DNA replikasyon hatalarının miktarı da artar. Bu nedenle de malign

fenotipler ortaya çıkar. TipI endometrium kanserinde sıklıkla mikrosatellit

instabilitesi görülür. PTEN mutasyonları, K-ras mutasyonları ve β-katenin

mutasyonları gibi genetik değişimler saptanmıştır (1).

TipII non-endometrium kanseri ise östrojen ile ilişkili değildir ve bu tip

endometrium kanserinde sıklıkla p53 mutasyonları ve birkaç kromozomda

heterozigozite kaybı saptanmıştır (1).

Uterus Sarkomları: Uterus sarkomların histolojik varyantları içerisinde

leiomyosarkoma, endometrial stromal sarkoma ve mixed müllerian tümörler en

yaygın olanlarıdır (54). Endometrial stromal sarkomlar mitotik indeksine göre düşük

grade ve yüksek grade olarak iki gruba ayrılır (55). Düşük grade endometrial stromal

sarkomlar hormon kullanımına duyarlı tümörler olup bazı vakalarda PKOS’un

saptandığı rapor edilmiştir. Karsinomlara daha sıklıkla postmenopozal dönemde

rastlanmaktadır. Ancak literatürde PKOS’lu karsinomlara 19, 27 ve 36 yaşlarında üç

kadında rastlandığı bildirilmiştir (1).

Epitelyal Over Kanseri: PKOS ve over kanseri riski arasındaki ilişki birkaç

çalışmada değerlendirilmiş ve çelişkili sonuçlar bulunmuştur (56, 57, 58, 59).
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Schildkraut ve arkadaşları epitelyal over kanserli 476 kadın ve 4081 kontrolü

değerlendirip over kanser riskinin PKOS’lu kadınlar arasında 2.5 kat fazla olduğunu

saptamışlardır (58). Bununla birlikte Atimo ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada ise

PKOS’lu kadınlarda ve bu kadınların ailelerinde over kanser öyküsüne

rastlanmamıştır (59).

Yapılan bazı çalışmalarda obezite ile epitelyal over kanseri riski arasında ilişki

gösterilmiştir. PKOS’ta obezitenin prevalansı yaklaşık olarak %50 kadardır (32).

Amerika Birleşik Devletleri’nde vucut kitle indeksi (VKİ) yüksek olan kadınlarda

düşük olan kadınlara göre kanser riskinin 1.7 kat yüksek olduğu saptanmıştır (1).

Meme Kanseri: Hem epidemiyolojik hem de deneysel veriler meme kanseri

etyolojisinde yaşam boyunca kümülatif olarak östrojen ve progesteron kullanımının

ilişkili olduğunu açığa çıkarmıştır (60). Erken menarş yaşı, geç menopoz yaşı gibi

sebepler malignite için risk faktörleridir (1).

Bazı araştırıcılar obeziteyi değerlendirmiş, postmenopozal meme kanseri riskini

obez kadınlarda yüksek bulmuşlardır. Bununla birlikte premenopoz dönemde VKİ ve

meme kanseri arasında ters orantılı bir ilişkiden bahsedilmiştir (1).

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda CYP11A geninin promotor bölgesinde

[(TAAAA)n] tekrarının polimorfizmi tanımlanmış ve PKOS ile ilişkili olduğu

saptanmıştır (1). Zheng ve arkadaşları bu polimorfizmin meme kanseri ile ilişkisini

araştırmışlar ve bu hasta grubunda yaygın olarak 4, 6 veya 8 (TAAAA) tekrarlarını

belirlemişlerdir (61).

Literatürde yapılan epidemiyolojik çalışmalarda meme kanseri riski ile PKOS

arasında ters orantılı ilişkilerin varlığı da gösterilmiştir (62, 63).

2.2 PKOS’un Genetik Temelleri

PKOS, hem çevresel hem de genetik faktörlerin etkisinde olan kompleks bir

hastalıktır (64). PKOS klasik Mendelian bir kalıtım göstermez (65). Bununla beraber

yapılan çok yönlü çalışmalar PKOS’un ailesel bir yığılım gösterdiğini kanıtlamıştır

(36, 65, 66). Ancak PKOS’un kalıtım modeli açık değildir. Bazı çalışmalarda eksik
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penetrans ile kalıtım modelinin dominant olduğu vurgulanmış olup bazı çalışmalarda

ise çevresel faktörler ile kalıtımın multigenik bir kalıtım modeli olduğu

kanıtlanmıştır (64).

Yeni teknolojilerin kullanımının yaygınlaşması, genom taramalarının artması,

haplotip haritalarının tamamlanması genetiğin sahasını genişletmiş olup, PKOS’un

etyolojisinin belirlenmesine önemli katkılar sağlamıştır (66).

PKOS’a yatkınlık oluşturan 50’den fazla aday gen belirlenmiş olup (65) bu

genlerden bazılarının ise sendromun patogenezinde anahtar rol oynadığı rapor

edilmiştir (67).

2.2.1 PKOS’ta Aday Genler

Calpain-10 (CAPN10) Geni: CAPN10 geni, 2q37’de lokalize olup tip II diabet

ile ilişkili bir lokus olarak rapor edilmektedir. İnsülin direnci PKOS hastaları

arasında karakterize olan bir durumdur. Bu nedenle CAPN10 geni olası aday bir

gendir. CAPN10 geninin üç varyantı bulunmaktadır (65). İdiopatik hirşutizm ve

hiperandrojenemi ve PKOS hastaları ile yapılan farklı vaka kontrol çalışmalarında

CAPN10 geninin varyant allel ve polimorfizmleri arasında pozitif ilişkiler

saptanmıştır (64).

Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) Geni: Lokalizasyon bölgesi 17p13.1

olan SHBG geninin promotor bölgesinde (TAAAA)n polimorfizmi PKOS’lu 185

Yunan kadınında yapılan bir çalışmada gösterilmiştir (65). Hogeveen ve arkadaşları

gebelik boyunca şiddetli hiperandrojenemiye neden olan bir mutasyonunun varlığını

yayınlamışlardır (68).

Follistatin (FST) Geni: FST geni 5q11.2 kromozom bölgesinde lokalize olup bu

genin ovarian folliküler gelişiminde rol oynadığı bilinmektedir. Hipofiz bezinden

FSH salınımını ve pankreatik β-hücrelerinden insülin salınımını artıran ve androjen

üretimini baskılayan genlerdendir (64). Ericson ve arkadaşları polikistik ve normal

overlerin follistatin protein seviyelerini ölçerek yaptıkları çalışmada farklılık

belirleyememişlerdir (69). Bunun aksine Norman ve arkadaşları follistatin

konsantrasyonlarını 108 PKOS hastasında 20 kişilik kontrol grubundaki sağlıklı
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kadından daha yüksek olarak saptamışlardır (70). Yine Eldar-Geva ve arkadaşları

serum follistatin konsantrasyonlarını PKOS hastalarında kontrol grubundan daha

yüksek olduğunu belirlemişlerdir (71).

İnsülin (INS) Geni: PKOS için duyarlı bir lokus olan insülin geni 11p15

bölgesinde lokalize olmuştur. Bu lokus hiperinsulinemi ile ilişkili olup tip II diabete

duyarlılık oluşturabilmektedir (65).

Androjen Reseptör (AR) Geni: Androjen reseptör geni Xq11-12 lokalize olup

transkripsiyon ürünü 917 aminoasit uzunluğunda olan bir proteini kodlar (72).

Androjen reseptör geninin N-terminalinde tekrarlayan CAG dizisinin polimorfizmi

ile PKOS arasında ilişki olduğunu kanıtlayan bazı çalışmalar gösterilmiştir. Hasta

grubunu PKOS olgularının oluşturduğu bir vaka kontrol çalışmasında CAG tekrar

dizilerinin uzunluğu ile testeosteron seviyesi arasında ters orantılı bir ilişki olduğu

saptanmıştır (64).

Cytochrome P450 Family 11, Subfamily A (CYP11a) Geni: Lokalizasyon

bölgesi 15q23-24 olan CYP11a geninin 5’ ucunda polimorfik bir dizi belirlenmiş

olup (73) bu dizinin yüksek testeosteron düzeyi ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir

Ghorani ve arkadaşları PKOS’lu (Rotterdam kriterlerine göre) 20 aileyi gözden

geçirmiş, kolesterol artışı ile CYP11a geni arasında bir ilişki saptamışlardır (74).

Cytochrome P450 Family 11 (CYP17) Geni: CYP P450c17α (Sitokrom P450,

17hidroksilaz/ 17,20-liyaz enzimleri) enzimini kodlayan bu gen 10q24.3 bölgesinde

lokalize olmuştur. Bu enzimin hem overlerde hem de adrenal bezlerde androjen

üretimi için gerekli olduğu belirtilmiştir (75).

2.2.2 PKOS ve Genomik Kararsızlık

Kanser başta olmak üzere diğer birçok hastalıkta genomik kararsızlık

belirlenmiştir. Kararsızlık, kromozomal veya mikrosatellit düzeyinde

gerçekleşebilmektedir (76). Genomik kararsızlık markerları olarak; DNA bağ

kırıkları, kromozom aberasyonları, mikronukleus sıklığı, anöploidiler, telomer

kısalması, apurinik bölgeler, DNA katılım ürünleri, DNA oksidasyonu ve



10

metilasyonu, mitokondrial DNA mutasyonları ve germ hücrelerinde meydana gelen

DNA hasarları kullanılmaktadır (77).

Son yıllarda yapılan çalışmalarda telomer kısalması, 8-hidroksideoksiguanozin

(8-OHdG) ve mikronukleus (MN) çalışmaları, genom instabilitesi veya kromozomal

hasarın belirlenmesinde geniş bir yer tutmaktadır. MN, hem in vitro hem de in vivo

sitotoksisite ve genotoksisite çalışmalarında sıklıkla kullanılan bir kromozomal

biyomarkerdir. MN, hücre sitotoksisitesi ve hücre ölümü gibi önemli olaylarda

kromozom kırıkları, kromozom yeniden düzenlemeleri ve gen amplifikasyonları ile

ilgili olarak eş zamanlı bilgiler sağlamaktadır (78). Yeşilada ve arkadaşları

mikronükleus sıklığının PKOS’lu hastalarda yüksek olduğunu belirlemişlerdir (23).

Oksidatif DNA hasarının güvenilir belirteçleri arasında olan 8-OHdG’nin yer

aldığı çalışmaların sayısı da her geçen gün artmaktadır (25, 79, 80). Hamurcu ve

arkadaşlarının 2010 yılında yaptıkları bir vaka kontrol çalışmasında 8-OHdG

seviyesinde hasta ve kontrol grupları arasında önemli bir fark belirlenememekle

birlikte PKOS’lu hasta grubunda MN frekansını önemli oranda yüksek olarak rapor

etmişlerdir (25).

PKOS’da görülen menstrual düzensizlikler, hirşutizm, akne gibi bulgulara ilave

olarak uzun dönemde dislipidemi, hipertansiyon, hiperinsulinemi, insülin direnci,

obezite, metabolik sendrom, tip II diabet ve kardiyovasküler hastalıklar da eşlik

etmektedir (81).

PKOS’ta obezitenin prevalansı yaklaşık olarak %50 kadardır (32). PKOS’lu

hasta, normal kiloda olsa bile intra abdominal yağlanma fazladır (3). Obezite,

metabolik sendromun gelişmesinde nedensel bir faktör olup özellikle abdominal

obezite metabolik sendrom için temel bir risk etkenidir. Batı toplumlarında obezite

kaynaklı hastalıklar, morbidite ve mortalitenin en yaygın nedenleri arasına yerleşerek

artık tüm dünyada ciddi bir sağlık problemi haline gelmiştir. Kronik oksidatif stresin,

kilo artışı ve obezitenin altında yatan majör mekanizma olabileceği yönünde

çalışmalar bulunmaktadır (82).
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Obez ve metabolik sendromlu hastalar ile MN arasındaki pozitif ilişkiyi gösteren

çalışmalar da rapor edilmiştir (78).

Obezite kaynaklı hastalıklardan olan diabet, akut ve kronik komplikasyonları

nedeni ile dünyada geniş bir sağlık sorunu haline gelmiştir. Tip I diabetin görülme

sıklığı %5-10 iken tip II diabet, diabetin en yaygın formu olup %90-95 oranında

yüksek bir frekansı bulunmaktadır (83, 84).

Tip II diabet, insülin direnci ile karakterizedir. İnsülin direnci, PKOS’un

patofizyolojisinde majör bir rol oynamaktadır. İnsulin direnci, bozulmuş glukoz

toleransı ile birleşince tip II diabet riski taşımaktadırlar. PKOS’lu hastalarda

bozulmuş glukoz toleransı prevalansı %31-35, tip II diabet prevalansı ise %7.5-10

olarak belirtilmiştir (83, 84).

Tip I ve Tip II diabette kromozomal DNA hasarı sıklıkla çalışılan araştırma

konularından biridir. Tip I diabette SCE ve MN frekansı araştırılmış ve sağlıklı

kontrollere göre daha yüksek olduğu belirlenmiştir  (85, 86).

VKİ’nin genel olarak yüksek olduğu ve abdominal obezitenin sıklıkla görüldüğü

tip II diabet hastalarının hem kan hem de idrar örneklerinde oksidatif DNA hasarının

göstergesi olan 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) seviyesinin de yüksek olduğu

belirlenmiştir (79). Yine yapılan bir başka vaka kontrol çalışmasında da telomer

kısalmasının tip II diabet hastalarında daha fazla olduğu vurgulanmıştır (82). MN

frekansı da  tip II diabet hasta gruplarında çalışılan testlerden biri olup bu hasta

grubunda MN frekansının sağlıklı kontrol gruplarından daha yüksek olduğu rapor

edilmiştir (86, 87, 88).

İnsülin direnci, arterosklerotik kardiyovasküler hastalıklar için de risk

faktörüdür. Son yıllarda kardiyovasküler hastalıkların patogenezinde oksidatif DNA

hasarı kaynaklı kromozom instabilitenin rolü sıklıkla araştırılan konular arasındadır.

MN sıklığının koroner arter hastalarında yükseldiği ve bu yüksekliğin hastalığın

şiddeti ile de paralellik gösterdiği vurgulanmaktadır (78, 88, 89).
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2.2.3 PKOS, Oksidatif Stres ve DNA Hasarı

PKOS’a uzun dönemde dislipidemi, hipertansiyon, hiperinsulinemi, insülin

direnci, obezite, metabolik sendrom, tip II diabet ve kardiovasküler hastalıklar da

eşlik etmektedir (81). Bu hastalıklarda gözlenen metabolik stres ve hipoksi gibi

nedenlerin bir sonucu olarak serbest radikal üretiminin arttırdığı ve antioksidan

savunma sisteminin bozulmasından ötürü reaktif oksijen türleri ile PKOS’un

ilişkisini gösteren çalışmaların sayısı gün geçtikçe artmaktadır (81). Oksidatif stresin

endometriozis, polikistik over sendromu gibi bazı jinekolojik hastalıkların

patogenezinde rol oynadığı ayrıca oosit kalitesi ile folliküler sıvıdaki reaktif oksijen

türlerinin (ROT) düzeyi arasındaki ilişkiyi araştıran çalışmalar bulunmaktadır (90,

91).

2.2.3.1 Oksidatif Stres Nedir?

Son yıllarda yapılan çalışmalarla birlikte kanser, diabet, kardiyovasküler ve

nörodejeneratif hastalıklar gibi başlıca kronik hastalıkların patofizyolojisinde

oksidatif stresin yer aldığı gözlenmektedir (92). Normal fizyolojik koşullarda serbest

radikallerin hasar verici etkisi hücresel antioksidanlar ve enzimler tarafından etkisiz

hale getirilmektedir. Organizmalarda serbest radikallerin meydana gelme hızı ile

bunların yok edilme hızı arasındaki dengenin bozulması ‘oksidatif stress’ oluşumuna

neden olmaktadır (93).

