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DNA Deoksiriboniikleik asit

dNTP Deoksiriboniikleozidtrifosfat
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EDTA Etilen diamin tetraasetik asit
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F primer Forward Primer
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M Molarite
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PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
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RE Restriksiyon Endoniikleaz
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1. GIRIS

1.1.Kilin Embriyolojisi

Kil folikiilii embriyonik donemde bastan ayaklara dogru ektodermik orijinli primitif
epidermis hiicrelerinin mezodermik orijinli mezengimal hiicrelerle etkilesimi sonucu
ortaya ¢ikar (Paus ve Cotsarelis, 2004). Anne karninda ilk kil folikiilleri gebelik
doneminin 9. haftasinda kas, dudak ve ¢ene bolgesinde goriilmeye baslar. 16. haftada
bu bolgelerde kil safti bigimlenir, yaklasik 22. haftada biitiin yilizey folikiillerinin
gelisimi tamamlanmistir (Falco ve ark., 2000; Karincaoglu, 2006).

Embriyonik gelisimde ilk olarak epidermis bazal hiicrelerinin ¢ekirdekleri merkezde
toplanir. Bazal tabaka hiicreleri kiibik veya silindirik hale gelirler. Epidermis
kalinlasir ve dermise dogru hafif ¢ikinti yapar; bu asamada, ileride kil matriksini
olusturacak kil tomurcugunun olusumu iyice belirginlesmistir. Kil tomurcugu
genisledik¢e asimetrik hale gelir ve asagiya dogru oblik bigimde biiyiir. ‘Hair peg’
olarak adlandirilan hiicre kolonunun serbest ucu hafifce konkavdir ve dermal
papillayr olusturacak mezodermal hiicre birikimini Oniine katarak ilerler. Folikiil
uzadikca alt u¢ bulboz hale gelir ve dermal papillayi sarar. Folikiiliin arka kenarinda
iki tomurcuk gozlenmeye baslar. Tomurcuklarin gézlendigi bu alana “Bulge” alam
adr verilir. Bunlardan iistteki yag bezi tomurcugu, alttaki ise errektor pili kasinin
yapisma yeridir (Ebling, 1987; Topal, 2008). Bulge alani kil biiyiimesinde anahtar
role sahiptir ¢linkii bu alan kil folikiil epitel kok hiicrelerini icermektedir (Kumbasar,

2005).

Embriyonik epidermal ¢ikintidan olusan multipoten kok hiicrelerinin stimulasyonu
sonucu birbiriyle iligkili li¢ epitelyal silindir olusur. Merkez silindir kil saftini
olusturur. En dis silindir dis kok kilifi, orta silindir i¢ kok kilifin1 olusturur. Distan
ice dogru i¢ kok kilifinda henle ve huxley tabakalari, kiitikul, korteks ve medulla
olusur. Dogumdan onceki kil folikiilleri renksiz, ince ve yumusak olup lanugo

ismiyle anilirlar. Anne karninda deri gelisimi boyunca her kil folikiilii iki lanugo kil



saft1 olusturur. Ilki koyu, ince, uzun lanugo killar1 olup bunlar gebeligin 7-8. ayinda
dokiiliir. Ikincisi az pigmentli olan ve dogumdan yaklasik 3-4 ay sonra dokiilen
lantigo killaridir. Dogumdan sonra killarin bir kismi gii¢li pigmentli killara
doniistirken (terminal killar), bazis1 yine renksiz ve yumusak (vellus), kalanlar da bu
iki tipin arasindadirlar (intermediate). Bir kez folikiil yapist olustuktan sonra yasam
boyu yeni kil folikiilii goézlenmez (Karincaoglu, 2006; Topal, 2008; Kumbasar,
2005).

Sa¢ tomurcugu bir gesit kilif iginde yer almakta olup hiicrelerin boliinmesi esasina
gore sagi biiyiiten temel {nitesidir ¢linkii papilla adi verilen ve kan damarlar
acisindan zengin kismi sarar. S6z konusu boliimler damarlar tarafindan beslendigi
i¢in canlidir. Iste bu canli {initeye bir biitiin halinde ‘folikiil> ad1 verilir. Bir folikiiliin
canli kalabilmesi i¢in damarlar tarafindan beslenmesi, sinir uglar1 tarafindan

uyarilmasi ve kaslar tarafindan yonlendirilmesi, desteklenmesi gerekmektedir.

Folikiiller, insan viicudunda iiniteler halinde dizilmislerdir. Bu {initeler 6n sa¢ ¢izgisi
ve kulak iistlerinde oldugu gibi tek bir folikiil veya ense bolgesinin {ist tarafi yani iki
kulak arasindaki oksipital bolgede oldugu gibi ikili, ti¢lii, dortlii hatta nadiren daha
fazla folikiil i¢erebilir (Sekil 1.1.).

A

Sekil 1.1. Kilin folikiiler yapisi. A-Tek folikiil, B- Folikiiler iinite




1.2.Kilin Anatomisi

Anajen fazdaki bir terminal kil folikiiliinii deriden yiizeye dogru inceledigimizde

yedi ayr1 anatomik bolgeye ayirabiliriz (Sekil 1.2.).

1) Kil bulbusu: Folikiiler yapinin en derin kismidir ve folikiiler yapiyr ¢evreler.
Bulbusun en genis olan bolgesine Auber’in kritik hatt1 denir. Bu hattin altinda kalan
kisimda kil biiyiimesini saglayan mitotik aktivite ve ayrica i¢ kok kilifinin olusumu

gergeklesir.

2) Alt bolim (inferior): Saci diklesmesinde gorev alan kil kasinin (errector pili
muscle) yapistigi bolegeden folikiiliin tabanina kadar olan bolgedir. Folikiil
tabaninda sa¢ sogani (hair bulb)bulunur. Sa¢ sogani; sag matriksi ve dermal papilla

hiicrelerinden olusur.

3) Bulge (¢ikint1) alani: Erektor pili kasinin yapistigi ve folikiil kok hiicrelerinin
yogun oldugu bolge.

4) Orta boliim (istmus): Yag bezinin girisi ile kil kasinin (errector pili muscle)
yapistig1 bolgeye kadar olan kisim. Arrector pili kasinin yapistigi bolgeye BULGE
Bolgesi (Bulge Region) denir. Bu bolge Kok Hiicre caligmalarinda biiylik 6nem

tasimaktadir.

5) Sebase bez

6) Ust boliim (infindibulum): Sagin ¢ikis deliginden, yag bezinin (sebaceous gland)

folikiile baglandig1 noktaya kadar olan kisim.

7) Kil kanali bolgesi: Deri yiizeyinden epidermal-dermal bileskeye kadar olan
bolgedir(Coskun ve ark., 2006; Topal, 2008; Kumbasar, 2005).
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Sekil 1.2. Kil folikiiliiniin goriintiisii

Katagen fazin basinda kil matriksi kaybolur ve papillay1r ¢evreleyen epitel
hiicreleriyle yer degistirir. Epitel hiicrelerin nukleusu piknotiktir(yogunlasmis
kromatin igeren) ve folikiiliin alt kisminda apopitoz gergeklesir. Epitel hiicreler
yukar1t dogru hareket eder. Epitel hiicreler yukari dogru hareket ettikce geride
biiziilmiis fibréz kok kilift kalir ve buna da “stela” denir. Epitel hiicreler iist kisimda
“club” kil olustururlar. Katagen donemin baslarinda club hiicrelerde c¢ekirdek
bulunurken merkezden disa dogru kornifikasyonun basladigi donemde nukleus

kaybolmaya baslar (Rebora ve ark., 2005; Kumbasar, 2005).

Katagen fazin sonunda telogen faz baslar ve kil papillas1 igsi sekilli nukleuslardan
olusan hiicrelerle dolar. Papilla epitel hiicrelerin altinda yer alir ve buna sekonder kil
germ veya telogen germ iinitesi denir. Bu iinitenin {istiinde telogen club gittikce

kornifiye olur ve santrifugal bir yayilim gosterir. Bu kornifikasyon yaklasik 3 ay



boyunca devam eder ve sonunda kil sap1 folikiilden ayrilir (Rebora ve ark., 2005;

Kumbasar, 2005; Topal, 2008).

1.3. Kilin Histolojik Yapis1

Killar epidermal epitelin invajinasyonu sonucunda olusan elonge Kkeratinize
yapilardir. Killarin rengi ve biiyiikliigii irka, yasa, cinsiyete ve viicut bolgesine gore
degisir. Avug i¢i, ayak tabani, dudak, glans penis, klitoris, labia minora disinda her
yerde bulunurlar. Insan viicudunda ortalama 5 milyon kil folikiilii bulunmaktadur.
Eriskin bir insanin sagla kapli deri ylizeyi yaklasik 1000 cm® dir. Her cm? ye
ortalama 100 sag¢ teli diismektedir. Normal bir eriskinin sa¢li derisinde ortalama 100
bin sag teli vardir. Bu rakam beyaz irk i¢indir. Sar1 irkta bu say1 140 bin civarinda,
esmer irkta 110 bin civarindadir (Guarrera ve ark., 1996). Her kil, epidermal
invajinasyondan yani kil folikiiliinden gelisir (Guarrera ve ark., 1998) . Kil folikiilii

horizontal kesitte histolojik olarak 3 ayri boliimden olusur (Kumbasar, 2005).

1) Kiitikiil: En dista kalan, kornifiye hiicrelerden olusan tabakadir (Karincaoglu,
2006). Kiitikiil hiicrelerinin uzunlugu ortalama 120 mm, eni ise 20-80 mm’dir.
Kiitikiil, transmisyon elektron mikroskopisi ile horizontal kesit alinarak
incelendiginde distan ice dogru A- tabakasi, ekzo-kiitikiil ve endo-kiitikiilden
olugsmaktadir. A-tabakasinin sabit bir genisligi vardir ve siilfiirden zengindir. Ekzo ve
endo-kiitikiiliin genislikleri degiskendir. Kiitikiill membrant ¢ok sayida gamma-
glutamil-lisin izopeptit ¢apraz baglar1 igerir ve bu da kiitikiil membraninin kimyasal
maddelere kars1 gosterdigi yiiksek direnci aciklar. Kiitikiil hiicre membran
kompleksinde dnemli yapilardan birini 18-metileikozonaik asit olusturur. Proteinlere
kovalent olarak baglanan bu yap1 sa¢in kuru kalmasii engeller, kilin su igerigini

kontrol eder ve kil1 mekanik travmalardan korur (human hair:a unique composite).

2) Korteks: igsi sekilli kornifiye hiicre tabakalarindan ve keratin filamanlarindan

olusur. Korteks hiicreleri ¢ok sayida fibril icerir ve bu fibriller spiral sekilde dizilmis



olup parmak izi patterni olarak tarif edilirler. Korteks hiicrelerinin ultrastriiktiirel

yapist kilin gerilebilmesini saglar.