Serbest radikaller, gen ekpresyonları, reseptör aktivasyonları ve çok sayıda

hücresel sinyal sistemlerini kapsayan birçok biyolojik sistemde hem yararlı hem de

zararlı rol oynamakla birlikte bunların yüksek konsantrasyonları, karbonhidratlar,

proteinler, membran lipidleri ve nükleik asitler gibi önemli hücresel yapıların

oksidatif hasara uğramasına neden olmaktadır (94).

Organizmalar için en önemli serbest radikaller arasında, süperoksit (O2
•-),

hidroksil (•OH), nitrik oksit (NO•-), peroksil (RO2
•) yer almaktadır. Peroksinitrit

(ONOO-), hipokloröz asit (HOCl), hidrojen peroksit (H2O2), singlet oksijen (1O2) ise

serbest radikal olmamakla birlikte girdikleri reaksiyonlar sonucunda serbest radikal

oluşumuna yol açmaktadırlar (94).
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Süperoksit radikalinin aşırı üretimi hücresel metabolizmanın aşırı yükselmiş

glukoz tarafından bozulduğu durumlarda gerçekleşmektedir. Bu da diyabetin

komplikasyonlarına yol açmaktadır (95, 96, 97). Nitrik oksit, arjininin nitrik oksit

sentaz (NOS) enzimi aracılığıyla sitrulline dönüşmesinin bir sonucu olarak

vazodilatör görevi yapmaktadır. Nitrik oksit ile süperoksidin reaksiyon ürünü olan

peroksinitrit çok reaktif bir moleküldür. Kardiyovasküler hastalıkların patogenezinde

rol oynamaktadır (92). Hidrojen peroksit bir radikal olmamakla birlikte yarı ömrü

uzun olup membranlardan kolaylıkla geçebilmektedir. Geçiş metallerinin varlığında

(Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonları) ve suyun iyonize edici radyasyona maruz

kalması durumunda ise hidroksil radikalinin meydana gelmesine neden olmaktadır

(94). Hidroksil radikali çok reaktif olup (98) başta nükleik asitler olmak üzere,

organik asitler, amino asitler, şekerler ve fosfolipidler gibi birçok biyokimyasal

madde ile tepkimeye girip bu molekülleri oksitleyebilmektedir (96, 99, 100).

2.2.3.2 DNA Hasarı

DNA Baz Hasarları

Endojen (deaminasyon, depurinasyon, depirimidasyon, metabolizma ürünleri

(101) ya da ekzojen etkenler [kimyasal ajanlar (alkilleyici ajanlar, kemoterapi

ilaçları, aflatoksin, benzopiren) ve fiziksel ajanlar (iyonize radyasyon, ultraviyole

ışınlar)] (102) nedeni ile genetik materyalin moleküler bütünlüğünde oluşan

değişikliklere ‘DNA hasarı’ adı verilmektedir (103). DNA hasar ajanlarının büyük

çoğunluğu hücre genomunun stabilitesini tehdit edebilmektedir. Hidrolitik

reaksiyonlar, enzimatik olmayan metilasyon, reaktif oksijen türleri, iyonize

radyasyon ve farklı kimyasal ajanlar DNA hasarlarına yol açarlar ve bunlar

potansiyel olarak sitotoksiktirler (104, 105).

Serbest radikallerin girmiş olduğu tepkimeler sonrasında DNA’nın dört bazında

20’den fazla ürün meydana gelmektedir (106). Özellikle OH• radikallerinin girdiği

reaksiyonlar pürin ve pirimidin bazlarında değişimler oluşturmaktadır (107).
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Hidroksil radikali pürin ve pirimidinlerin çift bağlarına bağlanır. Hidroksil

radikali sitozinin 5. karbon atomuna %87 oranında eklenirken 6. karbon atomuna

%10 oranında eklenir.

Timinde ise %60 oranında 5. karbona eklenirken 6. karbon atomuna %30

oranında eklenir. %10 oranında da metil grubundan bir hidrojen atomunun

ayrılmasıyla oluşan alil radikali oluşumu şeklindedir (108, 109).

Guanin bazının OH radikali ile birlikte tepkimeye girmesi, genellikle C4-, C5-

ve C8- pozisyonlarına olur (108). C8-OH- radikallerinin oksidasyonu sonucunda 8-

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

Adenin bazının OH radikali ile etkileşimi sonucunda 8-OH-adenin ve

fapyadenin  oluşmaktadır (108).

Oksidatif DNA Hasarının Replikasyona ve Transkripsiyona Etkileri

1. Pürinlere Etkileri

7,8-Dihidro-8-oxoguanin (8-OH-Gua): Oldukça mutajenik olan bu hasar

oksidatif  DNA hasarının biyomarkerı olarak kabul edilmektedir (108). 8-OH-Gua,

sıklıkla G ve C ile eşleşmektedir. Memeli hücrelerde 8-OH-Gua:C çifti etkili bir

şekilde tamir edilirken 8-OH-Gua:A çiftinin tamir oranı zayıftır (110).

Oxazolon: Yapılan çalışma sayısı çok az olup G→T transversiyonlarına neden

olduğu bildirilmiştir (108).

7,8-Dihidro-8-oxoadenin (8-OH-Ade): A→G transisyon ve A→C

transversiyonlarına neden olmaktadır. Bu mutasyonların frekansı %1 olarak

belirtilmiştir (98).

Formamidopirimidinler: OH radikali ataklarının başlıca ürünleri FapyAde ve

FapyGua’dir. 5-metil-FapyGua, guaninin metilasyonu sonucunda oluşur ve in vitro

koşullarda güçlü bir şekilde replikasyonu engeller. FapyAde’ninin 8-OH-Ade’den

daha mutajenik olduğu literatürde gösterilmiştir (107).
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2-Hidroksiadenin (2-OH-Ade): 2-OH-Ade, A→G, A→T, A→C

transversiyonlarına neden olmaktadır (111).

2. Pirimidinlere Etkileri

5,6-Dihidro-5,6-dihidroksitimin (Timin glikol): İyonize radyasyonun

oluşturduğu en temel DNA ürünüdür. Yapılan çalışmalarda T→C

transversiyonlarının mutasyon oluşturma frekansının %0.3 olduğu belirlenmiştir.

Timin glikolün A ile eşleşmelerinin ise mutajenik etkisinin yok denecek kadar az

olduğu yapılan diğer çalışmalarda bildirilmiştir (112).

5-Formilurasil (5-FoUra): Timinin bir diğer oksidasyon ürünü 5-FoUra’dir.

Hücrelerdeki zararlı etkileri yapılan çalışmalarda vurgulanmıştır ve bu lezyonun

tamiri için 3-metiladenin-DNA glikozilaz II enzimine ihtiyaç vardır. Yapılan son

çalışmalarda in vitro koşullarda güçlü bir şekilde replikasyonu engellediğinden

sitotoksik etkisinin zayıf olduğu vurgulanmıştır (113).

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

transversiyonlarına neden olmaktadır (108).

5-Hidroksisitozin, 5-Hidroksiurasil, 5,6-Dihidro-5,6-dihidroksiurasil (Urasil

glikol): Sitozinin oksidasyonu sonucunda oluşan bu ürünlerin E.coli’de C→T

transisyonlarına neden olarak mutajenik etki gösterdiği belirtilmiştir (114).

5-Hidroksimetilurasil (5-OHMeUra): 5-OHMeUra’in mutajenitesi ile ilgili

olarak farklı sonuçlar bulunmaktadır. Bakteri ve memelilerde oldukça mutajenik

olarak tanımlanan çalışmalar olmakla birlikte 5-OHMeUra’in memelilerde

delesyonlara yol açtığını gösteren çalışmalar da bulunmaktadır (108).

Üre: Timin hidroperoksitlerin ve timin glikolün parçalanma ürünü olarak oluşan

üre toksik olup DNA polimeraz I’in çalışmasını etkin şekilde engeller. Bununla

birlikte T→C mutasyonlarına yol açtığı da gösterilmiştir (115).
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2.3 DNA Tamir Mekanizmaları

DNA tamir yolları; doğrudan tamir, baz kesip çıkarma tamiri (BER), nükleotid

kesip çıkarma tamiri (NER), çift zincir kırık tamiri, translesion sentezi, mismatch

tamiri olmak üzere altı grupta incelenmektedir (26). Araştırmamızla ilgili olarak

BER ve NER hakkında geniş bilgi aşağıda sunulmuştur.

2.3.1 Baz Kesip Çıkarma Tamiri (BER)

BER; DNA bazlarının spontan kaybı, metilasyon ve büyük olmayan eklentiler

nedeni ile oluşan küçük lezyonların onarılmasında (116, 117), okside DNA

bazlarının kaldırılmasında (118) ve deamine bazların tamirinde (119) görevli olan

başlıca DNA tamir yoludur.

BER, bazın kaldırılması ve Apürinik/Apirimidinik bölgelerin kesilmesi, sentez

ve ligasyon basamaklarından oluşmaktadır. DNA glikozilazlar, APE1, DNA

polimerazlar ve DNA ligazlar da BER’de görev alan başlıca enzimlerdir (119).

Baz eksizyon tamirinde hasarlı baz, baz’a özgü DNA glikozilazlar tarafından

tanınmaktadır (16, 120). DNA glikozilaz hasarlı bölgeyi tanımak için DNA’nın

küçük oluğuna yerleşerek hasarlı olan baz ile şeker arasındaki β-N glikozidik bağı

kırar. Böylece hasarlı baz, polinükleotidden ayrılmıştır ve 5'şeker fosfat bağını içeren

tek bir zincir kırığı oluşmuştur.

Hasarlı bazın ayrılmasıyla oluşan bazsız bölge (apürinik/apirimidinik) AP

endonükleazlar  (insanda APE1) tarafından tanınır (121). Fosfodiesteraz enzimleri

AP bölgesindeki fosfodiester bağının kırılmasını sağlamaktadır (122, 123). AP

Endonükleaz1 fosfodiester omurgayı 5’ ucundan keserek 3’ hidroksil grubu ve 5’

deoksiriboz fosfat (dRP) bulunan bir çentik oluşturur (124).

Bu aşamada dikkat çeken protein, Poly-ADP Riboz Polimeraz (PARP1),

Polinukleotid Kinaz (PNK), Polimeraz β (Pol β) ve Ligaz3α (LIG3α) ile etkileşim

halinde olan XRCC1 proteinidir (125). XRCC1 enzimi hasarlı bölgede DNA

glikozilaz enziminin APE1 ile yer değiştirmesini sağlar ve hasarlı bazın çıkarılmasını

kolaylaştırır (126, 127, 128).
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BER iki alt yolağa sahiptir (103).

a. Kısa Yama-Baz Kesip Çıkarma Tamir Yolağı (SP-BER): Sadece tek bir

nükleotidin değiştirildiği yolaktır. DNA polimeraz β görev alır ki 5’ sRPaz

aktivitesine sahiptir  ve  kırığın 5’ucundan bazsız şekeri kaldırabilir (118).

SP-BER, baz ve şeker hasarlarının tamiri için majör bir tamir yoludur (118).

b. Uzun Yama-Baz Kesip Çıkarma Tamir Yolağı (LP-BER): Minör BER

yolağı olarak da bilinen uzun yama onarım yolağı, 2-13 nükleotidlik hasarların

onarıldığı, tek zincir kırıklarının tamirinde görevli yolaktır (16). Kısa yama onarım

yolağında görev alan DNA glikozilaz, APE1, DNA polimeraz β gibi birçok  enzim,

uzun yama yolağı ile ortak kullanılır (129). LP-BER’de ilk nükleotid DNA polimeraz

β tarafından birleştirilirken diğerleri DNA polimeraz δ veya DNA polimeraz ε

tarafından birleştirilir. Başlangıçta DNA polimeraz birkaç nükleotid yardımıyla

3’ucu uzatır ve 5’deoksiribofosfat içerir (118). 5’deoksiribofosfatı bir flap

oligonükleotidi olarak değiştirerek boşluk tamir edilir. Boşluk DNA ligaz yardımı ile

kapatılmadan önce kalan oligonükleotid parçası spesifik flap endonükleaz (FEN)

tarafından uzaklaştırılır (116, 130). LP-BER’de farklı olarak prolifere edici nükleer

antijen (proliferating nuclear antigen; PCNA) (124), replikasyon faktör C gibi

yardımcı proteinlere de ihtiyaç duyulur (121).

BER’de onarılmış olan DNA fragmentlerinin ligasyonu ile DNA hasarının tamiri

tamamlanmış olur. SP-BER ve LP-BER’de farklı DNA ligazlar tanımlanmış olup

LIG1 LP-BER’de ve LIG3α ise SP-BER’de görevlidir. LIG3α, XRCC1 proteini ile

kompleks yapar ki DNA ucunun LIG3α tarafından ligasyonunu aktive eder (Şekil

1.1) (118).
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Şekil 1.1 Baz Kesip-Çıkarma Tamir (BER) Mekanizması (131)

2.3.2 Nükleotid Kesip ÇıkarmaTamiri (NER)

NER tamir yolu, Xeroderma pigmentosum (XP)’un tanımlanmasından sonra

1874 yılında Moriz Kaposi tarafından açıklanmıştır (132). XP hastaları güneş ışığına

son derece duyarlı olup güneşe maruz kalan bölgelerin deri kanseri olma insidansı

1000 kat artmaktadır. Çoğu XP hastasında hem global genom NER (GG-NER) hem

de transkripsiyonla ilişkili NER (TC-NER) defektiftir (132).

Memelilerde NER, UV ışığı ve diğer çevresel karsinojenlerden kaynaklanan

pirimidin dimerleri, fotoürünler ve büyük kimyasal eklentiler gibi büyük lezyonların
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tamirinde görev alır (125, 133). UV ışınlarının neden olduğu dimerler DNA

konformasyonunu bozar ve DNA polimerazın aktivitesini engelleyerek replikasyonu

durdurur (102).

NER sigara kullanımı nedeni ile oluşan büyük DNA lezyonlarının da

kaldırılmasında rol oynayan bir DNA tamir yoludur (134).

Karaciğer kanserine neden olan asetilaminofluoren guanin ve yine akciğer

kanserine neden olduğu bilinen benzo[a]piren guanin kaynaklı hasarların tamir

edilmesinde de NER tamir yolu önemli bir göreve sahiptir (135). Benzo[a]piren

DNA’da guanin gruplarına bağlanıp G-C bağının arasına girerek DNA’nın helix

yapısında bozulmalara neden olur. DNA’nın helix yapısındaki bozulmalar NER

tarafından tamir edilmektedir (102).

BER mekanizmasının yeterli olmadığı durumlarda da NER mekanizması hasarın

onarılması için devreye girmektedir (135). NER tamir yolu DNA tamir sisteminde

anahtar bir role sahiptir 136). NER yolu, hasarlı DNA’nın kesin lokalizasyonunu

tanımlamaya dayanır (137). Bu DNA tamir sistemindeki fonksiyon bozuklukları

kansere duyarlılığı artırmaktadır (136).

NER, DNA hasarının tanımlanması, hasarlı bazın kesilip çıkarılması, ligasyon ve

yeniden sentezlenmeyi de içine alan yaklaşık olarak 30 proteinden oluşmuştur (138).

NER, iki ayrı mekanizmadan meydana gelmektedir (103, 139).

1. Global Genom-Nükleotid Kesip Çıkarma Tamiri (GG-NER): DNA’da

genom boyunca transkribe olmayan inaktif bölgelerdeki hasarların tamirinde rol alır

(135).

Hasarın tanımlanması basamağında XPA, RPA, XPC-HR23B ve XPE hasarlı

DNA’ya ilk olarak bağlanan proteinlerdir. Ancak bunların hiçbiri hasarı

tanımlayabilecek kadar yeterli spesifiteye sahip değildir (132).

XPC’nin HR23B ile kompleks oluşturmasının XPC proteinini stabilize ettiği ve

proteozomal degredasyondan korunmayı sağladığı düşünülmektedir. Biyokimyasal

çalışmalardan sonra görülmüştür ki XPC, DNA’daki lezyonun açılmasını sağlar ve
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sonraki NER faktörlerinin bölgeye toplanmasını kolaylaştırır. İnvitro çalışmalar

sayesinde ise farklı tiplerdeki DNA hasarlarına öncelikli olarak XPC-HR23B’nin

bağlandığı ve heliks bozulmalarına karşı daha fazla affinite sağladığı gösterilmiştir.

Ancak yine de XPC ile ilgili bilgiler yeterli değildir (132).

UV ışığı altında XPC proteininin UV-DDB (Ultra-violet-damaged DNA Binding

protein) alt birimi hasarın tanınmasında önemli rolü bulunmaktadır. UV-DDB

özellikle siklopirimidin dimerleri ve fotoürünlerin tanınmasında önemlidir (140).

UV–DDB proteini (DDB1, p127) ve (DBB2, p48, XPE) iki subüniteden

oluşmaktadır (141). Bunların daha ufak DNA kırılmalarının algılanmasında rolü

olabileceği düşünülmektedir. Bu kompleksin üçüncü üyesi centrin 2 proteini olup bu

proteinin NER reaksiyonlarını situmule ettiği gösterilmesine rağmen kesin rolü hala

anlaşılamamıştır (132).

Kompleksin açılmasında TFIIH proteini görev almaktadır.  TFIIH 10 subünitelik

bir kompleks olup, çekirdek bir subkompleks (XPB, XPD, p62, p52, p44, p34, p8) ve

cycling-aktivating kinaz subkompleksi (CAK: cdk7, cyclin H ve Mat1)’ nden

oluşmaktadır (142).

TFIIH, XPC-HR23B proteini ile etkileşim halindedir. Bu safhada DNA’nın

hasarlı bölgesinin açık kalması XPC-HR23B tarafından stabil hale getirilmiş olur

(132).

NER’de görev alan XPB proteini 3’→5’ ve XPD proteini ise 5’→3’ helikaz

aktivitelerine sahiptir (143). Bu sayede lezyonlu bölgelerin açılmasını sağlarlar (144,

145).

XPG’nin hasarın 3’ucundan, XPF/ERCC1 proteininin 5’ucundan kesmesi ile

kesme işlemi başlar. Çıkarılan hasarlı oligonükleotid, XPC-HR23B tarafından

uzaklaştırılır (146).

XPF/ERCC1 yapı-spesifik endonükleazdır. Lezyonun 5’ ucundan ayrılmasını

sağlar (147). XPG ise NER’deki ikinci yapı-spesifik endonükleazdır ve lezyonu 3’

ucundan keser.



21

Tamir sentezi ve ligasyon için PCNA, DNA polimeraz δ ve DNA polimeraz ε,

RPA ve DNA ligaz I’e ihtiyaç duyulur (132). DNA polimeraz δ ve DNA polimeraz ε

replikatif polimerazlardır. Bunlar yüksek hızda DNA’yı replike edebilirler ve çok

düşük hata oranları vardır. Bunlara ek olarak 3’→5’ ekzonukleazlar, replikatif

polimerazlar ile ilişkilidir. Araya giren her yanlış bazı uzaklaştırma yeteneğine

sahiptirler (148).

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

2. Transkripsiyonla ilişkili-Nükleotid Kesip Çıkarma Tamiri (TC-NER):

Belirgin olarak transkribe olan zincirdeki DNA lezyonlarını hedef alır (151).

Transkribe olan DNA transkribe olmayan DNA’ya göre daha hızlı tamir edilir. Bu

şekilde hücrenin ölümü engellenmiş olur (135).

TC-NER’de lezyonun tanımlanması dışında kalan basamaklar GG-NER ile

aynıdır (150). Lezyonlu DNA’nın transkripsiyonu sırasında RNA polimeraz II

lezyonda durur ve GG-NER’deki XPC-HR23B kompleksi yerine CBS (sistationin

beta sentaz) proteini görev alır. Bu protein RNA polimeraz II’yi ubikitinleyerek

parçalanmasını sağlar ve lezyonlu bölgeye TFIIH, XPA ve RPA proteinlerinin

ulaşması sağlanır. Diğer basamaklar GG-NER ile aynıdır (152, 153).
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Şekil 1.2 Nükleotid Kesip-ÇıkarmaTamiri (NER) (131)
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2.4 DNA Tamir Genleri

DNA tamirinde görev alan genler, genomik bütünlüğün korunmasında önemli rol

oynamaktadır. Bugüne kadar insanda 130’dan fazla DNA tamir geni tanımlanmış

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

DNA tamir genleri iki grup altında incelenmektedir. Bunlardan birincisi sinyal

iletimi ve tamirin düzenlenmesi ile ilişkili olan genler, ikincisi ise baz ve nükleotid

çıkarma ve hatalı eşleşme onarımı ile ilişkili genlerdir (102).

Bu çalışmada PKOS olgularında daha önce rapor edilen genomik kararsızlık

ile DNA tamir genlerinin polimorfizmi arasındaki ilişkiyi araştırmak

amaçlandığından çok sayıdaki DNA tamir geninden çalışma konumuzu oluşturan

XRCC1 (Arg194Trp, Arg399Gln), APE1 (Asp148Glu) ve XPD (Lys751Gln) gen

polimorfizmleri özetlenmiştir.

2.4.1 XRCC1 (X-Ray Cross Complementing Group 1) Geni ve

Polimorfizmleri

XRCC1 geni, 19. kromozomun 19q13.2 bölgesinde lokalize olup 17 ekzonu olan,

633 aminoasit uzunluğunda ve yaklaşık 31.9 kb ağırlığındadır (155). Enzimatik

aktivitesi tam olarak bilinmeyen XRCC1 geninde bir adet N-terminal DNA binding

ve iki adet de BRCT motifi bulunmaktadır (121, 156).

XRCC1 ilk olarak, hem alkali ajanlara hem de iyonize radyasyona karşı aşırı

hassasiyet gösteren mutant Çin hamsterinin yumurtalık hücre serisinde yokluğunun

belirlenmesinin ardından tanımlanmıştır (121).

XRCC1, 20’den fazla üyesi olan ‘X-ray repair cross complementing’ gen

ailesinin bir üyesidir. Bu genin ürünleri, farklı mekanizmalar boyunca DNA

tamirinde görev almaktadır. Örneğin XRCC2 ve XRCC3 çift zincir homolog

rekombinasyonda XRCC4-XRCC7 ise çift zincir kırıkların tamirinde görevli

nonhomolog uç birleştirme tamir (NHEJ) yolunda görev alır. XRCC1 ise, BER

yoluyla tek zincir kırıklarının tamirinde tanımlanmıştır (157).
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XRCC1 baz eksizyon tamiri ve tek sarmal kırıklarının tamirinden sorumlu bir

gendir (156, 158). XRCC1 iyonize radyasyondan sonra oluşan dimerlerin ayrılmasını

sağlar (159). Bu gen ürününün hücrelerdeki eksikliği hidrojen peroksit, iyonize

radyasyon ve alkali ajanlara karşı aşırı hassasiyete neden olup mutant hücrelerde

spontan kromozomal aberasyonların ve delesyonların frekansını yükseltmektedir

(156).

XRCC1’in tek zincir kırıklarının tamirindeki rolü birkaç invitro model ile de

açıklanmıştır. Çin hamsterlarının yumurtalık hücrelerinde XRCC1 proteini

eksikliğinin, tek zincir kırıklarının seviyesinde ve kardeş kromatid değişimlerinde

artışa neden olduğu gösterilmiştir (157). Hücrelerde XRCC1’in yokluğu,

mekanizması tam olarak bilinmemesine rağmen hücrelerde LIG3α seviyesinin

azalmasına neden olduğu da bildirilmiştir (120).

XRCC1 çift zincir kırıklarının tamirine de katılmaktadır. 2004 yılında Audebert

ve arkadaşları XRCC1/LIG3 kompleksinin çift zincir kırıklarının tekrar

birleşmesinde gelişme sağladığını göstermişlerdir (160). Ayrıca Çin hamsterlarının

yumurtalık hücre serisinin EM9 hücrelerinde oluşan çift zincir kırıklarının (DSBs)

tamirinde, XRCC1 S371L mutantlarının başarısız olduğu gözlenmiştir (159).

XRCC1 bir platform proteindir. DNA polimeraz β, APE1, hOGG1, poly (ADP-

riboz) polimeraz ve DNA ligaz3α gibi BER’in birçok komponenti ile ilişki halindedir

(161).

Dokularda XRCC1’in ekspresyonu hazırdır fakat değişmez değildir. XRCC1

özellikle primatlarda, testis dokusunda, yumurtalık ve kardiyak dokularda oldukça

yüksek düzeyde ifade edilir. XRCC1’in ifadesi rodent dokusunda da benzer şekilde

düzenlenmektedir. Gonodal dokularda XRCC1’in yüksek ifadesi DNA tamiri için

anahtar bir rol oynadığını düşündürmektedir (157).

XRCC1 geninde 90 adet insan hücre serisi kullanılarak 27 adet gen varyasyonu

tespit edilmiştir. Bunlardan üçü 5’UTR’de, oniki tanesi insersiyon/delesyon, dört

tanesi sinonim SNP ve sekiz tanesi ise nonsinonim SNP’dir (156).
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Son zamanlarda Çin popülasyonunda XRCC1 geninde 5’UTR (5’-untranslated

bölge), -77 T→C lokalize olan başka bir varyant daha tanımlanmıştır. Daha sonra bu

polimorfizmin Kafkas toplumunda yüksek frekansta olduğu doğrulanmıştır (162).

Nickerson laboratuarları tarafından da beş adet nonsinonim SNP tanımlanmıştır.

Bunlar epidemiyolojik araştırmalarda %5’den daha düşük prevalansa sahiptir ve

çalışılmamıştır. Bunlardan biri P161L, diğeri Y576S’tir (156).

XRCC1 geninde bulunan tek nükleotid polimorfizmi 60’dan fazladır (157).

Bütün tek nükleotid polimorfizmleri, XRCC1 geninin fonksiyonunda değişimlere ve

DNA tamir kapasitesinde bozulmalara sebep olmaktadır. 1998’de Shen ve

arkadaşları XRCC1 geninde üç polimorfizm tanımlamışlardır (162). Bunlar ekzon

6’da kodon 194, ekzon 9’da kodon 280 ve ekzon 10’da kodon 399’dur (156).

Populasyondaki yüksek sıklıklarından dolayı kodon 194 ve kodon 399 kanser

epidemiyolojisi araştırmalarında en çok çalışılan varyantlardır (157).

XRCC1’in Arg194Trp polimorfizmi XRCC1’in sıklıkla çalışılan SNP’lerinden

biridir. Bu SNP, XRCC1 proteininin hidrofobik bölgesinde meydana gelmektedir.

NLS domaininde olup ve diğer domainlerle yakınlığı  nedeni ile DNA polimeraz β ve

APE1 ile interaktif bir ilişki içerisindedir (163). Bu nedenle XRCC1 defektleri,

protein konformasyonunu bozarak DNA tamir fonksiyonlarını ve kanser duyarlılığını

değiştirebilmektedir (164). XRCC1 Arg194Trp polimorfizminin kanser ile ilişkisini

araştırmaya yönelik birçok çalışma rapor edilmiştir (156, 165, 166, 167).

Arg399Gln, XRCC1’in en yaygın SNP’sidir (162). Bu bölge XRCC1’in PARP

(Poly-ADP-Riboz Polimeraz) molekülü ile birlikte kompleks meydana getirdiği

bölge olmasından ötürü çok önemli polimorfik bir bölgedir (168). Taylor ve

arkadaşları, tek zincir kırıklarının etkili tamiri için kritik bir öneme sahip olduğunu

vurgulamışlardır (162). XRCC1 Arg399Gln bakımından, mutant hücrelerin iyonize

radyasyon, UV, hidrojen peroksit ve mitomisinC duyarlılığının arttığı bilinmektedir

(164).

XRCC1 Arg399Gln gen polimorfizminin farklı kanser türlerinde farklı ilişkiler

gösterdiği rapor edilmiştir. Örneğin nonmelanoma deri kanseri, özofagus ve mesane
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kanserleri için risk azalmıştır. Fakat akciğer ve mide kanserleri için risk artmıştır

(156). Arg399Gln polimorfizminin Gln varyant allelinin koroner arter hastalığı ile

ilişkisi araştırılmış ancak herhangi bir ilişki saptanamamıştır. Ancak MN frekansı

koroner arter hastalarında kontrollere oranla daha yüksek olarak belirlenmiş fakat

hastalığın şiddeti ile ilişkili bulunamamıştır (169). SCE frekansı Gln varyant alleli

varlığında sigara içenlerde içmeyenlere göre artmıştır (170). Benzene maruz kalan

işçilerde de kodon 399 Arg/Gln ve Gln/Gln genotiplerine sahip olanlarda kromozom

aberasyonlarının frekansının attığı da veriler arasındadır (171).

2.4.2 APE1 (APE Endonükleaz) Geni ve Polimorfizmleri

Apurinik/Apirimidinik (AP) endonükleazlar BER’de AP bölgesinin işlenmesi ve

tanınmasında önemli enzimlerdir (124).

APE Endonükleaz (APE1) geni, 14q11.2-12 kromozom bölgesinde olup 4 intron

ve 5 ekzondan oluşur (124). 35 kDa ağırlığında 318 amino asitlik bir protein kodlar

(121) ve multifonksiyonel bir protein olup nukleusta (119, 121) bazı hücre tiplerinde

ise mitokondri ve sitoplazmada lokalizedir (121, 172).

DNA’dan DNA glikozilazlar aracılığı ile hasarlı bazların kaldırılması

apurinik/apirimidinik (AP) bölgenin şekillenmesine neden olur (16). Bir AP

endonükleaz BER’de kritik bir öneme sahiptir (121). APE1 çok fonksiyonlu bir

protein olup sadece AP bölgelerin tamirinden sorumlu değildir. Aynı zamanda

transkripsiyon faktörlerinin korunmasında oksidasyon-redüksiyon (redoks) faktörü

olarak da fonksiyon görmektedir (119, 121). Bununla birlikte hücresel apoptozis ile

yakın bağlantılı olduğu gösterilmiştir (121).

Memeliler aynı zamanda APE2 proteinine de sahiptir. Fakat bu protein nispeten

daha zayıf AP bölge-spesifiktir (173).

Apurinik/aprimidinik bölgeler mutajenik olup hücrenin ölümüne neden

olabilirler (174). Farelerde homozigot APE (APEX) delesyonunun, embriyonik

ölüme sebep olduğu gösterilmiştir. APEX -/+  heterozigot farelerin ise oksidatif

strese karşı aşırı duyarlı olduğu saptanmıştır (124). Endojen reaktif oksijen türleri,
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beyin hücreleri gibi her bir memeli hücresinde her gün yaklaşık olarak 50.000 ile

200.000 arasında AP bölgelerinin oluşmasına neden olabilmektedir (174).