3) Medulla: Gevsek santral bir akstan ve kornifiye, kuboidal hiicrelerin olusturdugu 2
veya 3 tabakadan olusur. Medulla hiicrelerinin igerdigi keratin yumusaktir, diisiik
oranda siilfiir icerir ve kiiciik partikiillerden olusur. Bu partikiiller yumusak

keratinizasyon igin tipiktir (Karincaoglu, 2006; Kumbasar, 2005).

Kil folikiilii merkezden perifere dogru i¢ kok kilifi, dis kok kilifi, vitr6z membran,
fibroz kilif olmak tizere 4 adet katmandan olusur(Sekil 1.3., Sekil 1.4.).

1-) i¢ kok kilifi: Kutikiilanin disinda yer alir. Ug tabakadan olusur.

-Kiitikiila Kati: Kil kiitikiilii gibi st iiste ince seritlerden olusur. Siilfiir
proteinlerinden zengindir. Kil saftin1 asinmadan korur.

-Huxley Kati: Yassilagmis bir veya iki sira hiicreden olusur. Kil saftinin geometrik
seklini olusturur.

-Henle Kati: Kiibik sekilde tek sira hiicrelerden olusur ve eksternal ortiiye yapisik tek
kattir.

2-) D1s kok kilifi: Epidermis hiicrelerinin kil folikiiliinii ¢gevrelemesi sonucu meydana
gelir. Di1s kok kilifindaki hiicrelerin i¢i glikojenle doludur. Folikiiliin alt segmenti
boyunca i¢ kilifa sikica tutunmustir. Istmus diizeyine kadar keratinize degildir. Bu
diizeyden sonra i¢ kok kilifi kaybolur ve dis kok kilifi keratinize olur. Dis kok
kilifinin kok hiicre rezervuarr olma, beslenme ve oksijen icin kil folikiil silendir

merkezine dogru transit yol olusturma, enerji deposu olma gibi gorevleri vardir.

3-)Vitroz membran (hyalin bazal membran): Papilla ve dis kok kilifi ile fibroz kilif

arasinda yer alan hiicresel olmayan kisimdir.



4-)Fibroz kilif: Dis kok kilifinin ve vitréz membranin disindaki kollajen lifler, birkag

elastik lif ve fibroblastlardan olusan bag dokusu ile ¢evrili bolgedir (Hanneken ve

ark., 2003; Sinclair ve ark., 2001; Prodi ve ark., 2008).
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Sekil 1.3. Kil folikiiliiniin transvers goriiniimii.(Topal, 2008)
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1.4.Sa¢ Dongiisii

Sagclar, siirekli olarak biiylimezler. Her sag¢ bliyiime ve dinlenme periodunun ard arda
gergeklestigi bir dongii icerisindedir. Her sagin dongiisii digerlerinden bagimsizdir.
Dinlenme periodunun sonunda sa¢ diger saca yol agacak sekilde dokiiliir. Sag
dongiisiinde 3 faz goriiliir :

1- Anajen Faz (Biiyiime Fazi)

2- Katajen Faz (Gegis Faz1)

3- Telojen Faz (Dinlenme Fazi)

Normal bir sa¢ derisinde saglarin % 85’1 anajen, %15°1 telojen ve % 1’den az1

katajen fazdadir (Falco ve ark., 2000).

1.4.1.Anajen faz:

Anajen kelimesi latince ana (yukari, gelisme, biiyiime) ve genein (iiretme, dogma,
meydana gelme) kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusturulmus biiyiime meydana
getirme anlamina gelmektedir (Goksiigiir ve ark., 2006). Anajen donem alt1 evreden
olugmaktadir. Anajen donemin ilk bes evresine proanajen denir. Bu donemde yeni
olusan kil kokiiniin folikiiliin i¢ine dogru gittikce uzadigr goriiliir. Altinci evrede
(metaanajen) kil saft1 yukarida deri yiizeyinin iist kismina kadar asagida ise subkutan
doku seviyesine kadar uzanmaktadir (Goksiigir ve ark., 2006; Coskun ve Cigek,
2006; Chamberlain ve ark., 2003). Anajen fazin siiresi tiire, kilin bulundugu viicut
bolgesine, yasa ve cinsiyete bagh olarak degisiklik gosterir. Insanlarda bu siirenin
sacl deride 2-6 yil, bacaklarda 19-26 hafta, kollarda 6-12 hafta, biyik bolgesinde 4-
14 hafta oldugu tahmin edilmektedir. Anajen faz vertikal ve frontal bolgede daha
uzun, temporal bolgede daha kisadir (Goksiigiir ve Kilig, 2006; Coskun ve Cigek,
2006).

Olgun bir folikiiliin kil kokii dermise veya subkutan dokuya uzanir. En distaki tabaka
hyalinize bir hal alir ve sebase kanal seviyesinde kaybolur. Biiyiiyen anajen sa¢ kil
kokiine sikica baglidir ve agr1 olusturacak sekilde gili¢ uygulayarak cekilebilir.
Giinliik ortalama sag biiytimesi 0.35 mm’dir (Falco ve ark. 2000).



1.4.2. Katajen faz:

Anajen donemin sonunda kil folikiilii apoptozise ugrar. Bu doneme katajen donem
denir. Katajen evreyi hangi sinyallerin baslattigi bilinmemekte ancak deride
programli hiicre Oliimlerinden sorumlu genlerdeki degisikliklerin rol oynadigi
diistiniilmektedir. Folikiiliin en alt kisminda involiisyon ve regresyon olugur. Papiller
hiicreler ve etrafindaki konnektif doku kilifi artiklar1 yogunlasir. Kontraksiyona
ugrayarak folikiil epitelinin arkasindan yukariya dogru cekilir ve papilla telojen faz
stiresince de burada kalir. Bu donemde bulbus ile kil saftinin tamamen ayristigi
goriiliir (Coskun ve Kilig, 2006; Lavker ve ark., 2003). Katajen faz 7-21 giin siirer
(Kligman, 1959). Diger bazi arastirmalara gore bu faz birka¢ giinde sonlanacak
sekilde kisadir. Biiyiime aniden sonlanir, bulbus keratinize olur ve epidermise dogru
hareket eder. Sadece ufak bir epitelyal hiicre kiimesi nonkeratinize olarak kalir, bu da

sonraki sa¢in temelini olusturabilir (Falco ve ark., 2000).

1.4.3.Telojen faz:

Bu faz esnasinda folikiiliin alt ucu hemen yag bezi acikliginin asagisindadir ve
epitelyal kese ile ¢evrili golf sopasi seklinde saclar vardir. Bu kesenin hemen
altindan daha Once biiyliyen sacin yerlestigi derin bolgeye fibréz bir alan uzanir.
Sagli derideki telojen faz 3-4 ayda sonlanir. Telojen sonunda sa¢ taramayla veya

spontan olarak dokiiliir.

Rezidiiel epitelyal veya kok hiicreleri derin dermise giderler, burada papilla ile
etkilesirler ve yeni bir anajen faz baslar. Boylece normal olarak kaybedilen tiim

saclar golf sopas1 seklindedirler ve genellikle epitelyal kese icerirler (Falco ve ark.,
2000).

Son zamanlarda insan sa¢ dongiistinde iki 6nemli terim ortaya atilmistir. Bunlar;

eksojen (teloptosis) ve kenojendir (Rebora ve ark., 2004).
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Eksojen kil saftinin atildigi zamani tanimlamak i¢in kullanilmistir (Rebora ve ark.,
2002). Eksojen gercekte bir fazi temsil etmez, fakat yeni anajenden 6nce gergeklesen
bir siliregtir. Yeni terminal anajen kil tarafindan mesgul edilen folikiilden dokiilen
comak (club) sagtaki hareketi gosterir. Bununla birlikte stiresi ‘faz’ diyebilmek icin

¢ok kisadir.

Kenojen; (Yunanca bos anlamina gelen bir kelimeden tiirer) tek bir kelime ile lag
faz, latens periyodu veya bos folikiil fenomenini tanimlar (Rebora ve ark., 2004).
Kenojenin ergenlik oncesi donemdeki erkek ¢cocukta meydana gelmesi, androgenetik
alopesinin ana patogenetik mekanizmasinin testesteron ve So-rediiktazin sirasiyla
eksikligi ve yoklugu oldugu diisiiniildiigiinde, bu fenomenin fizyolojik oldugunu,
muhtemelen de kil folikiiliiniin gercek dinlenme periyodunu yansittigini gosterir.
Kenojende kil folikiilii komplet olarak bostur ve inaktiftir (Rebora ve ark., 2002;
Guarrera ve ark., 1998; Guarrera ve ark., 1996). Sa¢ siklusu genetik kontrol
altindadir ve farkli viicut bolgelerinde degisiklikler gosterir (Falco ve ark.,

2000).(Sekil 1.5. , Sekil 1.6.)

L

Blylme fazi Geglg faz) Dinlenme faz: n oy Dén
(Ansjen) (Katajen) (Telojen) et s

Sekil 1.5. Kil folikiilii dongiisii
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Sekil 1.6. Kil folikiilii dongiisti II(Paus ve Cotsarelis, 2004)

1.5.Sa¢ Kilinin Biyokimyasal Yapisi

Killar, tirnaklar gibi ana maddesi keratin olan sert kivamli uzantilardir. Sag; icerdigi
az miktardaki suyun yani sira karbonhidratlar, {ire, lirik asit, serbest aminoasitler,
fosfolipitler, kolesterol, yag asitleri ve en Onemlisi keratin agisindan zengindir.
Keratin proteini hiicre igerisinde sitoplazmada olusur ve yapisinda bircok farkl
aminoasit vardir. Sag¢i olusturan keratinler degisik molekiil agirliklar1 olan
birbirinden farkli yapilarda proteinlerdir. Serin, sistein, arginin ve metyonin
aminoasitleri (proteinleri olusturan yap: taslar1) acisindan zengin olan keratinin
yapisinda bulunan disiilfit baglar1 ise sa¢ keratininin suda ¢dzlinmesini engeller ve
oldukca sabit bir yapiya sahip olmasini saglar. Buna ragmen tirnaklarimiza gore
kendini gelistirme ve yenileme konusunda neden ilerleyen yaslarda zafiyete ugradigi

heniiz anlasilabilmis degildir.
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1.6. Kil Biiyiimesinin Kontrolii

Kil dongiisii hormonal ve néral faktdrlerin kontrolii altindadir. Ostrojen, tiroid
hormonu, glukortikoid, retinoid, prolaktin, biiyiime hormonu, androjenler, prolaktin,
tiroksin ve Kortizol kil dongiisiinii kontrol eden hormonal faktorlerdir. En yiiksek
etkiyi gosteren hormonlar androjenlerdir. Bu etkenlerin yan sira genetik yatkinlik da
sa¢ dongiisiinde biiylik 6nem tasimaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalara gore
hormonlar, genetik yatkinlik ve diger fizyolojik faktorler sa¢ dongiisii kontroliinde

kompleks olarak ¢aligmaktadir.

1.7.Kil Tipleri

Insan viicudundaki killar; renk maddesi miktar1, kil uzunlugu, medulla uzunlugu ve

saft capina gore dort grupta siniflandirilir.