APE1’de ilk rapor edilen missens mutasyonlar Lue104rg, Glu126Asp,

Asp283Gly, Gly306Ala ve Asp148Glu’dur. Günümüzde Asp148Glu

substitüsyonunun polimorfik bir varyant olduğu belirtilmiştir (16). Asp148Glu

APE1’in en sıklıkla çalışılan varyantlarından biri olup birçok hastalık ile

ilişkilendirilmiştir. Mesane, kolorektal, meme, pankreas, baş ve boyun, lösemi, tiroid

gibi birçok kanser türü ile ilişkilendirilmiştir (175).

Çin’de yapılan bir vaka-kontrol çalışmasında APE1 Asp148Glu polimorfizmi ile

akciğer kanserinin gelişimi arasında önemli bir ilişki belirlemişlerdir. Deng ve

arkadaşları sigara içenler ile içmeyenler arasında yaptıkları bir vaka kontrol

çalışmasında sigara içmeyenlerde APE1 Asp148Glu polimorfizminin akciğer

kanserinin gelişiminde koruyucu bir rol oynadığını bildirmişlerdir (176). Tüm bu

verilerle birlikte Asp148Glu Asp/Glu polimorfizminin kanser gelişimi için düşük

penetrans etki gösterdiği de bir meta analiz çalışması ile rapor edilmiştir (177).

Kanserin dışında APE1 ifadesinin Amiyotrofik Lateral Skleroz-Motor Nöron

Hastalığı (ALS) ve sporadik ALS hastalarında azaldığı da gösterilmiştir (178).

Bu polimorfizmlerden başka 20 endometrial tümör incelenmiş ve tümörlerin

üçünde somatik bir mutasyon bulunmuştur. Bunlardan ikisi proteinin aminoasit

bileşiminde değişiklik ile (Pro112Leu ve Arg237Cys) diğeri ise prematür stop

kodonu ile sonuçlanmıştır (16).

2.4.3 XPD (Xeroderma Pigmentosum Group D) Geni ve Polimorfizmleri

19. kromozomun q kolunun 13.3 bölgesine lokalize olan XPD geni aynı zamanda

ERCC2 (Excision Repair Cross-Complementing Rodent Repair Deficiency, Group2)

olarak da adlandırılmaktadır (134). XPD geni 23 ekzondan oluşmuştur ve

transkripsiyon ürünü 761 amino asitten meydana gelen bir protein olup 86.9 kDa

moleküler ağırlığındadır (28).
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XPD, ATP bağımlı 5'→3' DNA helikaz aktivitesine sahiptir. NER

mekanizmasının işleyişi sırasında DNA çift zincirinin açılması işleminde rol aldığı

düşünülmektedir (28).

İnsanda XPD genindeki nokta mutasyonları (xeroderma pigmentosum,

trikothiodistrophy ve cockayne sendromu) yaşlanma, bazı mental ve büyüme

gerilikleri, kansere yatkınlık gibi yüksek mutasyon frekansı olan yüksek UV-ışığına

duyarlılıkla karakterize DNA tamir eksikliği hastalıklarına neden olmaktadır (179).

Bu mutasyonların çoğu proteinin C-terminalinde lokalizedir (134). XPD geninde

yaklaşık olarak 100 mutasyon tanımlanmıştır (28). Nokta mutasyonlarının bir kısmı

hastalıkların sebebidir ve bu mutasyonlar hastalarda homozigot olarak saptanmıştır

(28, 134).

XPD geninde 8 kodon tek nükleotid polimorfizmi (4 sinonim ve 4 amino asit

substitüsyonu) ve 138 intronik National Center for Biotechnology Information’s SNP

database tanımlanmıştır (180, 181).

En sık görülen mutasyonlar kodon 156, 312, 711 ve 751 olup allel frekansları

%25’den büyüktür (134). Dört polimorfizm amino asit değişimiyle sonuçlanır (28).

Özellikle G’nin A’ya substitüsyonu ile oluşan kodon 312 (Asp312Asn)’de aspartik

asit asparajin, A’nın C’ye substitüsyonu sonucu oluşan kodon 751 (Lys751Gln)’de

lizin gutamin (182), kodon 199’da izolosin metionin, kodon 201’de histidin tirozin

amino asit değişimleri (28) az veya çok olmak üzere proteinin etki mekanizmasında

değişikliklere yol açarak tamir sisteminde bozulmalara ve karsinogenezise yol

açabilmektedir (183).  Kodon 199 ve kodon 201 polimorfizmleri daha nadir olup

allel frekansı yaklaşık olarak %4’tür (28).

XPD varyantlarının fonksiyonel önemini anlamak için yapılan çalışmalar,

kromozom aberasyonlarını, p53 mutasyonlarının, DNA tamir kapasitesindeki

değişiklikler ve DNA eklentilerinin şekillerini kapsayan çalışmalardır (181).

XPD Lys751Gln, XPD genindeki en yaygın SNP olup en sıklıkla çalışılan

SNP’lerin başında gelmektedir. Allelik frekansı farklı etnik gruplarda %9’dan

%37’ye kadar çıkmaktadır. Literatürde biyolojik test ölçümleri kullanılarak yapılan
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bazı çalışmalarda DNA tamir kapasitesi ve XPD varyantları arasında anlamlı bir

ilişki olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmalardan denek sayısı en az olan meme kanseri

tanısı almış 31 kadın, kodon 751 XPD Lys/Lys genotipi açısından değerlendirilmiş

ve X ışını kaynaklı DNA hasarının tamirinin azaldığı yönünde saptamalar

yapılmıştır. Bireylerde bir veya iki Gln alleli ile homozigot wild tip alleli için

kromozom aberasyonları daha yüksek seviyelerde bulunmuştur (28).

XPD Lys751Gln polimorfizminin koroner arter hastalığı ile ilişkisi araştırılmış

ancak herhangi bir ilişki saptanamamakla birlikte MN frekansı koroner arter

hastalarında kontrollere oranla daha yüksek olarak belirlenmiş fakat hastalığın şiddeti

ile ilişkili bulunamamıştır (169). Farklı XPD allelllerinin kromozomal aberasyonlar

(184), SCE frekansı, DNA katılım ürünleri ile ilişkili olduğu DNA tamir kapasitesini

azalttığı tespit edilen veriler arasındadır. XPD 751Gln allelinin baş ve boyun,

melanoma ve akciğer kanseri riskini artırdığı rapor edilmiştir (169).
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

PKOS ve kontrol gruplarında XRCC1 (Arg194Trp ve Arg399Gln), APE1

(Asp148Glu), ve XPD (Lys751Gln) polimorfizmini araştırmak amacı ile

çalışmamızda kullandığımız araç-gereçler, sarf malzemeler ve uyguladığımız

yöntemler sırası ile aşağıda belirtilmiştir.

3.1 Örneklerin Seçimi

Hasta Grubunu Oluşturan Bireylerin Çalışmaya Dahil Edilme Kriterleri

İnönü Üniversitesi Turgut Özal Tıp Merkezi Kadın Hastalıkları ve Doğum

Polikliniği’ne başvuran ve 2003 Rotterdam kriterlerine göre PKOS tanısı almış 18-40

yaşları arasında olan ve son altı ay içerisinde hirşutizm veya herhangi bir hormon

veya steroid tedavisi almamış başka hastalığı bulunmayan PKOS’lu 114 kadından

menstrual periyodun 3.gününde EDTA’lı tüplere kan örnekleri alınmıştır.

Hasta grubunu oluşturan kadınlar, gönüllü bilgilendirme formunu okuyup

araştırmaya katılmayı kabul ettiklerine dair imzaları alındıktan sonra çalışmaya dahil

edilmişlerdir.

Kontrol Grubunu Oluşturan Bireylerin Çalışmaya Dahil Edilme Kriterleri

İnönü Üniversitesi Turgut Özal Tıp Merkezi Kadın Hastalıkları ve Doğum

Polikliniği’ne başvuran ve 18-40 yaşları arasında olan ve son üç ay içerisinde

herhangi bir tedavi almamış sağlıklı 91 kadından, menstrual periyodun 3. gününde

EDTA’lı tüplere kan örnekleri alınmıştır.

Kontrol grubunu oluşturan kadınlar, gönüllü bilgilendirme formunu okuyup

araştırmaya katılmayı kabul ettiklerine dair imzaları alındıktan sonra araştırmaya

dahil edilmişlerdir.

Bu çalışmanın protokolü İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu tarafından

onaylanmıştır. Etik kurul onayı ekler bölümündedir.
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3.2 Alet ve Cihazlar

1. Isı bloğu (Wealtec)

2. Mikro santrifüj (Hettich Mikro 20)

3.Derin dondurucu (-20ºC) (Regal)

4. Vorteks (Nüve, NM 110)

5. Otomatik pipet (20, 100, 200, 1000 µl) (Eppendorf)

6. Real-time PZR cihazı (Roche, LightCycler 2.0)

3.3 Sarf Malzemeler

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

Diagnostic, Mannheim, Germany)

2. LCTM FastStart DNA Master HybProbe kit (Roche Diagnostics Mannheim,

Germany),

2. LightSNiP XRCC1 (Arg194Trp) (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany)

3. LightSNiP XRCC1 (Arg399Gln) (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany)

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

5. LightSNiP XPD/ERCC2 (Lys751Gln) (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany)

3.4 Yöntemler

3.4.1 Biyokimyasal İncelemeler

LH, FSH, açlık insülin miktarı, total testeosteron, DHEA-S, estradiol seviyesi,

SHBG düzeyi Immulite 2000, açlık glukoz düzeyleri ise Architect cihazı ile

belirlenmiştir. Adı geçen biyokimyasal parametreler, İnönü Üniversitesi Tıp

Fakültesi Turgut Özal Tıp Merkezi Kadın Doğum Hastalıkları ve Doğum AD

tarafından istem yapılan testler olup hastanemiz merkez laboratuvarında çalışılmıştır.

Hasta ve kontrol gruplarında HOMA-IR değerleri, açlık serum insülin değeri

(µIU/mL)×açlık glukoz (mg/dL)/405 olarak hesaplanmıştır (67).
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Hasta ve kontrol gruplarının vücut kitle indeksi değerlendirilmesi, vücut kütlesi

(kg) / boy2 (m2 ) olarak yapılmıştır (23).

3.4.2 Polimorfizmlerin Belirlenmesi

Bu çalışmada hasta ve kontrol grubunu oluşturan tüm bireylerden 2 ml periferik

kan EDTA’lı tüplere alınarak aşağıdaki çalışmalar yapılmıştır.

3.4.2.1 Periferik Kandan DNA İzolasyonu

Periferik Kandan DNA izolasyonu için “High Pure PCR Template Preparation

Kit (Roche Diagnostics Mannheim, Germany)” kullanılmıştır. Kit içerisinde

parçalama tamponu (Lizis Buffer), bağlama tamponu (Binding Buffer), proteinaz K

çözeltisi (Liyofilize durumda olan proteinaz K, 4.5 ml distile su eklenerek çözülür.

Elde edilen solusyon -15/-25oC’de saklanır.), inhibitör yok edici tampon (Inhibitor

Removal Buffer) (Bu tampon, kendi şişesinde mevcut olan tampona, 20 ml saf etanol

eklenip hafiçe karıştırılarak hazırlanır), yıkama tamponu (Wash Buffer) (Bu tampon

şişesinde mevcut olan tampona 80 ml saf etanol eklenip hafifçe karıştırılarak

hazırlanır) ve elüsyon tamponu (Elution Buffer) bulunmaktadır.

DNA izolasyonu için öncelikle kuru ısı bloğu, 70oC’a getirilir. Ependorf tüpüne

yeterli miktada (bir örnek için 200 µl) elüsyon tamponu konulur ve 70oC’da kuru ısı

bloğuna daha sonrasında kullanılmak üzere yerleştirilir.

Sırası ile aşağıdaki işlemler yapılır:

1. Ekstraksiyon yapılacak numune sayısı kadar 1.5 ml’lik ependorf tüp

hazırlanıp numaralandırılır.

2. EDTA’lı tüplerde bulunan kan örneklerinin her birinden ayrı ayrı olmak

üzere 200 µl alınır ve numaralandırılmış olan ependorf tüplere dağıtılır.

3. Aynı ependorf tüplere 200 µl parçalama tamponu, 200 µl bağlama tamponu

ve 40 µl proteinaz K ilave edilir.

4. Vorteks yapılır ve kuru ısı bloğunda 70oC’de 10 dakika inkübe edilir.
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5. İnkübasyon sonrası ependorf tüplerin kapakları açılarak 100 µl 2-proponol

(saf) ilave edilir.

6. Vorteks yapılır ve ependorf tüpteki tüm miktar daha önceden toplama tüpü

içerisine yerleştirilen ve numaralandırılan kolonlara eklenir.

7. 1 dakika 10000 rpm’de santrifüj edilir. Santrifüj sonrasında kolonun altındaki

kolleksiyon tüpü atılır ve yeni kolleksiyon tüp takılır.

8. 500 µl inhibitör removal tamponu tüplerin kapakları açılarak ilave edilir.

9. 1 dakika 10000 rpm’de santrifüj edilir. Santrifüj sonrası kolonun altındaki

kolleksiyon tüpü atılır ve kolon yeni kolleksiyon tüpüne takılır.

10. Kolona 500 µl yıkama tamponu ilave edilir.

11. 1 dakika 10000 rpm’de santrifüj edilir. Santrifüj sonrası kolonun altındaki

kolleksiyon tüpü atılır ve yeni kolleksiyon tüp takılır.

12. Kolona 500 µl yıkama tamponu eklenir.

13. 1 dakika 10000 rpm’de santrifüj edilir. Santrifüj sonrası kolonun altındaki

kolleksiyon tüpü atılır ve kolon yeni kolleksiyon tüpüne yerleştirilir.

14. 1 dakika 13000 rpm’de santrifüj edilir. Santrifüj sonrası kolonun altındaki

kolleksiyon tüpü atılır ve kolon 1.5 ml’lik steril ependorf tüplere yerleştirilir.

15. Daha öncesinde kuru ısı bloğunda 70oC’da bekleyen elusyon tamponundan

200 µl ilave edilir.

16. 1 dakika 10000 rpm’de santrifüj edilir. Santrifüj sonrası ependorf içindeki

kolon atılır. Tüpün kapığı kapatılır, izole DNA kullanılmak üzere -15/-25oC’de

saklanır.

3.4.2.2 Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonunda temel mekanizma, nükleik asit

amplifikasyonu ile eş zamanlı olarak artış gösteren floresan sinyalinin ölçülerek kısa
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sürede sonuçların elde edilmesidir. Ticari olarak geliştirilmiş birkaç tipi mevcuttur.

Bu çalışmada LightCycler 2.0 sistemi kullanılmıştır.

Bu yöntemde genotipler "erime eğrisi analizi" ile belirlenmektedir. Erime eğrisi

analizinin amacı hedef DNA'nın erime sıcaklığını (Tm) belirlemek ve ürünleri erime

sıcaklıklarına dayanarak analiz edebilmektir. Bunun için, PZR’de DNA

amplifikasyonun tamamlanmasından sonra, sıcaklık yavaş bir şekilde yükseltilerek

her bir örnek için erime eğrisi oluşturulmuştur. Sıcaklık yükselmesi sırasında normal

dizi ile polimorfizm içeren dizinin ayırımı gerçekleşmektedir. Erime sıcaklığı

dizinin uzunluğuna, baz sırasına ve G-C içeriğine bağlı olarak değişiklikler

göstermektedir. Floresan/sıcaklık negatif türevinin sıcaklığa göre çizilmesiyle erime

eğrileri, erime piklerine dönüştürülür.

Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Koşulları:

Polimorfizmlerin belirlenmesi için ilgili gen bölgesi bir çift primer ve floresan-

işaretli prob kullanılarak çoğaltıldı. Bu aşamada LightSNiP assay (TIB-MolBiol,

Berlin, Germany) ve “LCTM LightCycler FastStart DNA Master HybProbe Kit”

kullanılarak LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) cihazında

erime eğrisi analizine göre yapıldı. Reaksiyon karışımı, bir hasta için 20 μl hacimde

5 µl genomik  DNA, 2 µl LCTM FastStart DNA Master miks, 1 µl reagent mix, 1.2 µl

MgCl2 (25 mM) ve 10.8 µl H2O olmak üzere hasta sayısına uygun olarak hazırlandı

ve cam kapiler tüplere dağıtıldı. Kapiler tüpler kapatılarak cihaza yerleştirildi.

Cihazın PZR programı; 95°C’de 10 dk’lık başlangıç denatürasyonunun

ardından; 95ºC’ de 10 saniye denatürasyon, 60ºC’de 10 saniye bağlanma ve 72 °C’de

15 sn uzamayı içeren 45 döngü olarak ve erime eğrisi analizi için, 95°C’  de 20 sn

denatürasyonu takiben ısı değisim oranı 20°C/sn olacak şekilde 40°C’ye kadar

soğutma, sonra ısı değisim oranı 0.2°C/sn olacak şekilde 85°C’ye kadar tekrar ısıtma

son olarak tekrar 40°C’de 30 sn son soğutma olacak şekilde ayarlandı (Tablo 3.1).

Her mutasyon için olguların genotiplendirilmeleri, çalışma sonrasında oluşan

erime derecelerine (melting temperature, Tm) göre belirlenmiş olup her bir örneğe ait

640 nm dalga boyunda ölçülen floresanın negatif türevini sıcaklığa göre

değerlendiren ve  amplikona  özgün  erime derecesini (Tm) gösteren grafik elde
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edilmiştir. Çalışma kapsamımızda bulunan her bir gene ait polimorfizmler yabanıl ve

mutant genotiplerde beklenen erime sıcaklığına göre değerlendirilerek hasta ve

kontrol gruplarımızı oluşturan tüm bireylerin genotipleri belirlenmiştir.

Tablo 3.1. LightCycler 2.0 Termal Döngü Protokolü

Program Denaturasyon Cycling Erime Soğutma

Analysis Modu None Ölçme (Quantification) Erime Eğrisi

Döngü Sayısı 1 45 1 1

Segment 1 1 2 3 1 2 3 1

Hedef Sıcaklık (ºC) 95 95 60 72 95 40 85 40

İnkubasyon süresi
Hh:mm:ss

00:10:00 00:00:10 00:00:10 00:00:15 00:00:20 00:00:20 00:00:00 00:00:30

Sıcaklık Geçiş Oranı (ºC/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 Sürekli Yok

3.4.3 İstatistiksel Analiz

Tüm veriler Statistical Package for Social Science Software” (SPSS, Inc, IL,

USA) paket programına girilerek kodlanmış olup nicel veriler ortanca (min-max) ile

nitel veriler sayı ve yüzde olarak belirtilmiştir. Değişkenlere ilişkin nicel veriler

Shapiro Wilk normallik testi ile analiz edilmiştir. Gruplar arasında XRCC1

(Arg194Trp), XRCC1 (Arg399Gln), APE1 (Asp148Glu) ve XPD (Lys751Gln) gen

polimorfizmlerinin allel ve genotip dağılımları açısından istatistiksel olarak anlamlı

bir fark olup olmadığını belirleyebilmek için ‘Pearson ki-kare’ ve ‘Fisher’in kesin ki-

kare’ analizi ve Odds Ratio (OR) kullanılmıştır. Nicel verilere ilişkin iki ve daha

fazla grupların karşılaştırılmasında unpaired t-test, Mann-Whitney U ve Kruskal

Wallis testi kullanılmıştır. P˂ 0.05 istatistiksel açıdan anlamlı olarak kabul edilmiştir.

Hasta ve kontrol gruplarında, XRCC1 (Arg194Trp), XRCC1 (Arg399Gln), APE1

(Asp148Glu) ve XPD (Lys751Gln) gen polimorfizmlerinin her biri için populasyon
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denge kontrolü yapılarak genotip dağılımlarının Hardy-Weinberg eşitliğine uygun

olduğu tespit edilmiştir.
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4. BULGULAR

Bu çalışma İnönü Üniversitesi Turgut Özal Tıp Merkezi Kadın Hastalıkları ve

Doğum Polikliniği’ne başvurarak PKOS tanısı almış 114 hasta ve 91 sağlıklı

kadından alınan kan örnekleri kullanılarak yapılmıştır. Yaş aralığı 18-40 arasında

değişen bireylerden oluşan kontrol ve hasta gruplarımızda öncelikle klinik ve

laboratuar bulguları değerlendirilmiş ve devamında da XRCC1 (Arg194Trp ve

Arg399Gln), APE1 (Asp148Glu) ve XPD (Lys751Gln) polimorfizmleri bakımından

genotipler belirlenerek gruplar arası farklılıklar araştırılmıştır.

4.1 Klinik ve Biyokimyasal Bulgular

Çalışmamıza dahil edilen PKOS olgularının klinik ve laboratuvar bulguları,

İnönü Üniversitesi Turgut Özal Tıp Merkezi Kadın Hastalıkları ve Doğum Anabilim

Dalı tarafından değerlendirilmiştir. Bu değerlendirmeden elde edilen klinik bulgular

ve biyokimyasal sonuçlar kontrol grubu ile birlikte Tablo 4.1’de gösterilmiştir.

Benzer yaşlarda bireylerden oluşan PKOS’lu hasta ve kontrol grubu

karşılaştırıldığında olguların LH, estradiol, DHEA-S, açlık insülin, açlık glukoz ve

HOMA-IR değerleri PKOS’lu kadınlarda istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek

olduğu belirlenmiştir. FSH ve SHBG değerleri ise PKOS’lu kadınlarda kontrol

grubuna göre daha düşük olarak saptanmıştır. VKİ, yaş ve testeosteron açısından

değerlendirme yapıldığında ise istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmemiştir

(Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. PKOS’lu hasta ve kontrol gruplarının klinik bulguları ve

biyokimyasal sonuçları

Parametre Grup Median Min Max P değeri

VKİ (kg/m2) Kontrol 23,43 20,18 31,12
0.17Hasta 25,84 20,12 34,82

Yaş (yıl) Kontrol 31,51 18 40
0,11Hasta 30,09 18 40

LH (mIU/mL) Kontrol 5,80 1,60 14,40
0.0001Hasta 11,15 3,90 19,40

FSH (mIU/mL) Kontrol 5,30 2,60 16,00
0.0001Hasta 3,81 1,20 12,70

Estradiol (pg/mL) Kontrol 55,00 12,00 116,00
0.0001Hasta 88,50 46,00 252,00

DHEA-S (µg/dL) Kontrol 134,00 39,00 467,00
0.0001Hasta 205,00 48,00 585,00

SHBG (nmol/mL) Kontrol 79,00 10,00 143,00
0.0001Hasta 26,75 10,20 86,10

Açlık İnsulin (µIU/mL) Kontrol 17,00 4,00 34,00
0.0001Hasta 28,00 11,90 42,60

Açlık Glukoz (mg/dL) Kontrol 96,00 49,00 128,00
0.0001Hasta 115,00 78,00 141,00

HOMA-IR Index Kontrol 3,98 ,89 10,11
0.0001Hasta 7,83 3,42 13,33

Testeosteron (ng/dL) Kontrol 46,60 20,00 111,00
0.27Hasta 46,10 20,30 120,40

VKİ:Vücut Kitle İndeksi, LH: Lüteinizan Hormon, FSH: Folikül Stimüle Edici

Hormon, DHEA-S: Dehidroepiandrosteron-Sülfat, SHBG: Sex Hormonu Bağlayan

Globulin, HOMA-IR: Homeostazis Modeli -İnsulin Direnci

4.2. PKOS ve Kontrol Gruplarında Polimorfizm Bulguları

4.2.1 XRCC1 Arg194Trp (rs 1799782) Polimorfizminin Analizi

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

değiştirmektedir. Bu değişim ise polipeptid dizinde 194. aminoasit olan arjininin

(Arg)'nin triptofan (Trp)'a değişmesi ile sonuçlanmaktadır.
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Gerçek zamanlı PZR sonucunda elde ettiğimiz erime eğrilerinin analizinde

ortalama olarak 54.7°C' de gözlenen erime eğrisinin varlığı Arg/Arg (homozigot

normal) genotipi, 61°C' de gözlenen erime eğrisinin varlığı Trp/Trp (homozigot

mutant) genotip ve hem 54.7°C' de ve hem de 61°C' de gözlenen erime eğrisinin

varlığı ise Arg/Trp (heterozigot) genotip olarak değerlendirilmiştir (Şekil 4.1)

(LightSNiP assay TIB-MolBiol, Berlin, Germany).

Şekil 4.1. XRCC1 Arg194Trp’ün erime eğrisi analizi. Erime noktası (Tm), Arg

alleli için 54.7°C ve Trp alleli için de 61°C dir. Grafikte gösterilen erime eğrilerinden

siyah renk, homozigot normal genotipli; mor renk, homozigot mutant genotipli ve

yeşil renk ise heterozigot genotipli bireye aittir.

XRCC1 Arg194Trp polimorfizmi bakımından PKOS ve kontrol gruplarındaki

tüm bireylerin genotipleri Şekil 4.1’de tanımlandığı şekilde belirlenmiştir. Elde

edilen bu sonuçlar ile her grupta XRCC1 Arg194Trp polimorfizmi için genotip ve

allel dağılımları hesaplanmış ve Tablo 4.2’de verilmiştir. Buna göre kontrol

grubunda Arg/Arg genotipinde 78 (%85.79) ve Arg/Trp genotipinde 13 (%14.29)

birey saptanırken Trp/Trp genotipinde bireye rastlanmamıştır. Hasta grubunda ise

Arg/Arg genotipinde 99 (%86.84), Arg/Trp genotipinde 14 (%12.28) ve Trp/Trp

genotipinden ise yalnızca 1 birey (%0.88) belirlenmiştir. Genotip frekansları

bakımından elde edilen veriler istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar
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arasındaki farkın anlamlı olmadığı saptanmıştır (P0.05). Mutant allel olan Trp’ı

heterozigot veya homozigot (Arg/Trp veya Trp/Trp) olarak taşıyan bireylerin sayısı

kontrol grubunda 13 (%7.14) ve hasta grubunda 15 (%7.02) olarak hesaplanmış olup

istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın anlamlı olmadığı

belirlenmiştir (P0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. PKOS ve kontrol gruplarında XRCC1 Arg194Trp polimorfizmi

bakımından genotip ve allel frekanslarının dağılımı

Kontrol
N (%)

Hasta
N (%) X ² 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 gruplarında elde edilen bulgular, allel dağılımları bakımından

da değerlendirilmiş olup sonuçlar Tablo 4.2’de verilmiştir. Buna göre kontrol

grubunda Arg allel sayısı 169 olup bu allelin frekansı %92.85 olarak ve Trp allel

sayısı 13 olup allel frekansı %7.15 olarak hesaplanmıştır. Hasta grubunda ise XRCC1

geninin Arg allel sayısı 212 olup allel frekansı %92.98, Trp allel sayısı 16 olup allel

frekansı %7.02 olarak belirlenmiştir. Allel sıklığı bakımından elde edilen veriler

istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın önemli olmadığı

belirlenmiştir (P0.05).
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4.2.2 XRCC1 Arg399Gln (rs25487) Polimorfizminin Analizi

Bu polimorfizmde, 28152. nükleotid olan G (Guanin), A (Adenin) ile yer

değiştirmektedir. Bu değişim ise polipeptid dizinde 399. aminoasit olan arjininin

(Arg)'nin glutamin (Gln)’e değişmesine neden olmaktadır.

Gerçek zamanlı PZR sonucunda elde ettiğimiz erime eğrilerinin analizinde

ortalama olarak 59.5°C' de gözlenen erime eğrisinin varlığı Arg/Arg (homozigot

normal), genotip 65.3°C' de gözlenen erime eğrisinin varlığı Gln/Gln bakımından

(homozigot mutant) genotip ve hem 59.5°C' de ve hem de 65.3°C' de gözlenen erime

eğrisinin varlığı ise Arg/Gln (heterozigot) genotip olarak değerlendirilmiştir (Şekil

4.2) (LightSNiP assay TIB-MolBiol, Berlin, Germany).

Şekil 4.2. XRCC1 Arg399Gln’un erime eğrisi analizi. Erime noktası (Tm), Arg

alleli için 59.5 °C ve Gln alleli için de 65.3°C dir. Grafikte gösterilen erime

eğrilerinden mavi renk, homozigot normal genotipli; yeşil renk, homozigot mutant

genotipli ve mor renk ise heterozigot genotipli bireye aittir.

XRCC1 Arg399Gln polimorfizmi bakımından PKOS ve kontrol gruplarındaki

tüm birelerin genotipleri Şekil 4.2’de tanımlandığı şekilde belirlenmiştir. Elde edilen

bu sonuçlar ile her grupta XRCC1 Arg399Gln polimorfizmi için genotip ve allel

dağılımları hesaplanmış ve Tablo 4.3’de verilmiştir.
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Buna göre kontrol grubunda Arg/Arg genotipinde 36 (%39.56) ve Arg/Gln

genotipinde 43 (%47.25) birey saptanırken Gln/Gln genotipinde ise 12 (%13.19)

bireye rastlanmıştır. Hasta grubunda ise Arg/Arg 53 (%46.49), genotipinde, Arg/Gln

genotipinde 47 (%41.23) ve Gln/Gln genotipinden ise 14 (%12.28) birey

belirlenmiştir. Genotip frekansları bakımından elde edilen veriler istatistiksel olarak

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın anlamlı olmadığı saptanmıştır

(P0.05). Mutant allel olan Gln’ı heterozigot veya homozigot (Arg/Gln veya

Gln/Gln) olarak taşıyan bireylerin sayısı kontrol grubunda 67 (%36.81) ve hasta

grubunda 75 (%32.90) olarak hesaplanmış olup istatistiksel olarak

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın anlamlı olmadığı belirlenmiştir

(P0.05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. PKOS ve kontrol gruplarında XRCC1 Arg399Gln polimorfizmi

bakımından genotip ve allel frekanslarının dağılımı

Kontrol
N (%)

Hasta
N (%) X ² P OR

Genotipler
Arg/Arg 36  (39.56) 53  (46,49)

Arg/Gln 43  (47.25) 47  (41.23) 0.97 0.32 1.35   (0.71-2.54)

Gln/Gln 12  (13.19) 14  (12.28) 0.27 0.60 1.26   (0,48-3.32)

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

Alleller
Arg 115 (63.19) 153 (67.10)

Gln 67   (36.81) 75 (32.90 0.69 0.40

Pearson ki-kare analizi

PKOS ve kontrol gruplarında elde edilen bulgular, allel dağılımları bakımından

da değerlendirilmiş olup sonuçlar Tablo 4.3’de verilmiştir. Buna göre kontrol
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grubunda Arg allel sayısı 115 olup bu allelin frekansı %63.19 olarak ve Gln allel

sayısı 67 olup allel frekansı %36.81 olarak hesaplanmıştır. Hasta grubunda ise

XRCC1 geninin Arg allel sayısı 153 olup allel frekansı %67.10, Gln allel sayısı 75

olup allel frekansı %32.90 olarak belirlenmiştir. Allel sıklığı bakımından elde edilen

veriler istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın önemli

olmadığıbelirlenmiştir (P0.05).

4.2.3 APE1 Asp148Glu (rs1130409) Polimorfizminin Analizi

Bu polimorfizmde 2197. nükleotid olan T (Timin), G (Guanin) ile yer

değiştirmektedir. Bu değişim ise polipeptid dizisinde 148. aminoasit olan asparjin

(Asp)’in glutamik asit (Glu)’e değişmesine neden olmaktadır.