1-) Lanugo killari: Doguma kadar anne karninda iken olusan ve dogumdan sonra

dokiilen killardir. Medulla icermezler.

2-) Velliis killari: Ince, ¢ok az renkli, boyu 1 cm’yi asmayan killardir. Medulla

igermezler.

3-) Intermediyer killar: Genital bolgelerde bulunan ince cansiz killardir. Ergenlikte

androjenik hormonlarin etkisi ile kalin ve renkli killara doniisebilirler.

4-) Terminal killar: Sert, kalin, koyu renkli killardir. Medulla igerirler.

1.8. Kil Rengi

Killarin rengi melanositler tarafindan belirlenir. Killar sadece anajen evrede

renklenirler. Ciinkii melanojenik aktivite anajen donemde gerceklesir. Anajen
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folikiilde melanositler matriks boliimiinde bulunurlar ve renk maddesi iiretirler. Sac1
renklendiren 3 melanin vardir:

1) Omelanin: Kahverengi-siyah rengi belirler.

2) Feomelanin: Sar1 rengi belirler

3) Eritromelanin: Kizil rengi belirler.

Renk maddeleri kil kokiinde korteks kisminda daha yogun olarak bulunur. Yeni
olusan killarda renklenme goriilmez. Kilin rengindeki degisiklik renk maddesi

yogunluguyla iliskilidir.

1.9. Alopesi

Alopesinin  sozliik anlami, saglarin kismen veya tamamen dokiilmesi; sag
dokiilmesidir. Sagli derideki kil folikiillerinin c¢esitli nedenlerle tamamen veya
kismen yok olmasi veya azalmasi durumuna da alopesi denir. Alopesiler geleneksel
olarak skar dokusunun olup olmamasina ve lokalize veya diffuz bir paternin olusuna

gore siniflandirilirlar.

Alopesiler ile ilgili ¢ok sayida siniflama bulunmaktadir. Difiiz-fokal, sikatrisyel-
nonsikatrisyel, konjenital-edinsel, anagen-telogen alopesi, gegici-kalici, erkek tipi-
kadin tipi, erken tip-gec tip alopesi olarak siniflandirilabilir (Baransu ve ark., 1994).

Tiim bu siniflamalar i¢inde alopesili hastalar1 birbirinden ayirmak icin asagidaki

smiflama tercih edilebilir (Kumbasar, 2005).

A. Sikatrisyel alopesiler

1) Gelisimsel bozukluklar ve herediter hastaliklar
2) Enfeksiyoz

3) Neoplazi

4) Fiziksel/kimyasal ajanlar

5) Sebebi bilinmeyen dermatozlar
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B. Nonsikatrisyel alopesiler

1) Androgenetik alopesi

2) Nonsikatrisyel alopesi ile giden herediter sendromlar
3) Alopesi areata

4) Sistemik hastaliklarla iliskili nonsikatrisyel alopesiler

5) Travmatik nonsikatrisyel alopesiler

Biz bu calismamizda androgenetik alopesiye sebep oldugu diisiiniilen genlerden

birinin (AR Stul restriksiyon bolgesi) polimorfizmini arastiracagiz.

1.9.1. Androgenetik Alopesi

1.9.1.1. Androgenetik Alopesinin Tanimi

Androgenetik alopesi terimi 1960 yilinda Orentreich tarafindan kullanilmistir.
Orentreich’in terimi androjen varliginda genetik olarak duyarli kil folikiillerinin

minyatiirize olmasini igerir (Orrentreich, 1960; Chartier ve ark., 2002).

Androgenetik alopesi (AGA), hem kadin hem de erkeklerde en sik goriilen sag
dokiilmesidir (Forslind, 2000; Sinclair, 1999; Hoffman, 1999). AGA terimi
erkeklerde FErkek Tipi Sa¢ Kaybi(ETSK) ve kadinlarda Kadmn Tipt Sag
Kaybi(KTSK) olarak bilinmektedir (Kaufmann, 2002). Bu terimlerin ayr1 ayr
kullanilmasinin nedeni androjen metabolizmasinin ve olusumdan sonra hastaligin
seyrinin erkek ve kadinlarda ayn1 olmamasidir (Yip ve ark., 2011). AGA, genetik
yatkinlig1 bulunan kisilerde androjenlerin etkisi sonucunda terminal killarin vellus
killara doniismesi ile birlikte frontal sa¢ ¢izgisinin ¢ekilmesi, frontal ve verteksteki
saclarin yogun olarak incelip oksipitoparietal bolgedeki saclarin saglam kalmas ile
karakterize olan nonsikatrisyel alopesidir. Sekil 1.7. de sach deri bolgeleri

gosterilmistir.
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Vertikal bolge

| Parietal blee

Temporal bélge

Frontal bélge

Sekil 1.7. Sacli deri bolgeleri.

AGA, farkli ¢calismalarda farkli yas araliklari verilmis olsa da siklikla 20 ve 30’lu
yaslarda baslar, ilerleyen yaslarda artarak devam eder. AGA’nin kadin ve erkekte
goriilen ortak oOzellikleri; minyatiirizasyonun olmasi, etkilenen saglarda anagen
stirenin kisalip telogen siirenin uzamasidir (Lavker ve ark., 2003; Sinclair ve

Dawber, 2001, Ellis ve Harrap, 2001).

Bu benzerliklere ragmen AGA’nin erkekte ve kadinda ortaya ¢ikan klinik 6zellikleri
farklidir. Erkeklerde frontal ¢izginin(alin ¢izgisinin)  gerilemesi, frontal ve
verteksteki saglarin incelip oksipital bolgedeki saglarin saglam kalmasi tipiktir.
Kadinlarda, erkeklerde goriilen tipte AGA olmakla beraber, kellik ileri derecede
olmaz. Kadinlarda AGA’de tipik olarak santral kisimda progresif bir incelme olur,

frontal sag ¢izgisi korunur (Tosti ve ark., 1999).
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1.9.1.2.Androgenetik Alopesinin Siniflandirilmasi

Erkeklerde goriilen AGA ile ilgili ilk klinik smiflama Hamilton tarafindan
tamimlanmustir (Hamilton, 1951). Bugiin halen yaygin olarak kullanilmakta olan bu
smiflama AGA’yi 8 ayn tipte degerlendirmistir. Norwood, Hamilton’un yapmis
oldugu siniflandirmay1 modifiye ederek yeni bir siniflandirma gelistirmistir (Lavker
ve ark., 2003). Norwood, 2 farkli siniflama onermistir. Birincisi, standard Hamilton
siniflamasinin  modifiye seklidir. Ikincisi, Tip A varyanti olarak tanimlanan
klasifikasyondur. Buna goére Norwood IIA, IIIA, IVA ve VA olmak {izere toplam 4
tane A varyanti tanimlamistir (Norwood, 1975) (Sekil 1.8.).

L"Illvertex‘ VII

Sekil 1.8. Norwood-Hamilton sag skalasi (Bouhanna, 2000).
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1953°te Ogata kellik derecelerini 20 farkli derecede siniflandirmis ve bu derecelerin
her birini 6 evreye ayirmistir. Derecelendirmesini kel olmayan, erken kellik, orta ve

geg kellik olarak yapmustir (Ogata, 1953) (Sekil 1.9.).

Type

Type

Type

Type

Type

Type

Sekil 1.9. Ogata’nin AGA siniflama skalasi.(Bouhanna, 2000)

1969°da Feit Hamilton’dan daha detayli bir siniflama 6ne siirdii. Bu simiflamada 16

kategorinin 12 farkli ¢esidi bulunmaktadir (Feit, 1969).

1970’de Setty Hamilton’in siniflamasini 3 gruba ayirdi: totopilosis(Hamilton tip-I),
indentato-pilosis (Hamilton tip 11-V), indentato-circulo-pilosis (Hamilton tip VI-VII)
(Setty, 1970).

1975’te Rook ve Dawber siniflamayi 5 evrede tanimladilar (Rook ve Dawber, 1975).
Ayni yil Norwood Hamilton’dan daha detayli bir siniflama yapmistir (Norwood,
1975).
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1976’da Bouhanna AGA’y1 ikisi alt gtup olan bes farkli evreye ayirdi (Bouhanna,
2000) (Sekil 1.10.).

Type 3

Sekil 1.10. Bouhanna AGA siniflama skalasi. (Bouhanna, 2000)

Olsen 1994 yilinda yaptigi calismada KTSK’nin yogun sa¢ seyrelmesi seklinde
olmayabilecegini, frontal bolgede cam agaci seklinde sa¢ dokiilmesi olabilecegini
belirtmistir. Bu tanimlamada alopesi frontal sa¢ ¢izgisi ve orta ¢izgiyi igine

almaktadir (Olsen, 2001) (Sekil 1.11.).

Sekil 1.11. Olsen’in ¢am agac1 goriintiisii

Olsen 2001 yilinda erkekte ve kadinda goriilen AGAyi 4 ayri alanda tanimlamistir.
Bunlar verteks, frontal, bitemporal ve orta kisimdir. Bu smiflamaya gore sac

dokiilmesi bir veya daha fazla alanda olabilir (Olsen, 2001) (Sekil 1.12.).



19

Sekil 1.12. Olsen’in AGA siniflamasi. V: Verteks, M:Orta(tepe)bolge, T:Temporal,
F:Frontal (T alanlar1 ve F birlikte frontoparietal bolge olarak adlandirilir.) (Olsen, 2001)

Olsen, daha once tanimlamis oldugu AGA’yi 4 ayr1 grupta degerlendiren skalasini
degistirerek 2003 yilinda rejyonel sa¢ dansite skalas1 adi altinda yeni bir siniflama
aciklamistir  (Olsen, 2003) (Sekil 1.13.). Bu siniflamaya gore 6 evrede
degerlendirilen sa¢ yogunlugu, evre 1’de sa¢ kaybi1 yokken, evre 6’da total sag

kaybini ifade etmektedir (Kumbasar, 2005).

5 6

B
Sekil 1.13. Rejyonel sag dansite skalasi(Kumbasar, 2005)
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1977 yilinda Ludwig kadin tipi sa¢ kaybiminin kesin ozelliklerini tanimladi ve
siddetine gore Ludwig I, II ve III olacak sekilde 3 sinifa ayirdi (Ludwig, 1977) (Sekil
1.14.).

Evre | Evre Il Evre 111

Sekil 1.14. Ludwig AGA smiflamasi (Kumbasar, 2005)

Savin, AGA olan kadinlarda yapmis oldugu ¢alismasinda tepe bolgesinde orta hatta
seyrelme sonucunda olusan genislemeyi esas alarak AGA’yi 8 ayr1 grupta
degerlendirmistir (Kumbasar, 2005) (Sekil 1.15.).

Sekil 1.15. Savin sa¢ skalasi(Kumbasar, 2005)

Sinclair ve ark. KTSK tamisinda “five point visual analogue skalasini”
gelistirmislerdir. Bu skalaya gore evre 1 ve 2’de sa¢ kayb1 donem donem veya
siirekli iken, evre 3, 4 ve 5’te sac kayb1 tepe bolgesinde genisleme seklinde kendini
gosterirken, sag dokiilmesi donemleri artmistir veya dokiilme siireklidir (Sinclair ve

ark., 2011) (Sekil 1.16.).