Gerçek zamanlı PZR sonucu elde ettiğimiz erime eğrilerinin analizinde ortalama

olarak 58.5°C' de gözlenen erime eğrisinin varlığı Asp/Asp (homozigot normal)

genotip, 65°C' de erime  eğrisinin varlığı Glu/Glu bakımınından (homozigot mutant)

genotip  ve hem 58.5°C' de ve hem de 65°C' de gözlenen erime  eğrisinin varlığı ise

Asp/Glu (heterozigot) genotip olarak değerlendirilmiştir (Şekil 4.3) (LightSNiP assay

TIB-MolBiol, Berlin, Germany).
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Şekil 4.3. APE1 Asp148Glu’in erime eğrisi analizi. Erime noktası (Tm), Asp

alleli için 58.5°C ve Glu alleli için de 65 °C dir. Grafikte gösterilen erime

eğrilerinden mavi renk, homozigot normal genotipli; yeşil renk, homozigot mutant

genotipli ve mor renk ise heterozigot genotipli bireye aittir.

APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakımından PKOS ve kontrol gruplarındaki tüm

bireylerin genotipleri Şekil 4.3’de tanımlandığı şekilde belirlenmiştir. Elde edilen bu

sonuçlar ile her grupta APE1 Asp148Glu polimorfizmi için genotip ve allel

frekanslarının dağılımları hesaplanmış ve Tablo 4.4’de verilmiştir.

Buna göre kontrol grubunda Asp/Asp genotipinde 62 (%68.13) birey Asp/Glu

genotipinde 23 (%25.27) birey saptanırken Glu/Glu genotipinde de 6 (%6.60) bireye

rastlanmıştır. Hasta grubunda ise Asp/Asp genotipinde 42 (%36.84), Asp/Glu

genotipinde 58 (%50.88) ve Glu/Glu genotipinden ise 14 (%12.28) birey

belirlenmiştir. Genotip frekansları bakımından elde edilen veriler istatistiksel olarak

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın anlamlı olduğu saptanmıştır (P˂0.05).

Mutant allel olan Glu’yu heterozigot veya homozigot (Asp/Glu ve Glu/Glu) olarak

taşıyan bireylerin sayısı kontrol grubunda 35 (%19.23) ve hasta grubunda 86

(%37.72) olarak hesaplanmış olup istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar

arasındaki farkın anlamlı olduğu saptanmıştır (P˂0.05) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. PKOS ve kontrol gruplarında APE1 Asp148Glu polimorfizmi

bakımından genotip ve allel frekanslarının dağılımı

Kontrol
N (%)

Hasta
N (%) X ² 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 gruplarında elde edilen bulgular, allel dağılımları bakımından

da değerlendirilmiş olup sonuçlar Tablo 4.4’de verilmiştir. Buna göre kontrol

grubunda Asp allel sayısı 147 olup bu allelin frekansı %80.77 olarak ve Glu allel

sayısı 35 olup allel frekansı %19.23 olarak hesaplanmıştır. Hasta grubunda ise APE1

geninin Asp allel sayısı 142 olup allel frekansı %62.28, Glu allel sayısı 86 olup allel

frekansı %37.72 olarak belirlenmiştir. Allel sıklığı bakımından elde edilen veriler

istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın önemli olduğu

belirlenmiştir (P˂0.05).

4.2.4 XPD Lys751Gln (rs13181) Polimorfizminin Analizi

Bu polimorfizmde 35931. nükleotid olan A (Adenin), C (Sitozin) ile yer

değiştirmektedir. Bu değişim ise polipeptid dizinde 751. aminoasit olan lizin

(Lys)’nin glutamin (Gln)’e değişmesine neden olmaktadır.
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Gerçek zamanlı PZR sonucu elde edilen eğrilerin analizinde ortalama olarak

61°C' de erime eğrisinin varlığı Lys/Lys bakımınından homozigot normal genotip,

67°C' de gözlenen erime eğrisinin varlığı Gln/Gln bakımınından homozigot mutant

genotip ve hem 61°C’de ve hem de 67°C' de gözlenen erime eğrisinin varlığı ise

Lys/Gln bakımından heterozigot genotip olarak değerlendirilmiştir (Şekil 4.4)

(LightSNiP assay TIB-MolBiol, Berlin, Germany).

Şekil 4.4. XPD Lys751Gln’ün erime eğrisi analizi. Erime noktası (Tm), Lys

alleli için 61°C ve Gln alleli için de 67°C dir. Grafikte gösterilen erime eğrilerinden

siyah renk, homozigot normal genotipli; gri renk, homozigot mutant genotipli ve mor

renk ise heterozigot genotipli bireye aittir.

XPD Lys751Gln polimorfizmi bakımından PKOS ve kontrol gruplarındaki tüm

bireylerin genotipleri Şekil 4.4.’de tanımlandığı şekilde belirlenmiştir. Elde edilen bu

sonuçlar ile her grupta XPD Lys751Gln polimorfizmi için genotip ve allel

frekanslarının dağılımları hesaplanmış ve Tablo 4.5’te verilmiştir.

Buna göre kontrol grubunda Lys/Lys genotipinde 25 (%27.47) ve Lys/Gln

genotipinde 43 (%47.25) birey saptanırken Gln/Gln genotipinde ise 23 (%25.28)

bireye rastlanmıştır. Hasta grubunda ise Lys/Lys genotipinde 33 (%28.94), Lys/Gln

genotipinde 54 (%47.37) ve Gln/Gln genotipinden ise 27 (%23.69) birey

belirlenmiştir.
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Genotip frekansları bakımından elde edilen veriler istatistiksel olarak

değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın anlamlı olmadığı saptanmıştır

(P0.05). Mutant allel olan Gln’ı heterozigot veya homozigot (Lys/Gln ve Gln/Gln)

olarak taşıyan bireylerin sayısı kontrol grubunda 89 (%48.90) ve hasta grubunda 108

(%47.37) olarak hesaplanmış olup istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar

arasındaki farkın anlamlı olmadığı saptanmıştır (P0.05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. PKOS ve kontrol gruplarında XPD Lys751Gln polimorfizmi

bakımından genotip ve allel frekanslarının dağılımı

Kontrol
N (%)

Hasta
N (%) X ² P OR

Genotipler
Lys/Lys 25 (27.47) 33   (28.94)

Lys/Gln 43 (47.25) 54   (47.37) 0.02 0.88 1.05 (0.52-2.14)

Gln/Gln 23 (25.28) 27   (23.69) 1.67 0.18 0.15  (0.03-0.59)

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

Alleller
Lys 93  (51.10) 120  (52.63)

Gln 89  (48.90) 108  (47.37) 0.23 0.63

Pearson ki-kare analizi

PKOS ve kontrol gruplarında elde edilen bulgular, allel dağılımları bakımından

da değerlendirilmiş olup sonuçlar Tablo 4.5’te verilmiştir. Buna göre kontrol

grubunda Lys allel sayısı 91 olup bu allelin frekansı %51.10 olarak ve Gln allel

sayısı 89 olup allel frekansı %48.90 olarak hesaplanmıştır. Hasta grubunda ise XPD

geninin Lys allel sayısı 120 olup allel frekansı %52.63, Gln allel sayısı 108 olup allel

frekansı %47.37 olarak belirlenmiştir. Allel sıklığı bakımından elde edilen veriler

istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar arasındaki farkın önemli olmadığı

belirlenmiştir (P0.05).
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4.3 Polimorfizmler Arası Kombinasyonlar

Çalışma kapsamımızda bulanan XRCC1 (Arg194Trp), XRCC1 (Arg399Gln),

APE1 (Asp148Glu) ve XPD (Lys751Gln) polimorfizmlerinin hasta ve kontrol

gruplarında tespit ettiğimiz frekansları Tablo 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’te belirtilmiştir.

Araştırmamızın sonucunda XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD

Lys751Gln polimorfizmleri açısından hasta ve kontrol grupları karşılatırıldığında

allel ve genotip frekansları bakımından istatistiksel bir farklılık olmadığı

görülmüştür. Bununla birlikte APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakımından gruplar

arasındaki fark istatistiksel olarak önemli bulunmuştur. Bu polimorfizm bakımından

kontrol ve hasta gruplarında genotip frekansları sırası ile Asp/Asp için %68.13 ve

%36.84, Asp/Glu için %25.27 ve %50.88, Glu/Glu için ise %6.60 ve %12.28 olarak

belirlenmiştir. Bu farklılıktan yola çıkarak APE1 Asp148Glu polimorfizminin diğer

polimorfizmler (XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln) ile

olan kombinasyonunu araştırmak amacıyla yapılan analiz sonuçları Tablo 4.6’da

verilmiştir. Buna göre;

APE1 Asp148Asp ve XRCC1 Arg194Arg birlikteliği referans alındığında hasta

ve kontrol grupları arasında APE1 Asp148Glu genotipinin XRCC1 Arg194Arg

genotipi ile birlikteliği bakımından (P=0.0001) ve ayrıca APE1 Asp148Glu+APE1

Glu148Glu varyantlarının ve XRCC1 Arg194Arg genotipi ile birlikteliği (P=0.0001)

veya XRCC1 Arg194Trp+XRCC1 Trp194Trp varyant genotipleri ile birlikteliği

(P=0.016) bakımından gruplar arasındaki fark önemli bulunmuştur.

APE1 Asp148Glu genotipinin XRCC1 Arg399Arg genotipi ile birlikteliğinin

PKOS’lu hastalarda görülme sıklığının 3 kat (OR, 3.1; %95 CI,1.2-8.06), APE1

Asp148Glu+APE1 Glu148Glu genotiplerinin ve XRCC1 Arg399Arg genotipi ile

birlikteliğinin ise PKOS’lu hastalarda görülme sıklığının 2 kat (OR, 2.78; %95 CI,

1.15-6.68) fazla olduğu belirlenmiştir.

APE1 Asp148Glu varyant genotipinin XPD Lys751Gln ve Gln751Gln

varyantları ile birlikteliğinin PKOS’lu hastalarda görülme sıklığının sırası ile 2 kat

(OR, 2.67; %95 CI, 1.13-6.31) ve 3 kat (OR, 3.97; %95 CI, 1.10-14.31) fazla olduğu

belirlenmiştir. APE1 Asp148Glu genotipinin XPD Lys751Gln+XPD Gln751Gln
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genotipleri (OR, 2.93 ; %95 CI, 1.3-6.61) ile birlikteliğinin ve APE1

Asp148Glu+APE1 Glu148Glu varyantlarının XPD Lys751Gln+XPD Gln751Gln

varyant genotipi ile birlikteliğinin (OR, 2.7; %95 CI, 1.2-5.9) PKOS’lu hastalarda

görülme sıklığının 2 kat APE1 Asp148Glu+APE1 Glu148Glu varyant genotiplerinin

XPD Lys751Lys genotipi ile birlikteliğinin ise 4 kat (OR, 4.8; %95 CI, 1.3-17.2)

fazla olduğu tespit edilmiştir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6 PKOS ve kontrol gruplarında polimorfizmler arası kombinasyonlar

XRCC1
Kodon194

APE1
Kodon148

Hasta
%

Kontrol
%

OR%95CI P X2

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 13.5
Arg/Trp 7 (6) 3 (3) 3.15(0.76-12.9) 0.09 2.7
Trp/Trp 1 (1) - - - -
Arg/Trp+ Trp/Trp 8 (7) 3 (3) 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 (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/Gln 13 (11) 27 (30) 0.50(0.21-1.20) 0.12 2.4
Gln/Gln 6 (5) 11 (12) 0.56(0.18-1.79) 0.33 0.9
Arg/Gln+ Gln/Gln 19 (17) 38 (42) 0.52(0.23-1.15) 0.10 2.6
Arg/Arg Asp/Glu 27 (24) 9 (10) 3.1(1.2-8.06) 0.016 5.7
Arg/Gln 25 (22) 23 (25) 1.13(0.50-2.53) 0.75 0.1
Gln/Gln 6 (5) 1 (1) 6.2(0.69-56.1) 0.10 *
Arg/Gln+ Gln/Gln 31(27) 24 (26) 1.34(0.61-2.94) 0.45 0.5
Arg/Arg Glu/Glu 5 (4) 3 (3) 1.7(0.37-8.12) 0.70 *
Arg/Gln 7 (6) 3 (3) 2.4(0.56-10.5) 0.30 1.4
Gln/Gln 2 (2) - - - -
Arg/Gln+ Gln/Gln 9 (8) 3 (3) 3.1(0.75-13.0) 0.10 2.6
Arg/Arg Asp/Glu+Glu/Glu 32 (28) 12 (13) 2.78(1.15-6.68) 0.02 5.3
Arg/Gln+ Gln/Gln 40 (35) 27 (30) 1.54(0.72-3.27) 0.25 1.2
XPD
Kodon 751
Lys/Lys Asp/Asp 18 (16) 22 (24) Referans
Lys/Gln 16 (14) 26 (29) 0.75(0.31-1.81) 0.52 0.4
Gln/Gln 8 (7) 14 (15) 0.69(0.24-2.03) 0.51 0.4
Lys/Gln+Gln/Gln 24 (21) 40 (44) 0.73(0.32-1.63) 0.44 0.5
Lys/Lys Asp/Glu 10 (9) 3 (3) 4.07(0.97-17.0) 0.045 4.0
Lys/Gln 35 (31) 16 (18) 2.67(1.13-6.31) 0.023 5.1
Gln/Gln 13 (11) 4 (4) 3.97(1.10-14.31) 0.029 4.7
Lys/Gln+Gln/Gln 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/Gln 4 (4) 2 (2) 2.4(0.4-14.9) 0.40 *
Gln/Gln 4 (4) 3 (3) 1.63(0.32-8.24) 0.69 *
Lys/Gln+Gln/Gln 8 (7) 5 (5) 1.95(0.54-7.02) 0.30 1.1
Lys/Lys Asp/Glu+Glu/Glu 16 (14) 4 (4) 4.8(1.3-17.2) 0.01 6.6
Lys/Gln+Gln/Gln 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 Gruplarında Klinik ve Biyokimyasal Parametreler ile

XRCC1 (Arg194Trp ve Arg399Gln), APE1 (Asp148Glu) ve XPD (Lys751Gln)

Polimorfizmleri Arasındaki İlişkinin Araştırılması

4.4.1 XRCC1 Arg194Trp

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

bakımından XRCC1 Arg194Trp genotipleri (Arg/Arg, Arg/Trp ve Trp/Trp) arasında

bir fark belirlenememiştir.

4.4.2 XRCC1 Arg399Gln

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

bakımından XRCC1 Arg399Gln genotipleri (Arg/Arg, Arg/Gln ve Gln/Gln) arasında

bir fark belirlenememiştir.

4.4.3 APE1 Asp148Glu

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

bakımından APE1 Asp148Glu genotipleri (Asp/Asp, Asp/Glu ve Glu/Glu) arasında

değerlendirme yapılmıştır. Buna göre; PKOS’lu hasta grubumuzda Asp/Glu ve

Glu/Glu genotipine sahip olan hastalarda VKİ’nin Asp/Asp genotipli hastalara göre

daha yüksek düzeyde olduğu belirlenmiş olup veriler Tablo 4.8’de ve Şekil 4.6’da

gösterilmiştir.