Sekil 1.16. Sinclair bes evreli gorsel analog skalasi(Sinclair ve ark., 2011).
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1.9.1.3. Androgenetik Alopesinin Nedenleri

Son on yil i¢inde kil dongiisii ve alopesilerin mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in
cok sayida arastirma yapilmistir. 1994 yilinda Dallob ve arkadaslarinin yaptigi
calismada AGA olusumunda tip 2 Sa-rediiktaz enziminin rol oynadiginin bulunmasi
sa¢ arastirmalarini oldukga ileri gotiirmistiir (Dallob ve ark., 1994; Rebora, 2004).
Bugiine kadar yapilan tiim ¢alismalar sonucunda AGA olusumunda kompleks olarak
rol alan faktorler sunlardir:

1- Androjenler

2- Biiyiime faktorleri

3- Yas

4- Genetik faktorler (Kumbasar, 2005)

1.9.1.3.1. Androjenler:

Androjenler, anne karninda erkek fenotipin olusmasi, sekonder seksiiel
karakteristikler olan pubik, koltuk alti1 ve yiizde killanma ve kas kitlesinin geligimi
icin gerekli olan steroid hormonlardir. Steroid hormonlar1 etkilerini hiicre igi
reseptOrlere baglanarak ve hormon/reseptor kompleksi olusturarak gosterirler.
Androjenlerde birer steroid olduklarindan etki gosterebilmeleri i¢in hiicre igerisinde
bulunan ¢esitli reseptorlere baglanmak zorundadirlar. Kafa derisinde androjen
duyarliligi ve androjen reseptorlerinin dagilimi bolgeye Ozeldir. Bu durum bize
neden sadece tepe ve sakaklardaki saclarin tamamen dokiildiigiinii, ancak ¢ok ileri

seviyelerde bile oksipital bolgedeki saglarin korundugunu agiklar.

Erkeklerde en yiikksek miktarda goriililen ve baskin etkisi olan androjen
testesterondur. Lokal ve sistemik kaynakli testosteron ya dogrudan dermal papilla
veya sa¢ sogani hiicrelerinin i¢inde bulunan androjen reseptorlerine baglanir ya da
androjen reseptorlerine baglanmada bes kat daha etkili olan dihidrotestosterona
(DHT) metabolize olur (Yip ve ark., 2011). Testesteron 5a-rediiktaz tip II enzimi ile
birgcok farkli dokuda kendisinden bes kat daha etkili olan bir hormona, DHTa
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doniisebilir. Kadinlarda testesteron hormonu miktar1 erkeklere gore daha diisiik
orandadir ve fizyolojik aktiviteler i¢in etkili steroidlerin dnciillerindendir (Kaufmann,

1996).

Yapilan bazi ¢alismalarda erkeklere kastrasyon yapildiginda AGA’nin gelismedigini
bildirmistir. Diger baz1 ¢aligmalarda ergenlik Oncesi kastrasyonun geng¢ sa¢ ¢izgisini
korudugu ve sagli deride sebum firetimini azalttifi gosterilmistir. Ayrica hasta
yasindan bagimsiz olarak yapilan kastrasyonun da sa¢ dokiilmesini engelledigi
gorilmistiir. Kastrasyon sonrasinda hastalara tekrar testesteron uygulamasi
yapildiginda erkek tipi kellik ve sacli deride artmis sebum iiretimi ortaya ¢iktigi
goriilmektedir. Biitin bu bilgiler androjenlerin AGA’nin olusumunda etkin rol

oynadigini desteklemektedir (Kaufman, 1996; Hoffman, 1999; Kumbasar, 2005).

Psodohermafroditten etkilenen erkeklerde Sa-rediiktaz enziminde mutasyon
olugmaktadir. Bu hastalarda AGA’nin gelismemesi, normal testesteron diizeyi ve
diisiik DHT diizeyinin olmasi ile agiklanmaktadir (Kumbasar 2005, Kaufman 1996,
Hoffman 2004).

So-rediiktaz enzimi iki tip olarak karsimiza ¢ikar. Tip 1 Sa-rediiktaz enzimi yag
bezlerinde bulunur. Tip 2 Sa-rediiktaz enzimi ise dermal papilla, kilin dis kok kilift
ve sa¢ folikiillerinin proksimal i¢ kok kilifinda bulunur (Sinclair ve Dawber, 2001).
Androjen reseptorleri ve So-rediiktaz enzimi eksik olan kisilerde AGA goriilmez. Bu

veriler bizi DHT un AGA olusumu i¢in gerekli oldugu sonucuna gétiirmektedir.

Hem kadin hem de erkek AGAlerde 5o-rediiktaz enzim diizeyinin normal hastalara
gore 2 kat artmis olarak bulundugu goriilmiistiir; bu da Sa-rediiktaz enziminin AGA
olusumundaki 6nemli roliinii agiklamaktadir (Kaufman, 1996). Legro ve ark. AGA
tanist konulmus 20 erkek ve 60 kadin hasta {izerinde yaptiklar1 ¢alismada Sa-

rediiktaz enzim aktivitesinde artig oldugunu belirtmislerdir (Legro ve ark., 1994).
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda 3-beta-hidroksistreoid dehidrogenaz (33-HSD), 17-
beta-hidroksisteroiddehidrogenaz, aromataz, 3a-17p-androstanediol glukuronid (3a-

diol G) enzimlerinin de androjen metabolizmasinda rol oynadigi belirlenmistir.

17-beta-hidroksisteroiddehidrogenaz, zayif etkili 17-ketosteroidlerin ve etkili 17-
ketosteroidlerin  birbirine  doniisiimiinden sorumludur. 3-beta-hidroksistreoid
dehidrogenaz, dihidroepiandesteron ve androstenediolli, andestenedioneye ve
testesterona dondistiiriir (Kaufman, 1996). Yapilan diger calismalar da AGA’l
hastalarda 3a-17p-androstanediol glukuronid diizeyinde artma ve seks hormonu

baglama proteini (SHBG) diizeyinde azalma oldugunu gostermistir.

P-450 Aromataz enzimi androjenleri dstrojenlere doniistiiriir, i¢ ve dis kok kilifinda
lokalizedir. Bu enzimin diizeyi Sa-rediiktaz enzimi ile ters orantilidir. Sa-rediiktaz
enzim diizeyinin yiiksek, P-450 aromataz diizeyinin ise diisiik olmast AGA olan
erkek ve kadin hastalardaki fenotipik farkliligi agiklamaktadir (Sawaya ve Price,
1997) (Sekil 1.17.).
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Sekil 1.17. Androjenik etki mekanizmasi1 (Norwood ve ark., 2000).

Ostrojenin ise kadinlarda normal koltukalti ve pubik killarin gelisiminde etkili
olmasima ragmen, her iki cinste de sac¢ biliyiimesindeki rolii heniliz agik degildir ve
androjenler kadar etkili olmadigr savunulmaktadir. Sa¢ folikiilii i¢inde steroid

metabolizmas1 olduk¢a karmasiktir ve steroid hormonlar1 ve bunlarin reseptorlerinin
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yant sira Ostrojen, progesteron ve androjen reseptor sinyal yollari arasinda bir

karsilikli etkilesim oldugu muhtemeldir (Yip ve ark., 2011).

Futterweit ve arkadaslar1 yaygin sa¢ dokiilmesi goriilen AGA tanili 109 kadin
hastada endokrin bozukluklar1 arastirmiglardir. Kontrol grubu olarak 24 saglikli
kadin hasta degerlendirilmistir. Hastalarin %38,5’inde androjen miktarinda yiikseklik
oldugunu gostermislerdir (Futterweit ve ark., 1988).

1.9.1.3.2.Biiyiime Faktorleri

AGA’nin olusumunda ve killarin biliylime dongiisiinde sadece androjenlerin degil

baska faktorlerin de rol oynadiklar1 yapilan ¢alismalarla desteklenmistir.

Signorello ve arkadaslar1 yapmis olduklari ¢alismada, vertekste kellik olan hastalarin
serum insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1) diizeyinin kellik olmayan hastalara
gore daha yiiksek oldugunu bildirmistir (Signorelloa ve ark., 1999). Platz ve
arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada IGF-1 ve IGF baglayici protein (IGFBP-3) iliskisini
arastirmislardir. Vertekste kelligi olan orta yas iistii hastalarda IGFBP3 diizeyi diisiik,
IGF-1 diizeyi yiiksek olarak bulunmustur (Platz ve ark., 2000).

1.9.1.3.3.Yas

Kadinda ve erkekte AGA baslama yasinda farkliliklar vardir. Erkeklerde, 30 ve 40’1
yaslarda en yliksek degere ulasir ve sa¢ kaybi hayat boyunca artarak devam eder.
Kadinlarda ise 30 veya 50’li yaslarda en iist diizeye ulasir. Kadinlarda menapoz
sonrasi artan AGA sa¢ yogunlugunda azalma, sa¢ dokiilmesi ve saclarda incelme
sikayetlerine neden olur. Menapoz sonrasi baglayan kellik erken donemde baslayan
kellige gore ¢ok daha yavas seyreder (Olsen, 2001). AGA’de yaslanma 6nemli bir
faktordiir. AGA prevalansi ilerleyen yas ile artmaktadir (Yip ve ark., 2011).
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1.9.1.3.4.Genetik Faktorler

AGA’nin genetik Ozellikleri bugiline kadar yapilan ¢alismalarda tam bir netlige
kavusturulamamistir. Siklikla genetik gecisin  maternal oldugu diisiiniilse de
literatiirde otozomal dominant gegisten bahsedilmektedir (Ellis ve Harrap, 2001). Bu
bilgiler 1916 yilinda Dorothy Osborn tarafindan yapilan ¢alismayi temel almaktadir
(Ellis ve Harrap, 2001; Hanneken ve ark., 2003). Bu c¢alismada 22 aile
degerlendirilmis, erkeklerde otozomal dominant, kadinlarda otozomal resesif gegis
oldugu disiiniilmistiir (Osborn, 1916; Elllis ve Harrap 2001). Kuster ve Happle 1984
yilinda poligenik hipotezi 6ne siirmiislerdir. Poligenik kalitim, 4-gen modeli
kullanilarak agiklanabilir. ETSK ve KTSK’da bu genler baslangic, ilerleme,
desenlenme ve siddetli evrenin yaslarini belirleyebilir. Sadece 1 gen gegisi
oldugunda az sayida sag¢ kaybi olur. 2 veya 3 gen gecisinde orta yasta sa¢ dokiilmesi
baslar ve 4 gen gecisinde ise erken yasta sa¢ kaybi gorilir. Tek gen ile kalitim
gosteren hastaliklarin sikligi 1/1000’in iizerine nadiren c¢ikmaktadir(Kuster ve
Happle, 1984; Yip ve ark., 2011).

Kellige neden olan genlerin; tek niikleotid polimorfizmleri(single nucleotide
polymorphisms-SNPs), kisa tandem veya mikrosatellit tekrarlar, insersiyon(ekleme)
mutasyonlar, delesyon(eksilme) mutasyonlar ve kopya sayisi degisiklikleri(copy
number variation-CNV) ile DNA dizi degisimlerine sebep olabilecekleri

diistiniilmektedir (Yip ve ark., 2011) (Sekil.1.18.).

Common Sequence p,

\'\! " \ al ]

Variations

Sekil 1.18. Genlerde meydana gelebilecek degisiklikler.
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Bunlardan SNPler insan genomunda tespit edilmis en yaygin genetik varyasyon
cesididir. Veri tabanlarina alinmis yaklasik olarak 17.8 milyon civarinda SNP tespit
edilmistir. Bu nedenle tipki diger hastaliklarda oldugu gibi kellikte de SNP’ler en
yaygin olarak calisilan DNA sekans ¢esitliliklerindendir.

Promoter gen bolgesindeki DNA  hipermetilasyonu gen transkripsiyon
mekanizmasini bloke eder ve genin ifadesini durdurur. Bu sirada hipometil DNA ise
gen transkripsiyon mekanizmasi calistigi i¢in genin ifadesini baglatmaya calisir.
Sagsiz deride verteks ve oksipital bolgeler arasindaki androjen reseptor gen(AR)
duyarliligi ve ifadesinin farkliligi farkli AR metilasyonunu izzah edebilir ve bu
durumun da farkli bolgelere 0zgli sa¢g minyatiirizasyonuna sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Kellik i¢in ¢alisilan SNP AR gen bolgesinin ekzon 1 kismindadir.
Bu SNP kel yasli ve geng erkeklerin %100’iinde bulunmugtur fakat yapilan
calismalar kel olmayan yash erkeklerin ¢ogunda da bu durumun varoldugunu
gostermistir. Bu sonuglara bakarak su yorum yapilabilir: Bu SNP erkeklerde kellik
icin gereklidir ancak yeterli degildir. Bu 6zel SNP babadan ogula degil anneden
ogula gegmektedir cilinkii SNP X kromozomu iizerinde bulunmaktadir. Giiniimiizde
AR ile ETSK arasindaki iligki i¢in en olas1 agiklama kodlanmayan DNA diizenleyici
elemanlarindaki degisikliklerin AR gen bolgesine denk gelmesi olarak kabul
edilmektedir.

Ellis ve arkadaslar1 2001 yilinda AR geni ile AGA arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in
AGA tanis1 almis orta yas ve iistii hastalar ile saglikli erkek hastalarda AR gen
polimorfizmin alel sikligin1 arastirmiglardir. AR Stul restriksiyon bdlgesi, orta yas
AGA’li hastalarin % 98.1’inde ve orta yas lstii AGA’li hastalarin %92.3’linde,
kontrol grubunda ise %76.6 oraninda bulunmustur. AR geninde veya yakininda olan
fonksiyonel mutasyonlar AGA’li kisilerde bu genin yiiksek oranda ekspresyonunu
aciklamaktadir (Ellis ve ark., 2001).

Hillmer ve Richards’in yaptiklar iki ayr1 arastirmada ETSK ile kromozom 20pl1

lokusu arasinda saglam bir iliski belirtmislerdir. Ancak bu lokus gen ifadesi
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acisindan fakir bir bolgede bulundugu icin ETSK iizerindeki kesin etkisi tam olarak
bilinmemektedir (Richards ve ark., 2008; Hillmer ve ark., 2008). Bu c¢alismalardan
Richards ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada dort ayri Avrupa toplulugu incelenmis
ve her yedi erkekten birinin ETSK ile iligskili SNPleri barindiran AR ve 20pl1
kromozomlarmin ikisinide bulundurdugu ve digerlerine gore yedi kat daha fazla
riskli grupta oldugu belirtilmistir (Richards ve ark., 2008). Hillmer yaptig1 bir bagka
calismada ETSK ile 3q26 kromozomu arasinda gii¢lii bir iliski tespit etmistir, ancak
bu gen de ifade edilmeyen boélgede oldugu i¢in kabul gormemektedir (Hillmer ve
ark., 2008).

Bir italyan calismada ise ETSK ile ektodisplasin A2 reseptor geni (EDA2R) arasinda
gliclii iliski tespit edilmistir (Prodi ve ark., 2008). EDA2R’nin androjen reseptor
transaktivasyonunu niikleer faktor(NF)-kB yolu veya c-Jun proteini ile etkiledigi

distiniilmektedir.

ETSK ile iliskili olmadigi yapilan caligsmalarla belirlenen diger genler Sa-rediiktaz
tip I (SRD5AL1), aromataz (CYP19A1), dstrojen reseptorii a (ESR1), insiilin-benzeri
gelisme faktorii-2 (IGF-2) ve insiilin genleridir(Ellis ve Harrap, 2001, Sinclair ve
Dawber, 2001).

AGA’nin gelismesinde rol alan c¢ok sayida gen olabilir. Androjenler iizerindeki
etkileri diisiiniilerek So-rediiktaz enzimini kodlayan genler arastirilmistir. SRD5A1
ve SRD5A2 genleri Sa-rediiktaz tip 1 ve 2 enzimini kodlamaktadir. Bu iki genle ilgili
yapilan vaka-kontrol ¢aligsmalarinda her iki gende alel sikligi bakimindan bir fark

bulunamamastir.

Insulin geni, AGA patogenezinde arastirilan diger bir gendir. Yapilan calismalar
sonucunda bu gende olusan fonksiyonel mutasyonlarin AGA’ye neden olmasinin gii¢

oldugu diistintilmektedir (Ellis ve Harrap, 2003).
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Biiytime faktorii ve Ostrojen genleri lizerinde yapilan ¢alismalar AGA’de bu genlerin

rol oynamadiklarini desteklemektedir (Sinclair ve Dawber, 2001).

Ellis ve ark. 1998 yilinda 783 ailede toplam 2959 saglikli erkekte yaptiklari
calismada, AGA olan %381.5 hastanin babasinda kozmetik kellik tespit etmislerdir.
Bu durum baba-ogul paternli kalitima neden olan predispozan genin Y
kromozomunda lokalize olabilecegini diisiindiirmektedir (Ellis ve Harrap, 2001).
Ancak Y kromozomunun rekombinant olmayan kismi ile ilgili yapilan ¢alismalarda

ETSK ile bir iliskisi olmadig goriilmiistiir (Yip ve ark., 2011).

Biiyiik oranda X kromozomu iizerinde lokalize olmasindan dolay1 KTSK ile AR geni
arasindaki  iliskiyi ~ yorumlamak zordur. Bu nedenle X kromozomu
inaktivasyonunda(XCI) rastgele inaktive iki gen kopyasindan biri yorumlanir. XCI
dokuya 0zgili oldugundan ve sekillerinin analizi periferik kan kullanilarak
yapildigindan, sag¢ folikiilleri ile dogrudan karsilagtirilabilir olmasi pek miimkiin
degildir. ETSK’da etkili oldugu ¢aligsmalarla belirlenen 20p11 kromozomunun KTSK
lizerinde az da olsa etkili oldugu belirlenmis ancak etkisini nasil gosterdigi kesin
olarak belirlenememistir (Richards ve ark., 2008). Hiperandrojenemik kadinlarda AR
geni ekzon 1 tizerinde CAG tekrarli uzun polimorfizm KTSK, akne ve tiiylenme gibi

androjen kaynakli deri hastaliklarinin gelisimine neden olmaktadir.

1.9.1.4. Androgenetik Alopesinin Klinik Ozellikleri:

Kadinlarda ¢ok nadir durumlar hari¢ erkeklerdeki gibi ger¢ek anlamda bir kellik
olusmaz (Coskun ve Cigek, 2006; Chamberlain ve Dawber, 2003). Kadinlardaki
AGA’nin  siklikla tipik klinik goriiniimii  frontoparietal bolgede diffuz bir
seyreklesme ile beraber frontal sa¢ cizgisinin korunmasi seklindedir (Goksligiir ve

Kilig, 2006; Coskun ve Cigek, 2006; Lavker, 2003; Rebora ve Guarrera, 2004).
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Kadinlar saglarindaki seyreklesmeyi ilk Once frontal alan {izerinde farkederler ve

zamanla skalp daha goriiniir bir hale gelmeye baslar (Coskun ve Cigek, 2006).

Siklikla orta hatta frontal hattin hemen arkasinda sa¢ seyrelmesi belirgindir (¢am
agact paterni). Uzerinde hi¢ sacin olmadigi ufak ‘pencil eraser-sized’ alanlar
(yaklasik olarak 4-6 mm) goriilebilir (Goksiiglir ve Kilig, 2006; Chamberlain ve
Dawber, 2003). Bu kel alanlar i¢in yapilan bir yorum androgenetik alopesi i¢in tipik
olan telojenden sonra gelen geg bir fazdir. Fakat bunu sadece bir ge¢ faza baglamak
folikiiler {initelerdeki bir senkroniyi belirtmektir ki bu da kadin tipi sa¢ kaybinda

kanitlanmamistir (Chamberlain ve Dawber, 2003).

Post pubertal birgok kadinda beraberinde diffuz sa¢ kaybi olsun olmasin sakak
bolgesindeki saglarda ufak derecelerde bilateral olarak c¢ekilmeler goriiliir. Bazi
kadinlarda bu c¢ekilmeler belirgindir. Venning ve Dawber % 13 premenaposal
kadinda ve % 37 postmenaposal kadinda frontotemporal ¢ekilmeyi bildirdiler
(Venning ve Dawber, 1988; Kligman, 1959; Rebora ve Guarrera, 2002). Ote yandan
erkeklerde de kadin tipi kellik nadir degildir. Birch ve ark. yaptiklari ¢alismada 331
kel erkegin 20’sinde (%6) kadin tipi sa¢ kayb1 tespit etmiglerdir (Birch ve ark., 2002;
Kligman, 1959).