Diğer klinik ve biyokimyasal parametreler ile genotipler arasında herhangi bir

ilişki saptanamamıştır.
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Tablo 4.7. APE1 Asp148Glu polimorfizmi genotiplerine göre hasta ve

kontrollerin  VKİ (kg/m2) düzeyleri

APE1 Asp148Glu

VKİ (kg/m2)

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

Şekil 4.5. PKOS’lu hastalarda APE1 Asp148Glu polimorfizmi Asp/Asp,

Asp/Glu ve Glu/Glu genotipleri ile VKİ arasındaki ilişki

4.4.4 XPD Lys751Gln

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

bakımından XPD Lys751Gln genotipleri (Lys/Lys, Lys/Gln ve Gln/Gln) arasında bir

fark belirlenememiştir.
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5. TARTIŞMA

PKOS, reproduktif yaştaki kadınlarda görülen yaygın endokrin bir hastalık olup

(1, 185) genetik ve çevresel faktörlerin etkisi altında heterojen görünüm sergileyen

bir sendromdur. PKOS’ta hormonlardaki düzensizlikler, obezite, insülin direnci,

hipertansiyon, hiperinsulinemi, dislipidemi belirgin olarak izlenmektedir (31).

PKOS’ta sıklıkla görülebilen bu bulgular ile artan reaktif oksijen türleri arasındaki

ilişki birçok çalışmada rapor edilmektedir (78, 82).

Reaktif oksijen türleri hücresel metabolizma ürünleridir. Serbest radikallerin

artması ve yokedilmesi arasındaki dengenin bozulması sonucunda ise

karbonhidratlar, proteinler, lipidler ve DNA gibi birçok biyomolekül hasar

görmektedir (186). Reaktif oksijen türlerinin oksidatif DNA hasarını, DNA

kırıklarını, baz modifikasyonlarını ve kromozom anomalilerini indüklediği

bilinmektedir (187).

DNA hasarlarının onarılması hücreyi genomik kararsızlıklara karşı korumada

esastır. DNA hasarları, doğrudan tamir, baz kesip çıkarma tamiri (BER), nükleotid

kesip çıkarma tamiri (NER), çift zincir kırık tamiri, translesion sentezi (post-

transkripsiyonel DNA tamiri), mismatch tamiri (yanlış eşleşme tamiri) gibi çeşitli

DNA onarım mekanizmaları ve gen ürünleri ile tamir edilmektedir (26). Bugüne

kadar insanda 130’dan fazla DNA tamir geni tanımlanmıştır (154). XRCC1, APE1

ve XPD farklı DNA tamir mekanizmalarında birçok görevi olan tamir genlerinin

başında gelmektedir. Bu genlerdeki XRCC1 Arg194Trp, Arg399Gln APE1

Asp148Glu ve XPD Lys751Gln bazı yaygın polimorfizmleri taşıyan bireylerde DNA

tamir kapasitesinin etkilendiği ve karsinojenlere karşı hassasiyetin arttığı

belirtilmektedir (20, 188). Bu genlerdeki polimorfizmler nedeni ile oluşan bireysel

duyarlılıklar genetik çalışmaların önemli bir bölümünü oluşturmaktadır (189).

DNA tamir genleri ile ilişkili polimorfizmler birçok hasta grubunda çalışılmıştır.

Bunlar arasında çok önemli bir yeri çeşitli kanser grupları oluşturmakla birlikte

tekrarlayan düşükleri olan kadınlarda yapılan çalışmalar, endometriozis ve

preeklampsi hastalarında yapılan çalışmalar da dikkati çekmektedir (166, 190, 191,

192). Bu polimorfizmlerin kanser gelişiminde rolü olduğu veya hiç ilişkisinin
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olmadığı ve hatta koruyucu etkilerinin olduğuna dair veriler rapor edilmektedir.

DNA tamir genlerindeki polimorfizm çalışmalarının diğer bir sonucu da genomik

kararsızlık ile ilişkili verilerin belirtilmiş olmasıdır (188).

Polimorfizm ve genomik kararsızlığı belirlemek için araştırıcılar farklı

yöntemler kullanmaktadır Bunlar arasında 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG),

kardeş kromatid değişiminin (SCE) ve mikronukleus (MN) çalışmaları sayılabilir.

Özellikle MN sıklığının belirlenmesi genotoksisite çalışmalarında sıklıkla kullanılan

bir belirteçtir (23, 25).

Son dönemlerde yapılan bazı çalışmalarda PKOS’lu hastalarda kromozom

instabilitesinin bulunduğu ve bu hastalarda mikronukleus sıklığının yüksek olduğu

vurgulanmıştır (23, 25, 193). Kültüre edilmiş lenfositlerdeki mikronukleus sıklığı

dolaşımdaki lenfositlerde biriken genetik hasarın bir göstergesidir. Mikronukleus

sayısının fazla olduğu bireylerde DNA zincir kırıklarının da yüksek olduğu

bilinmektedir (194). Bu durum ise DNA onarımı ile ilişkili genleri gündeme

getirmektedir.

XRCC1, serbest radikaller, iyonizasyon ve alkilleyici ajanlar nedeni ile meydana

gelen tek zincir kırıklarının onarımında rol alarak BER tamir yolağında görevli bir

DNA tamir proteinidir. XRCC1 geninde birçok polimorfizm tanımlanmıştır. Ancak

bunlardan en çok dikkat çekenleri ekzon 6’da kodon 194 ve ekzon 10’da kodon 399

amino asit substitüsyonu ile sonuçlanan kodon polimorfizmleridir. XRCC1’de

belirlenen polimorfizmler BER’i etkilemektedir. XRCC1 Arg194Trp varyantının in

vitro koşullarda bleomisin ve benzo(a)piren diol duyarlılığı ile ilişkili olduğu XRCC1

kodon 399 varyant alleli varlığında ise lenfositlerde kardeş kromatid değişiminin

seviyesinde artışın, mononukleer hücrelerde polifenol DNA eklentilerinin ve büyük

DNA eklentilerinin frekanslarında artışların olduğu rapor edilmiştir (188). XRCC1

mutant hücrelerinde, iyonize radyasyon, UV, hidrojen peroksit ve mitomisin C

duyarlılığının arttığı bilinmektedir (164).

XRCC1’in sıklıkla çalışılan polimorfizmlerinden biri Arg194Trp olup XRCC1

proteininin hidrofobik bölgesini etkilemektedir. Bu durum DNA tamir

fonksiyonlarını ve kanser duyarlılığını değiştirebilmektedir (164). Arg194Trp
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polimorfizminin kanser ve diğer farklı hastalıklar ile ilişkisini araştırmaya yönelik

birçok çalışma rapor edilmiştir (156, 166, 195, 196).

XRCC1’in Arg194Trp polimorfizmi bakımından çalışmamızın kontrol grubunda

elde edilen verilere bakıldığında normal allel olan Arg’in %92.85, Trp allelinin ise

%7.15 sıklıkta olduğu bulunmuştur (Tablo 4.2). Farklı populasyonlarda yapılan

çalışmalarda da kontrol grupları için mutant allel olan Trp allelinin bizim

bulgularımıza benzer şekilde düşük frekanslarda olduğu rapor edilmektedir. Bu

çalışmalardan birinde Sobczuk ve arkadaşları kontrol grubunda Arg allelinin

frekansını %95, Trp allelinin frekansını %5 olarak (166) rapor ederlerken Vural ve

arkadaşları tarafından yapılan diğer bir çalışmada ise yine kontrol grubu için Trp

allelinin frekansı çok daha düşük olup %0.9 olarak rapor edilmiştir (192).

Çalışmamızda PKOS’lu hasta grubunda Arg allelinin frekansı %92.98, Trp

allelinin frekansı ise %7.02 olarak elde edilmiştir. Allel frekansları bakımından hasta

ve kontrol grupları arasında istatistiksel bir farklılık olmadığı gözlenmiştir (Tablo

4.2.). XRCC1 Arg194Trp farklı hasta gruplarında sıklıkla çalışılan bir

polimorfizmdir. Bu çalışmalardan birinde endometrium kanseri ile ilişkisi

araştırılmış ve hasta grubunda Trp allelinin sıklığı %0.3 olarak belirlenmiştir (166).

Türk toplumunda yapılan iki ayrı vaka-kontrol çalışmasının hasta grubunda Trp

allelinin frekansı %0.6 (192) ve %0.9 (167) olarak belirlenmiştir. Her iki çalışmada

da hasta ve kontrol grupları arasında allel frekansları açısından istatistiksel bir

farklılık belirlenmemiş olup Trp mutant allelin frekansının hem hasta gruplarında

hem de kontrol gruplarında oldukça düşük frekanslarda olması dikkati çekmektedir.

Genotip frekansları açısından çalışmamızı değerlendirdiğimizde ise kontrol

grubunda Arg/Arg genotipinin %85.71, Arg/Trp genotipinin ise %14.29 olduğu

hesaplanmış ancak Trp/Trp genotipini taşıyan bireye rastlanmamıştır (Tablo 4.2.).

Çalışmamıza benzer olarak homozigot mutant genotip kontrol gruplarında ya hiç

belirlenememiş ya da oldukça düşük frekanslarda rapor edilmiştir. Abbasoğlu ve

arkadaşları graves hastaları ile yaptıkları araştırmada kontrol grubunda Arg/Arg,

Arg/Trp ve Trp/Trp genotiplerinin frekanslarını sırası ile %85.1, %13.9 ve %1 olarak

rapor etmişlerdir (167). Sterpone ve arkadaşları ise çalışmalarının kontrol grubunda

Arg/Arg genotipini %90.3, Arg/Trp genotipini %9.7 sıklıkta olarak rapor ederken
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Trp/Trp genotipine ise rastlayamadıklarını belirtmişlerdir (165). Çalışmamızın hasta

grubunda ise Arg/Arg ve Arg/Trp genotipleri sırası ile %86,84 ve %12.28 olarak

Trp/Trp genotipi ise %0.88 oranında belirlenmiştir (Tablo 4.2.). Çalışmamızda

olduğu gibi birçok farklı hasta grubu ile yapılan araştırmalarda da Trp/Trp genotipine

ya çok az oranlarda ya da hiç rastlanmamıştır. Genotip frekansları açısından

sonuçlarımız literatür ile paralellik göstermektedir (165, 192).

Birçok çalışmada DNA tamir genlerinin polimorfizmleri ve çevresel etkenlere

maruz kalma nedeni ile oluşan genetik kararsızlıklar veya kanserin ortaya çıkışı

arasında ilişki kurulmuştur (197). Arg194Trp polimorfizminin homozigot mutant

genotipi olan Trp/Trp’nin artan genetik instabilite ile ilişkisini birçok çalışma rapor

etmektedir. Bunlardan birinde vinil kloride maruz kalan ve Trp/Trp genotipine sahip

işçilerde MN frekansının kontrol grubuna göre daha yüksek olduğu rapor edilmiştir

(163). Ancak çalışmamızda hasta ve kontrol grupları arasında Arg194Trp

polimorfizminin herhangi bir genotipi bakımından farklılık belirlenememiştir.

XRCC1’in en yaygın SNP’si Arg399Gln’dir (156, 162). Bu bölge BRCT

domaininin içinde lokalize olup XRCC1’in PARP (Poly-ADP-Riboz Polimeraz)

molekülü ile birlikte kompleks meydana getirdiği bölge olmasından dolayı çok

önemli olup oldukça polimorfik bir bölgedir (162, 168). Taylor ve arkadaşları

BRCT1 domaininin hücre sağkalımı ve tek zincir kırıklarının etkili tamiri için kritik

bir öneme sahip olduğunu belirlemişlerdir (162, 164). Farklı grup kanser hastaları ile

yapılan çalışmalarda XRCC1 Arg399Gln polimorfizmi ve kanser arasında farklı

sonuçlar rapor edilmiştir (156, 166, 190, 195).

Çalışmamızda kontrol grubunda normal allel olan Arg allelinin frekansı %63.19

ve mutant allel olan Gln allelinin frekansını ise %36.81 olarak belirlenmiştir (Tablo

4.3). Endometrium kanseri ve XRCC1 Arg399Gln polimorfizminin ilişkisini

araştırmak amacıyla yapılan bir çalışmada kontrol grubunda Arg allelinin frekansı

%58, Gln allelinin frekansı %42 olarak (166) rapor edilir iken Vural ve arkadaşları

yine kontrol grubu için mutant allel Gln’in frekansını %34 olarak belirlemişlerdir

(192). Görüldüğü gibi oldukça polimorfik olan XRCC1 Arg399Gln polimorfizminin

varyant alleli olan Gln için farklı populasyonlardaki kontrol grupları için benzer

oranlar belirtilmektedir (166, 192).
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Araştırmamızda hasta grubundaki allel frekansları sırası ile Arg %67.10, Gln

%32.90 olup hasta ve kontrol grupları arasında istatistiksel bir farklılık olmadığı

bulunmuştur (Tablo 4.3). Endometrium kanseri ve preeklampsi riskinin XRCC1

Arg399Gln polimorfizmi ile ilişkisinin araştırıldığı çalışmalarda da gruplar arasında

anlamlı bir fark belirlenememiş olup hastalarda Gln mutant allelinin frekansı %47

(166) ve %37 olarak belirlenmiştir (192).

XRCC1 Arg399Gln polimorfizmi ile yapılan epidemiyolojik çalışmalarda

normal populasyonda, Arg/Arg, Arg/Gln, Gln/Gln genotiplerinin frekansları sırası ile

Avrupa’da %44.2, %44.1 ve %11.7 olarak USA’de %42, %43 ve %15 olarak Çin’de

ise %39.7,  %51.8 ve %8.5 olarak rapor edilmiştir (198).

Genotip frekansları açısından çalışmamıza baktığımızda, kontrol grubunda

Arg/Arg genotipini %39.56, Arg/Gln genotipini %47.25, Gln/Gln genotipini ise

%13.19 sıklıkta olduğu bulunmuştur (Tablo 4.3). Preeklampsi riski ve Arg399Gln

polimorfizmi arasındaki ilişkinin araştırıldığı bir başka çalışmada kontrol grubunda

genotip frekansları Arg/Arg için %41.1, Arg/Gln için %49.5 ve Gln/Gln için %9.4

olarak rapor edilmektedir (192). Yoshimitu Niwa ve arkadaşları Japonlarda servikal

kanser riskini araştırmışlar ve Gln/Gln genotipini kontrollerde %8.1 olarak rapor

etmişlerdir (199).

Çalışmamızın hasta grubunda ise XRCC1 geninin 399. kodonunda genotip

frekansları Arg/Arg için %46.49, Arg/Gln için %41.23 ve Gln/Gln için %12.28

olarak belirlenmiştir (Tablo 4.3). Hasta ve kontrol grupları arasındaki farklılığın

istatistiksel olarak önemli olmadığı tespit edilmiştir (Tablo 4.3).

Araştırmamızın sonucunda XRCC1 Arg399Gln polimorfizmi allel ve genotip

frekansları açısından kontrol ve hasta grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir

fark belirlenememiştir. Bizim çalışmamıza benzer şekilde bazı hasta grupları ile

yapılan çalışmalarda bu polimorfizmle çeşitli grup hastalıklar arasında bir ilişki

kurulamamıştır (166, 190, 192, 199). Ancak istatistiksel olarak çeşitli genotipler

bakımından pozitif veya negatif ilişkilerin rapor edildiği çalışmalar da

bulunmaktadır. Bunlar arasında Gln mutant allelinin premenopoz dönemindeki

kadınlarda meme kanseri riskini 3.8 kat artırdığını rapor eden araştırma (200) ile
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serviks kanserli hastalarda Arg/Arg genotipinin kemoterapi tedavisine yanıt şansını

artırdığını gösteren çalışma (190) dikkati çekmektedir.