1.9.1.5. Androgenetik Alopesinin Tedavisi:

Bugiine kadar AGA’nin etyolojisi ve patogenetik mekanizmasinin yetersiz
anlasilmas1 tedavide spesifik efektif bir metodun gelismesini bliyiik Olgiide
geciktirdi. Bu durum; kayit dis1, etkinligi ispatlanmamis ¢ok sayida degisik etkinlikte
tedavi alternatiflerinin ortaya ¢ikmasina yol acti. Kadinlardaki AGA’da tedavilerin
etkinligiyle ilgili az sayida ¢alisma vardir. Hala bugiin iyi belirlenmis bir tedavi
yoktur. Tedavide yaklagim olarak AGA hafif-orta dereceli ve siddetli AGA olarak 2
gruba ayrilabilir (Sinclair ve Dawber, 2001; Ellis ve Harrap, 2001; Tosti ve ark.,
1999).
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Hafif-orta dereceli AGA: Bu grubun farmokolojik tedavisinde topikal minoksidil ve
antiandrojenler yer alir (Hoffman, 1999). Topikal minoksidil giivenli ve iyi tolere
edilen bir tedavi seklidir (Kligman, 1959; Chartier ve ark., 2002). Etkinligi ¢ift kor,
plasebo kontrollii ¢alismalarda gosterilmistir (Coskun ve Cigek, 2006). Topikal
minoksidilin kadinlarda erkeklerden daha etkili oldugu goriilmiistir (Hoffman,
1999). De Villez ve arkadaslarinin % 2’lik topikal minoksidil soliisyonu ile yaptiklar
308 AGA’ll kadin hastadan olusan ¢ift kor, plasebo kontrollii bir ¢alismada
hastalarin yaklasik % 60’mnda yeniden sag¢ biiyiimesinin saptandigi belirtilmistir (De
Villez ve ark., 1986). Sonucta topikal minoksidil solusyonunun kadin tipi AGA
tedavisinde plesabodan anlamli sekilde daha etkili oldugu sdylendi (Chariter ve ark.,
2002). % 2 minoksidil ile yapilan 33 AGA’li kadindan olusan gift kor, plesabo
kontrollii bir ¢alismada kadin tipi AGA’l1 hastalarin % 60’mnda minimal ile orta
derecede sag biiyiimesi saptandi (Kaufman, 2002). Olsen ve arkadaslarinin yaptigi 28
AGA’l1 kadindan olusan ¢alismada % 2 topikal minoksidil etkili bulunmustur (Olsen,
2001; Sinclair ve Dawber, 2001). 381 AGA’l1 kadinda %2 ve %5 topikal minoksidil
ile yapilan randomize, plasebo kontrollii bir c¢alismada %5 ve %?2’lik topikal
minoksidilin plesaboya iistiin olduklari, %35 topikal minoksidilin, %2 topikal
minoksidile {istiin oldugu saptandi (Olsen, 2001). Spesifik antiandrojenler
kadinlardaki AGA’nin tedavisinde yillarca kullanilmislardir. En sik kullanilanlar
siproteron asetat ve spironolaktondur (Chamberlain ve Dawber, 2003; Hoffman,
1999). Siproteron asetat androjen reseptdr antagonistidir ve bilinen en giiglii
antiandrojenlerdendir. Kadinlarda hirsutizm, akne, AGA gibi hiperandrojenik
durumlarda siklikla kullanilir (Kligman, 1959; Hoffman, 1999). AGA’l1 20 kadinda
siproteron asetatin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada frontokraniyal skalp
bolgesinden yapilan trikogramlarda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
anajenlerde artis ve telojenlerde azalis saptandi. Sonucta tedavi etkin bulundu
(Rebora, 2004). Vexiau ve ark. yaptigi 66 AGA’l1 kadin igeren, minoksidil %2 ile
siproteron asetat’in kiyaslandigi ¢alismada hiperandrojenizm bulgulari olmayan
kadinlarda minoksidil daha etkinken, hiperandrojenizm bulgular1 gosteren kadinlarda
siproteron asetat daha {istiin bulunmustur (Vexiau ve ark., 2000; Ellis ve Harrap,
2001). Baz1 yazarlara gore serum ferritin seviyesi yiiksek oldugunda siproteron

asetat’a cevap daha iyidir (Kligman, 1959; Hoffman ve Happle, 1999).
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Spironolakton, androjenin androjen reseptoriiyle etkilesimini direkt olarak inhibe
eder. Ek olarak androjen sentezinde gerekli sitokrom P-450 bagimli 17 beta-
hidroksilaz ve desmolas’in seviyelerini azaltir (Hoffman ve Happle, 1999).
Spironolakton ile yapilan bir ¢alismada, spironolakton alan kadinlarda higbir tedavi
almayanlara gore daha az sa¢ kaybi goriilmiistiir (Kligman, 1959). Ostrojenler,
dolasimdaki serbest testesteronu azaltan seks hormon baglayici globiilin (SHBG)
miktarini artirarak LH serbestlestirici hormonun salinimini inhibe edip gonadal
androjen sentezini azaltarak indirekt olarak antiandrojenik gibi davranir. Ostrojenler
AGA’nin ilerleyisini geciktirseler de sa¢ biiylimesindeki etkilerini gdsteren higbir

calisma yoktur (Hoffman ve Happle, 1999).

Finasterid, tip 1l 5-alfa rediiktaz inhibitoriidiir (Kligman, 1959). Testesteronun
dihidrotestesterona donmesini engeller (Kaufman, 1996). AGA’l1 erkeklerin
tedavisinde giinde 1 mg dozda etkin iken postmenapozal AGA’l1 kadinlarda etkisiz
bulunmustur (Kligman, 1959; Hoffman ve Happle, 1999; Hoffman, 2004; Sinclair ve
Dawber, 2001; Sawaya ve Price, 1997). Whiting ve ark. finasteridin AGA’l1 erkek ve
AGA’ll postmenapozal kadinlarda etkisini arastiran ¢alismalarinda finasteridin
AGA’ll erkeklerde etkili iken postmenapozal AGA’lh kadinlarda etkisiz oldugunu
bulmuslardir (Whiting ve ark, 1996; Sinclair ve Dawber, 2001). Price ve arkadaslari
finasteridin postmenapozal kadinlardaki etkisini aragtiran 137 postmenapozal AGA’I1
kadindan olusan, ¢ift kor, plasebo kontrollii, randomize, ¢ok merkezli bir ¢alisma
yapmislar ve finasteridin sa¢ biiylimesini artirmadigi gibi sa¢ seyrelmesini de
azaltmadiginm1 saptamislardir. Sonug olarak bu ¢alismada finasteridin postmenapozal
AGA’l1 kadinlarda etkisiz oldugu bildirilmistir (Price ve ark, 2000; Legro ve ark.,
1994).

Tretinoin, epitelde hiicre proliferasyonu ve differansiasyonunu ilerletir ve diizenler
ve ayni zamanda vaskiiler proliferasyonu ilerletebilir. Bu faktorler kil biiyiimesinin
ilerlemesinde 6nemlidir. 56 AGA’ll hastada topikal tretinoini yalmz ve % 0.5
minoksidil ile kombinle kullanildi. 1 yil sonra topikal tretinoin ve % 0.5 minoksidil
kombinasyonu hastalarin % 66’sinda terminal kil gelisimine neden oldu. Tek basina

tretinoin ise hastalarin yaklasik % 58’inde kil gelisimine sebep oldu. Bu sonuglar



32

gosterdi ki diisiik konsantrasyonlu minoksidil ile retinoidler alopesi tedavisinde tek

basina minoksidilden daha etkin olabilirler (Venning ve Dawber 1988).

Simetidin, histamin H2 reseptor antogonistidir. Daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda
simetidinin antiandrojenik aktivitesi saptanmistir. Bu calismalarda simetidinin
dihidrotestesteronun kompetitif inhibitorii oldugu saptanmis ve 10 AGA’l1 kadinda
yapilan calismada simetidinin 7 hastada iyi ile ¢ok iyi arasinda yeniden sag
biiyiimesine neden oldugu saptanmustir. Fakat simetidin AGA’li kadinlarda ilk
basamak tedavisi olarak degil sadece secilmis hastalarda kullanilmalidir (Tosti ve

ark. 1999).

Siddetli AGA: Siddetli AGA’s1 olan kadinlar buna ragmen medikal tedaviye cevap
verebilirler. Topikal minoksidil ile oral antiandrojenlerin kombinasyonu siklikla en
1yi sonucu verir. Ayrica siddetli AGA’da peruk takma, skalp cerrahisi gibi yontemler
uygulanabilir (Kocatiirk, 1981; Hoffman ve Happle, 1999). Sagsiz skalbin doku
ekspansiyonu yaparak veya bunsuz eksizyonu, skalp flepleri ve sag¢ transplantasyonu
ilerlemis AGA tedavisinde revizyona ugrayarak ve geliserek yillardir
kullanilmaktadir. Kadinlarda mini ve mikrogreft teknigi ile sa¢ transplantasyonu
onerilir. Genel olarak kadinlarda skalp cerrahisi erkeklerdekinden daha az basarilidir

(Kumbasar, 2005; Futterweit ve ark., 1988).

1.10. Genetik Polimorfizm

DNA (Deoksiriboniikleik asit) molekiilii izerinde bulunan ve herhangi bir {iriiniin
sentezi igin gerekli bilgiyi iceren 6zel niikleotid bdlgesine gen adi verilir. Insan
DNA’s1 yaklagik 3x10° baz ciftinden olusan, 23 ¢ift kromozom igerisinde 30,000’den
fazla gen bulunduran, heliks seklinde yapidir. Iki insan arasindaki DNA’nin yaklasik
%99.9'u benzerdir ve insanlar arasindaki farkliliklar DNA zincirindeki %0,01°lik
kiigiik degisikliklerden kaynaklanmaktadir.
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Normal bir populasyonda bir karakter i¢in iki veya daha fazla fenotip bulunuyorsa ve
fenotiplerden her biri populasyonda %]1’den daha biiylik siklikta goriiliiyorsa bu
duruma “genetik polimorfizm”, bulunma siklig1 %1’den daha az olursa “genetik
mutasyon” adi verilir. Polimorfizmler, zararsiz ya da i1limli mutasyonlar olarak
tanimlanabilirler, genetik bir hastaliga sebep olmayip, canlilarin tireme kapasitelerini
etkilemezler, dolayisi ile nesilden nesile aktarilabildiklerinden frekanslar1 fazladir.
Mutasyonlarda ise canlilarin lireme kapasiteleri ve canliliklarini siirdiirebilme
ozellikleri dogrudan etkilendiginden toplumdaki frekanslari fazla degildir (Gonzalez,
1999).

1.10.1. Polimorfizm Cesitleri

Populasyon igerisindeki polimorfizmler olus nedenlerine gore; tek niikleotid degisim
(Single Nucleotide Polymorphism-SNP), insersiyon ve delesyon olmak iizere iig
baslik altinda gruplandirilabilirler. (Sekil.1.19.)

Tek Niikleotid Degisim (Single Nucleotide Polymorphism: SNP): DNA dizisinde her
2000-2500 bazda bir tek baz farkliligi gozlenir. Bu da ayni tiir igerisinde genom
farkliliginin bir gostergesidir. Tek niikleotid degisim polimorfizminin bazi alt
gruplar vardir.
e Transisyon: Dizi i¢indeki bir piirin bazinin (A, G) diger bir piirin bazina veya bir
primidin bazinin (T, C) diger bir pirimidin bazina doniismesine transisyon denir.
A, G—G A
C,T-T,C
e Transversiyon: Dizi i¢indeki bir piirin bazinin (A,G) bir primidin bazina (T,C)
veya bir primidin bazinin bir piirin bazina doniismesine transversiyon denir.
A, G-T,C
T,C—G, A
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Sekil 1.19. Transisyon ve transversiyon ile tek niikleotid degisimin gdsterilmesi
(http://commons.wikimedia.org/)

e insersiyon: DNA igerisine tek bir niikleotid ya da niikleotidlerin eklenmesine
insersiyon denilmektedir. Niikleotidlerin eklenmesi, genin normal uzunlugundan
daha uzun olmasina neden olur. Bu protein kodlayan bir gen ise, proteinin amino
asit dizisinde artma olur. Insersiyonla tek bir niikleotid eklendiginde bile ¢erceve
kaymas1 olusarak tiim proteinin amino asit dizilimi degisebilir dolayis1 ile

sentezlenecek olan proteinin tamamen yapist bozulabilir (Sekil.1.20.).

Insersiyondan énce insersiyondan sonra
Eklenecek _> ] ‘ :
alan Eklenen
Kromozom 20 alan
Kromozom 4 Kromozom 20

Kromozom 4

Sekil 1.20. Insersiyon (niikleotid eklenmesi) ve cerceve kaymasi olusumunun sematik
gosterimi.


http://commons.wikimedia.org/
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e Delesyonlar: DNA dizisi igerisinden tek bir niikleotidin ya da niikleotidlerin
kirilip ayrilmasi delesyon olarak adlandirilmaktadir. DNA {izerindeki bir
delesyon, genin normal uzunlugundan daha kisa olmasina neden olur ( Emir ve

Ozden, 2006) (Sekil 1.21.).

Silinen
alan

Delesyondan
sonra

Delesyondan
once

Sekil 1.21. Delesyon ile kod eksilmesinin sematik gdsterimi

1.10.2. SNP’lerin Protein Olusumu Uzerine Etkileri

Tek niikleotid polimorfizmi; DNA iizerindeki bulundugu nokta ve olus sekline gore,

proteinin yap1 ve fonksiyonu lizerinde degisik etkiler yapabilmektedir:

e Kodlanan bolgede olusan sessiz (silent) bir SNP, amino asit farklilig
olusturmuyorsa, sentezlenen proteinin yap1 ve fonksiyonunda herhangi bir
degisiklige neden olmayacaktir.

e DNA iizerinde meydana gelen bir SNP, tesadiifen “Dur” kodonunu (TAA, TAG,
TGA) olusturuyorsa, SNP’nin bulundugu noktadan itibaren protein sentezi
duracak ve yarim kalan protein aktif bir sekilde fonksiyonlarini tam anlamiyla
yerine getiremeyecektir.

e SNP, bir genin sentezi ile ilgili diizenlemeleri iceren promotor bdlgede meydana
geliyor ise; transkripsiyonla olusan mRNA diizeyi ve stabilitesi, dolayisi ile gen

ekspresyon diizeyi degisecektir (Williams ve Hayward, 2001).(Sekil 1.22.)

GTCATAGCATTATTATTATTATTCAGGACTA
AGTATCGTAATAATAATAATAAGTCCTGAT

¢

GTCATAGCATTATTATTATTATTCAGGCCTA
AGTATCGTAATAATAATAATAAGTCCGGAT

Sekil 1.22. SNP
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1.11. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction: PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu ilk defa 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan bulunmus
ve arastirmaci bu bulusu ile 1993 yilinda kimya dalinda Nobel Odiiliinii kazanmistir.

PCR reaksiyonunun bulunmasi molekiiler genetik alaninda bir devrim olmustur.

PCR, niikleik asitlerin in-vitro (hiicre disinda) olarak bir tiip i¢erisinde ¢ogaltilmasini
saglayan yontemdir. Bu yontemle, bir organizmanin DNA’sinda bilinen herhangi bir

bolgenin ¢ok hizli ve basarili bir sekilde klonlanmasi saglanir (Kubista ve ark.,

2006).

PCR analizi; molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, farmakoloji, toksikoloji,
kriminoloji ve paleontoloji gibi ¢ok genis disiplinlerde;

-Farmakogenetik ve toksikogenetik ¢aligmalarda,

-Mutasyon ve polimorfizm ¢aligmalarinda,

-Adli Tip’ta,

-In vitro mutasyon olusturulmasinda,

-Genetik bozukluklarin teshisinde,

-Sekanslama amaciyla DNA hazirlanmasinda,

-Enfekte hastaliklarda viriis ve bakterilerin teshisinde,

-Fosillerden DNA amplifiye edilmesi ve evrimin aydinlatilmasinda,

-Onkogenlerin belirlenmesinde,

-Dogum oncesi genetik tan1 konulmasi gibi caligmalarinda yayginlikla

kullanilmaktadir (Butler, 2005; Wright ve Wynford-Thomas, 1990).

1.11.1. PCR’1n Asamalar

PCR baslica 3 asamadan olusmaktadir(Sekil 1.23. ; Sekil 1.24.).

1- Denatiirasyon: Amplifiye edilecek DNA denatiire edilerek tek sarmal haline

getirilir. Genomik DNA, kuru kan, semen, sa¢, mumyalanmis kalintilar ve fosillerden
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elde edilebilir. Bu amagla, ¢ift sarmal DNA tek zincirlere ayrilana dek yaklasik 90-
95 °C’de 5-15 dakika isitilr.

2- Primerlerin Hedef Bolgelerle Birlesmesi (Annealing): Primerler, amplifiye edilen
segmentin yanindaki dizilere spesifik olarak baglanan 17-30 niikletid uzunlugundaki
sentetik oligoniikleotidlerdir. Reaksiyon sicakligi, primerlerin Tm degerlerine gore
50-70 °C arasinda bir degere diisiiriiliir ve boylelikle DNA iizeride komplementer
oldugu bolgeye baglanmasi saglanir. Baglanma yeri hedeflenen DNA bdélgesinin

cogalmaya basladig1 noktadir.

3- Zincir Uzamas1 (Elongation): Orjinal DNA zincirlerine komplementer iki yeni
zincirin sentezini baslatmak iizere, DNA polimeraz ve deoksiriboniikleozid
trifosfat’lar (ANTP) karisima eklenir. Taq polimeraz primerin 3’-hidroksil ucuna
niikleotidleri ekler. Ekleme isi hedef DNA boyunca devam eder ve DNA her zaman
5" ucundan 3’ ucuna dogru uzar. Boylece hedef DNA’nin bir¢ok komplementer

kopyalari elde edilir. DNA sentezi 70-75 °C arasinda gerceklesir.

Bu ii¢c basamagin defalarca tekrarlanmasi sonrasinda her bir dongli sonunda kalip
DNA iki katina c¢ikar. Dolayisiyla bu basamaklar 30-40 kez tekrarlanirsa
(reaksiyonun tekrar veya dongii sayisi) kalip DNA teorik olarak 230-240 kez
cogalmis olur. Boylelikle incelenecek bolgenin milyarlarca kez ¢ogaltilmasiyla PCR
tirlinliniin (amplikon) kolay analiz edilmesi olanakli hale gelir. PCR metodu ile 50-

100 bp kadar kisa ve 2.5 kbp kadar uzun DNA dizileri ¢ogaltilabilmektedir.

== 5=

L) Denatiirasyon

95

Uzama

72
60

50

Baglanma

30

Zaman

Sekil 1.23.PCR programi (Kubista ve ark., 2006).
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cift zincirli DNA

* denatiirasyon 25°C
tek zincirli DNA

primer baglanmasi
VL 60°C

1.dongii

¢ denatiirasyon

Sekil 1.24. PCR’1n agamalar1 (Pusterla ve ark. 2006).

1.11.2. Standart PCR Bilesenleri

Standart bir PCR’da bulunmasi gereken bilesenler; kalip DNA 0Ornegi, sentetik
oligoniikleotid primerler, dNTP'ler (A,T,C,G), Tag DNA Polimeraz enzimi ve
tampon ¢ozeltilerdir (Wilson, 1997).

1) Kalip DNA o6rnegi:
Niikleer, mitokondriyal, bakteriyal ve plazmid DNA olabilir. DNA herhangi bir

biyolojik materyalden (kan, kil, tiikiiriik, viicut sivisi, ter, tirnak, doku vd.) elde

edilebilir.

2) Sentetik oligoniikleotid primerler:
DNA fiizerindeki ¢ogaltilacak her bir bolge i¢in bir ¢ift (Forward:F ve Reverse:R)
primer kullanilmalidir. Primerler;
- genom lizerinde sadece tek bir bolgeyi komplementer olarak tanimali, DNA
tizerinde baska bolgeye baglanmamali,
- 17-30 niikleotid uzunlugunda ve Tm degerleri birbirine yakin olmali,

- kendi igerisinde ve birbirleri arasinda komplementer yap1 olusturmamali,
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- Primerlerdeki A, T, C, G bazlar olabildigince esit ve heterojen olarak

dagilmalidir (Pusterla ve ark., 2006).

3) dNTP'ler (A, T,C,G):
dNTP karisimindaki A, T, C ve G bazlan esit derisimde olmalidir.

4) Taq DNA Polimeraz enzimi:

Thermus aquaticus adl1 bakteriden elde edilen 1s1ya dayanikli bir enzimdir. Tag DNA
polimeraz, maksimum aktivite gésterdigi 72 °C’de ANTP'leri taniyarak ayirabilme ve
saniyede yaklasik 100 dNTP’yi diziye katabilme yetenegindedir. Denatiirasyon
asamast uzun olan PCR’larda Hot Star Taq DNA Polimeraz enzimleri tercih

edilmelidir. (Sekil.1.25.)

Sekil 1.25.Tag-DNA polimeraz enzimi (http://medicalab.blogspot.com/2012/07/polymerase-
chain-reaction.html)

5) Tampon karigima:
Tampon igerisinde Tris, magnezyum (Mg), KCl, cesitli deterjanlar ve tuzlar bulunur.
Reaksiyon tamponunda kullanilan MgCl2 nonspesfik amplifikasyonu notralize

ederken, KCl, Taq polimeraz’in sentez hizini artirmaktadir.
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Cizelge 1.1. Standart bir PCR’da bulunmasi gereken bilesenler ve miktarlari

Bilesen 50 wl’lik  Reaksiyon  Tiipiindeki
Konsantrasyonu

10X PCR Buffer 1X

MgCI2 (25mM stok ¢ozelti) 1-5mM

dNTP mix Her birinden 0.2 mM

Primer 1 0.2-0.5 uM

Primer 2 0.2-0.5 uM

Taq DNA Polimeraz 1.25-2.5 Unit

Genomik DNA 200 ng

1.12. RFLP (Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi: Restriction
Fragment Length Polymorphism) Yontemi

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri, 4-6 baz uzunlugundaki DNA
fragmanlarin1 taniyan ve bu dizilimlere yakin bdlgelerden veya bu dizilimler
icerisindeki spesifik yerlerden DNA’y1 kesen enzimlerdir (Murray, 2000; Pearson,
1985).

Restriksiyon enzimi ilk defa 1970 yilinda Hamilton Smith ve Kent Wilcox tarafindan
izole edilmis (Roberts ve Macelis, 1991) ve bu yildan sonra hizla rekombinant DNA
teknolojisinde, protein {lretilmesinde, gen dizilimlerinin belirlenmesinde ve
polimorfizm ¢alismalarinda kullanilmaya baslanmistir. Giintimiizde 200’{in iizerinde
farkli DNA dizilimini tanmiyan, yaklasik 3000°’den fazla restriksiyon enzimi
bulunmaktadir. RE enzimlerinin biiyiik bir kism1 bakterilerden, ¢ok az bir kismi da

viriis ve dkaryotlardan izole edilmistir (Aggarwal, 1995).