AP endonukleazlar BER tamir yolunda görev almaktadır. APE1 proteini 3’→5’

ekzonukleaz, 3’fosfataz ve fosfodiesteraz enzim aktivitelerine sahiptir. APE1, DNA

polimeraz β, XRCC1 gibi birçok protein ile etkileşim halindedir ve ilave olarak hücre

döngüsünde de bir regülatör olarak da görev almaktadır. APE1 memelilerde özellikle

UV radyasyonu, oksidatif ajanlar ve stres gibi genotoksik ajanlara karşı DNA

tamirini düzenlemektedir (188). APE1 Asp148Glu polimorfizmi çeşitli hasta

gruplarında çalışılmış ve mesane, kolorektal, meme, pankreas, baş ve boyun, lösemi,

tiroid gibi birçok kanser türü ile ilişkilendirilmiştir (175).

Çalışmamızın kontrol grubunda APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakımından

elde edilen sonuçlara göre normal allel olan Asp’in frekansı %80.77 olarak

bulunurken mutant allel olan Glu’in frekansı ise %19.23 olarak belirlenmiştir (Tablo

4.4). Hasta grubunda ise Asp ve Glu allel frekansları sırası ile %62.28 ve %37.72

olarak hesaplanmıştır. Gruplar arasındaki farkın ise istatistiksel olarak önemli olduğu

bulunmuştur (P=0.0001). Dongying ve arkadaşları Glu mutant allelinin farklı etnik

kökenlerde farklılık göstermediğini ve Asya ve Avrupa’da %41.4 ve %43.7 gibi

yüksek bir frekansa sahip olduğunu rapor etmişlerdir (201). APE1 Asp148Glu

polimorfizminin kanser gelişiminde etkisinin araştırıldığı bir vaka-kontrol

çalışmasının meta analizinde Glu allelinin frekansının %20 ile %52 arasında

değiştiği, ancak bu frekansın Asya’da %42, Avrupa’da ise %44 olup birbirine çok

yakın değerler olduğu belirlenmiştir (202).

Genotip frekansları açısından çalışmamızı değerlendirecek olursak; kontrol

grubunda Asp/Asp genotipinin %68.13, Asp/Glu genotipinin %25.27 ve Glu/Glu

genotipinin ise %6.60 sıklıkta olduğu belirlenmiştir. Epidemiyolojik bir çalışmada

Avrupa’da Asp/Asp, Asp/Glu, Glu/Glu genotiplerinin frekansları sırası 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 edilmiştir (198). Çalışmamızın hasta grubunda

ise genotip frekansları Asp/Asp için %36.84, Asp/Glu için %50.88, Glu/Glu için ise

%12.28 olarak belirlenmiş olup (Tablo 4.4) genotip frekansları bakımından hasta ve

kontrol grupları arasındaki farklılığın istatistiksel olarak önemli olduğu bulunmuştur



59

(P=0.0001, P=0.015, P=0.0001). Homozigot mutant genotip olan Glu/Glu’nin

frekansının hasta grubumuzda yüksek olması önceki çalışmalarda PKOS grupları için

rapor edilen yüksek mikronukleus sıklığı (23, 25) bulgularını destekler niteliktedir.

Yine bununla ilişkili olarak Glu mutant allelinin, enzimin endonukleaz ve DNA

bağlanma aktivitelerini değiştirebileceği ve diğer BER proteinleri ile olan ilişkisini

azaltması nedeni ile DNA tamirinin etkilenebileceği belirtilmektedir (176, 201).

Son yıllarda APE1 tamir genindeki polimorfizmlerin kanser ve birçok hastalık

ile ilişkisi sıklıkla çalışılmakta olup oldukça farklı sonuçlar da rapor edilmektedir

(202). Kuzey Hindistan’da serviks kanseri riski ile APE1 Asp148Glu polimorfizmi

arasındaki ilişkinin araştırıldığı çalışmanın sonuçlarına göre; hastalar arasında

Asp/Asp genotipi %68.1, Asp/Glu genotipi %29.0, Glu/Glu genotipi ise %2.9

oranında belirlenmiştir (203). Genotip frekanslarına göre Asp/Glu genotipinin HPV

tip 16 kaynaklı serviks kanserinin görülme riskini istatistiksel olarak azalttığı ve de

Asp/Glu ve Glu/Glu genotiplerinin serviks kanserinden koruyucu etki gösterdiği

rapor edilmiştir (203). Dongying ve arkadaşları ise Asp/Asp genotipinin Asp/Glu

heterozigot varyantı ile karşılaştırıldığında akciğer, mesane, kolorektal, meme ve

diğer kanser tipleri için kanser riskini hafif şekilde azalttığını belirlemişlerdir (201).

Bundan başka vinil kloride ve 1,3-bütadine maruz kalan işçilerde yapılan bir

çalışmada APE1 Asp148Glu polimorfizmi ile MN frekansı arasındaki ilişki

araştırılmış ancak herhangi bir genotip ile MN frekansı arasında bir ilişki tespit

edilememiştir (204).

Çalışmada elde edilen bulgular aynı zamanda PKOS’un klinik bulguları ile

birlikte de değerlendirilmiştir. Bunlar arasında VKİ, yaş, LH, FSH, estradiol, DHEA-

S, açlık insülin, açlık glukoz, HOMA-IR, SHBG ve testeosteron bulunmaktadır.

Ancak tüm değerlendirmeler arasında yalnızca VKİ bakımından ve yine yalnızca

APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakımından genotipler arasında farklılık

belirlenmiştir. Yapılan çalışmalarda VKİ’nin PKOS’lu hastalarda yüksek olduğu ve

hastaların yaklaşık olarak yarısının obez olduğu rapor edilmektedir (32). Bu

çalışmada VKİ, Asp/Asp genotipli hastalarda daha düşük olup 22,85 olarak

belirlenmiştir. Oysa Asp/Glu ve Glu/Glu genotipli hastalarda sırası ile 26,24 ve 25,85

olarak belirlenmiş olup farklılık istatistiksel olarak da önemli bulunmuştur (P=0,01)
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(Tablo 4.7 ve Şekil 4.5). Ortaya çıkan bu sonuç obez hastalar ile MN arasındaki

pozitif ilişkiyi rapor eden çalışmaları (78, 205) desteklemektedir.

APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakımından heterozigot veya homozigot

mutant genotipte olanların diğer polimorfizmler bakımından durumunu

değerlendirmek üzere bir çalışma yapılmıştır (Tablo 4.6). Buna göre APE1

Asp148Glu polimorfizmi bakımndan heterozigot olanların XRCC1 kodon 194 ve

kodon 399’un normal genotipleri ile birlikteliğinin PKOS grubunda kontrol grubuna

göre 3.37 kat ve 3.10 kat fazla olduğu hesaplanmıştır. Diğer taraftan yine APE1

Asp148Glu polimorfizmi bakımından heterozigot olanların XPD kodon 751

polimorfizminin heterozigot ve homozigot mutant genotipleri ile birlikteliğinin hasta

grubunda kontrol grubuna kıyasla sırası ile 2.67 ve 3.97 kat fazla olduğu

hesaplanmıştır. APE polimorfizmi bakımından mutant allel taşıyanların diğer

polimorfizmler bakımndan genotiplerinin değerlendirildiği bir çalışmaya

ulaşabildiğimiz kadarı ile rastlanmamıştır.

XPD proteini NER’de önemli bir rol oynamakta olup büyük eklentiler nedeni

ile oluşan bölgelerin tanınması ve onarımında görev almaktadır (206). 5’→3’ helikaz

aktivitesine sahip olan bu protein normal transkripsiyonun başlaması için gereklidir

(28). XPD geninde kodon 751 deki polimorfizm sıklıkla çalışılan SNP’lerindendir

(206). Çalışmamızda XPD Lys751Gln polimorfizmi bakımından kontrol grubu ele

alındığında Lys allelinin frekansı %51.10 Gln allellinin frekansı ise %48.90 olarak

belirlenmiştir. Hasta grubunda ise Lys allel frekansı %52.63, Gln allel frekansı ise

%47.37 olarak hesaplanmıştır. Hasta ve kontrol grupları arasında allel frekansları

bakımından istatistiksel bir farklılık belirlenmemiştir (Tablo 4.5). XPD kodon 751

için farklı etnik gruplar arasında istatistiksel olarak önemli farklılıklar rapor

edilmekte olup bu SNP’nin allelik frekansının %9’dan %37’ye kadar çıktığı

belirtilmiştir (181). Anna Sobczuk ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada

kontrol grubunda Lys allelinin frekansı %61, Gln allel frekansı ise %39 olarak

belirlenmiştir (166). Bir başka çalışmada ise Gln mutant allel frekansı kontrol

grubunda %35 olarak belirlenmiştir (192). Lys allel frekansının %52, Gln allel

frekansı %48 olarak belirlendiği çalışmanın hasta grubunda yabanıl tip ve mutant



61

allel frekansları birbirlerine çok yakın oranlarda olup (166) bu değerler hasta

grubumuzun allel frekansları ile oldukça yakın değerlerdedir.

Genotip frekansları açısından çalışmamızı değerlendirdiğimizde ise kontrol

grubunda Lys/Lys genotipinin frekansı %27.47, Lys/Gln genotipinin frekansı

%47.25, Gln/Gln genotipinin frekansı ise %25.28 olarak belirlenmiştir. Hasta

grubumuzda ise Lys/Lys genotip frekansı %28.94, Lys/Gln genotip frekansı %47.37,

Gln/Gln genotip frekansı %23.69 olarak belirlenmiştir (Tablo 4.5). Genotip sıklığı

bakımından elde edilen veriler istatistiksel olarak değerlendirildiğinde gruplar

arasındaki farkın önemli olmadığı saptanmıştır. Hem Lys/Gln hem de Gln/Gln

mutant genotiplerinin frekansları hasta grubunda %47.37, kontrol grubunda ise

%48.90 olarak hesaplanmış olup veriler literatür verilerini desteklemektedir (183,

192, 207). XPD Lys751Gln polimorfizmi Gln/Gln homozigot mutant genotipinin

prevalansının araştırıldığı bir çalışmada Asya’da %1.1, Afrika kökenli

Amerikalılarda %6.9 ve Kafkas ırkında %13.4 olduğu belirlenmiştir (208).

XPD kodon 751 polimorfizminin birçok hastalık ile ilişkisine dair çalışmalar

bulunmaktadır (183, 206, 209). XPD Lys751Gln polimorfizminin yaşlanma ile

ilişkisinin araştırıldığı bir çalışmada Gln/Gln genotipinin MN frekansı ile ilişkili

olduğu belirtilmiştir. Fırın işçilerinde yapılan bir çalışmada da yine Gln/Gln mutant

genotipinde MN frekansı yüksek olarak belirlenmiştir (204). Farklı XPD allellerinin

kromozomal aberasyonlar (184), SCE frekansı (210) ile ilişkili olduğu ve DNA tamir

kapasitesini azalttığı da rapor edilen veriler arasındadır.

NER, DNA tamir sisteminde hücre döngüsünün kontrolü, apoptozis ve

transkripsiyon gibi önemli hücresel görevlerde anahtar bir role sahiptir (136).

Memelilerde NER, UV ışığı ve diğer çevresel karsinojenlerden kaynaklanan

pirimidin dimerleri, fotoürünler ve büyük kimyasal eklentiler gibi büyük lezyonların

tamirinde görev alır. DNA’da meydana gelen tüm bu değişiklikler, küçük

değişiklikler olmasına rağmen büyük oranda mutajenik olmaları nedeni ile genomun

bütünlüğünü bozar (211).

DNA tamir genlerindeki polimorfizmleri konu alan birçok çalışma rapor

edilmiştir. Bu çalışmalarda polimorfizmler ile genomik kararsızlık, kansere yatkınlık
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ya da çeşitli sınıf hastalıklar arasındaki ilişkiler araştırılmıştır (13, 14, 15, 188).

PKOS’da rapor edilen genomik kararsızlık ile XRCC1, APE1 ve XPD genlerindeki

polimorfizmlerin ilişkisinin araştırıldığı bu çalışmada APE1 Asp148Glu

polimorfizmi bakımından gruplar arasında farklılık belirlenmiştir. Bu durumla ilişkili

olarak hem mutant allelin (Glu) frekansının hem de homozigot mutant genotipin

(Glu/Glu) frekansının PKOS grubunda yüksek olduğu belirlenmiştir. Çok sayıda olan

DNA tamir genlerinden yalnızca üç tanesinin ele alındığı bu çalışma ulaşabildiğimiz

kaynaklara göre bu hasta grubu ile yapılan ilk çalışmadır. Sonraki çalışmalarda daha

fazla sayıda bireyi kapsayan grupla diğer tamir genlerinin de çalışılması yeni

verilerin ortaya konulması açısından yararlı olacaktır.
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER

1. Bu tez çalışmasında polikistik over sendromlu olgularda XRCC1 Arg194Trp

ve Arg399Gln, APE1 Asp148Glu ve XPD Lys751Gln polimorfizmleri arasındaki

ilişki araştırılmıştır.

2. PKOS’lu hastalar ve kontrol grubu klinik bulguları ve endokrin sonuçları

açısından karşılaştırıldığında;

a. Olguların yaş ortalaması hasta grubunda 30,09 ve kontrol grubunda 31,51

olarak belirlenmiştir.

b. LH, Estradiol, DHEA-S, açlık insülin, açlık glukoz ve HOMA-IR değerleri

PKOS’lu kadınlarda istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek olduğu

belirlenmiştir.

c. FSH ve SHBG değerleri ise PKOS’lu kadınlarda kontrol grubuna göre daha

düşük olarak saptanmıştır.

d. VKİ ve toplam testeosteron açısından değerlendirme yapıldığında ise

istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmemiştir.

3. XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg399Gln ve XPD Lys751Gln polimorfizmleri

ve PKOS arasında allel ve genotip frekansları açısından pozitif veya negatif bir ilişki

kurulamamıştır.

4. APE1 Asp148Glu polimorfizmi bakımından PKOS ve kontrol grubu arasında

allel ve genotip frekansları açısından istatistiksel olarak anlamlı farklar elde

edilmiştir. Buna göre mutant allel olan Glu’in frekansı ile mutant allel bakımından

heterozigot veya homozigot genotipe sahip olan bireylerin frekansı kontrol grubuna

göre daha yüksek olarak tespit edilmiştir.

5. APE1 Asp148Glu polimorfizmi Asp/Asp, Asp/Glu ve Glu/Glu genotipleri ile

vücut kitle indeksi birlikte değerlendirildiğinde VKI’nin Asp/Asp normal genotipine

sahip hastalarda heterozigot ve homozigot mutant genotipte olan hastalara kıyasla

daha düşük olduğu belirlenmiştir.
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6. XRCC1 Arg194Trp ve Arg399Gln, APE1 Asp148Glu ve XPD Lys751Gln

polimorfizmlerini konu alan çalışmalara baktığımızda farklı sonuçlar görmekteyiz.

Genlerin normal ve mutant allellerinin dağılımını bir çok faktör etkilemektedir.

Bunlar arasında çalışılan populasyonların farklı olması kontrol gruplarındaki

farklılığının en önemli nedenini oluşturmaktadır. Ayrıca farklı hasta gruplarındaki

klinik heterojenite söz konusu genlerin allel frekanslarını ve bireylerin taşıdığı

genotiplerin dağılımlarını farklı oranlarda etkilemektedir.

7. Genetik polimorfizm çalışmaları, bireylerin hastalıklara duyarlılıkları

konusunda bilgi veren çalışmalardır. Mutant genotiplerin etkileri ve mutant

genotipler ile hastalıklara olan duyarlılıklar arasındaki ilişkinin önemi her geçen gün

artmaktadır.

8. PKOS’da ortaya çıkan genomik kararsızlık ve bunun DNA tamir genleri ile

ilişkisini net olarak ortaya çıkarabilmek için daha fazla sayıda gen çalışmaları ve

daha büyük popülasyonlardaki araştırmalar yararlı olacaktır.
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