1.12.1. Restriksiyon Endoniikleaz (RE) Enzimlerinin Siniflandiriimasi

Tip I: Bu restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri hem metilasyon hem de
modifikasyon yapabilir. Hedef dizilimlere baglanmalarina ragmen kesimi dizilim
disinda ve rasgele gergeklestirirler. Kesim olayinda belirleyici faktér enzimin

metilasyon aktivitesidir.
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Tip II: Molekiiler biyoloji alaninda restriksiyon enzimlerinden bahsedildiginde Tip II
enzimleri kastedilmektedir. Tip II restriksiyon enzimleri dizilimdeki bir bolgeyi
taniyarak tam hedef niikleotidden kesim yapabilen enzimlerdir (Pingoud ve Jeltsch,
1997). Bu ozelliklerinden dolay1 klonlama ve molekiiler biyoloji arastirmalari i¢in

oldukca idealdirler.

Tip III: Tip D'ler gibi metilasyon ve modifikasyon yapabilen restriksiyon
enzimlerdir. Dizilimi tanirlar fakat rasgele ve yakin yerden kesim iglemini
gergeklestirirler. Bu nedenle tip III enzimleri klonlamada ve molekiiler genetik

calismalarinda kullanilmamaktadir (Meisel ve ark., 1995).

Restriksiyon enzimleri ile kesim isleminden sonra; agaroz jelde goriintiilenen farkli
uzunluktaki oligoniikleotidlere gore, nokta mutasyonlar, polimorfizmler, insersiyon
ve delesyonlar belirlenebilmektedir. RE’ler sadece o bdlgeye spesifik olduklarindan

dogru ve giivenilir sonuclarla alel tiplemeleri yapilabilmektedir.

Sonuglar agaroz jelde goriintiilenecekse ve kesim sonucunda birbirine yakin
uzunlukta oligoniikleotidler olusuyorsa, bu yontemle ayirim yapmak oldukg¢a zor
olmaktadir. Analiz i¢in kaliteli ve fazla miktarda DNA’ya gereksinim duyulmaktadir.
Enzim kesiminde inkiibasyon siiresinden dolayr uzun laboratuar c¢alismasi
gerektirmesi ve kullanilan enzimlerin pahali olmasi1 gibi dezavantajlart da

bulunmaktadir (Dowling ve ark., 1996).

1.13. Gen Ekspresyonu

Gen ekspresyonu DNA'daki kalitsal bilginin, 6zgilin yap1 ve fonksiyonlari olan
proteinlere doniistiiriilmesi iglemidir. Gen ekspresyonu; replikasyon, transkripsiyon
ve translasyon olmak iizere 3 asamadan olusmaktadir. Replikasyon ve transkripsiyon

cekirdekte, translasyon iglemi ise sitoplazmada gerceklesmektedir.
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1. Replikasyon: DNA’nin kalitsal bilgileri aktarabilmesi i¢in kendi eslenegini
yapmasidir. Bu asamada DNA polimeraz, DNA ligaz, topoizomeraz gibi enzimler

gorev almaktadirlar.

2. Transkripsiyon: DNA’dan mRNA olugsmasidir. Bu asamada 6nce DNA 0Onciil
mRNA’ya doniislir. Sonra “splicing: u¢ uca birlestirme” islemi ile intronlar (6nciil
mRNA’dan ¢ikarilarak protein sentezine katilmayan DNA dizileri) ¢ikarilir ve
ekzonlar (kesintilere ugramis bir genin olgun mRNA da yer alan DNA dizileri) olgun
mRNA olusumuna katilirlar. Bu islem sirasinda RNA polimeraz 11 enzimi gorev

almaktadir.

3. Translasyon: Transkripsiyonla RNA’ya kopyalanan genetik bilginin bir protein
veya polipeptit zinciri haline donistliriilmesidir. Bu islem sitoplazmadaki

ribozomlarda ger¢eklesmektedir (Sekil 1.26.).

€AC

\"l"’,/ @
I

Sekil 1.26. Gen sentezi baglama agsamasinin sematik gosterimi

Transkripsiyonda; DNA {izerinde bulunan, baslama noktasindan gen bdlgesinin
sentezlendigi kisma dogru olan bdlge “downstream”(+1...); baslama noktasi
oncesinde bulunan ve kor promotor, promotor bolge ve TATA kutusu gibi gen
sentezinin baslaticilarin1 iceren bolge ise ‘“‘upstream(...-1)” olarak tanimlanir.

Transkripsiyonu yapilacak genin Oniinde bulunan, yaklasik 250 niikleotid
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uzunlugundaki (-1 ile -250) transkripsiyonun basladigi bolgeye “promotor bolge”
denilir. Bu bdlgenin icinde bulunan ve TATA bolgesini de iceren yaklasik 30
niikleotid uzunlugundaki (-1 ile -30) bolge ise “kor promotor” olarak isimlendirilir.
Transkripsiyonu gerceklestiren RNA Polimeraz II enziminin aktivitesini yapabilmesi

icin promotor bdlgeye baglanmasi gerekmektedir (Conaway ve Conaway, 1993;
Butler ve Kadonaga, 2002).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Restriksiyon enzimi (Stul)

Primerler

NEBuffer 4

PCR Buffer, 10X

Deoksiriboniikleozid trifosfat (AINTP Mix)
Agaroz

Etidyum bromiir

6X loading ¢ozeltisi

Saf etanol

DNA’s RNA’s free water

Hot Star Tag DNA polimeraz
Fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Proteinaz K

100 bp ladder

Sodyum kloriir (NaCl)
Dithiothreitol(DTT)

Tris

EDTA

2.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Steril ekiivyon ¢ubuk

Jel goriintiileme cihazi

Neb (New England Biolab)
Alpha DNA, Montreal
New England Biolab

Qiagen
Fermentas
Prona
Applichem
Fermentas
Sigma-Aldrich
Bome

Qiagen
Applichem
Applichem
Fermentas
Fermentas
Sigma-Aldrich
Sigma

Merck

Sigma

Whatman
Syngene



Laminar flow kabin
Thermal Cycle PCR cihazi
Sogutmali santrifiij
Mikro santrifiij

Otoklav

Su banyosu

Etiv

Su piirifikasyon sistemi
Vorteks karigtirict

Dijital hassas terazi

pH metre

Yatay elektroforez cihazi
Gli¢ kaynagi

Mikrodalga firmn

Ependorf tiipler (1.5 ml. ve 0.2 mI’lik)

Otomatik mikro pipetler

45

Pipet ug¢lar1 (100 pl, 1000 pl, 5 ml, 10 ml)

Manyetik Karistirici
Steril eldiven

Derin dondurucu
Cam malzemeler

Parafilm

2.1.3. Deney Protokolii

2.1.3.1. Calisma Grubunun Secilmesi

Esco

Techne Tc 512
Hettich

Hettich

Nive

Nive

Niive

Human UP 900 Scholar-Uv
Biosan

Mettler Toledo
Mettler Toledo
Scie-Plas
Bio-Rad

Argelik

Axygen Genuine
Ependorf, Rainen
Finntip

Mirak
TopGloves

Regal

Arastirmaya degisik oranda sa¢ yogunluguna sahip bireyler alinmistir. 182 kisiden

olusan c¢aligma grubumuzu 18-73 yas arast bireyler olusturmaktadir. Goniilliilerle

yapilan 6n goriismeden sonra bireyler ¢alisma hakkinda bilgilendirilmis ve steril

ekiivyon ¢cubuga yanak ici epitel hiicreleri svab seklinde alinmistir.
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Bu ¢alisma; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulunun 12 Aralik 2011 tarih,
41-868 sayil1 karar1 ile onaylanmustir. Calismamiz, Ankara Universitesi Adli Bilimler

Enstitiisii laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

2.1.3.2. Calisma Grubundan Biyolojik Materyalin Toplanmasi

Calismamizda biyolojik materyal olarak, degisik sa¢ yogunluklarina sahip
bireylerden olusan goniilliilerden steril ekiivyon g¢ubuga alinan yanak i¢i epitel
hiicreleri kullanilmistir ve bu svablardan DNA izolasyonu yapilmistir. Tiim DNA

ornekleri analizlere alimincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

2.1.4. Yontem

Calismamizda toplumumuzdaki degisik sa¢ yogunluklarina sahip bireylerin AR Stul
restriksiyon bolgesi G—A polimorfizmi PCR-RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-

Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi) teknigi ile belirlenmistir.

2.1.4.1. Sac¢c Dokiilmesinde Etkili Oldugu Diisiiniilen AR Stul Restriksiyon

Bolgesindeki G—A Polimorfizminin Belirlenmesi

2.1.4.1.1. Yontemde Kullanilan Cozeltiler

e %20’lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) cozeltisi (500 ml)
100 gram Sodyum dodesil siilfat (SDS) tartilir. 300 ml distile su igerisinde
coziilerek 500 ml’ye tamamlanir.
NOT: Cozelti oda sicakliginda saklanmalidir.

e TE cozeltisi (100 ml)
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0.121 gram tris tartilir ve 80 ml distile su icersinde ¢oziiliir. 0.037 gram EDTA
ilave edilir. pH 7.5’a ayarlanir. Distile su ile son hacim 100 ml’ye tamamlanir.
NOT: — Cozelti +4 °C‘de muhafaza edilmelidir.

— EDTA siv1 konulacak ise 0.5 M EDTA’dan 200 ul konulmalidir.
0.39 M Dithiothreitol (DTT) (5 ml)
0.3 gram Dithiothreitol (DTT) tartilarak 5 ml distile su igerisinde ¢oziiliir.
NOT: Cozelti -20 °C’de muhafaza edilmelidir.
1 M Sodyum Kloriir (NaCl) (1000 ml)
58.44 gram sodyum kloriir 1000 ml distile su igerisinde ¢oziiliir.
NOT: Cozelti +4 °C*de muhafaza edilmelidir.
Proteinaz K hazirlanmasi (1250 pl)
25 mg Proteinaz K, 1250 pl distile su igersinde ¢oziiliir. 20 pl — 10 ul ve 5 ul’lik
hacimlerde epondorf tiiplere konur.
NOT: Cozelti -20 °C’de muhafaza edilmelidir.

2.1.4.2. AR Stul Restriksiyon Bolgesi Polimorfizminin Genotipinin Belirlenmesi

2.1.4.2.1. Svab Orneklerinden DNA izolasyonu

Ekiivyon ¢ubuga alinan tiikiiriik orneklerindeki nDNA’y1 agiga ¢ikarabilmek ig¢in

fenolkloroform- izoamil-alkol ekstraksiyon yontemi kullanildu.

1. Ependorf tiiplerinin i¢ine konulan svab érneklerinin iizerine;

v
v
v
v

v

45 pl NaCl (1 M),

40 ul SDS (%10’1uk),
410 ul TE

7 ul DTT ve

5 ul Proteinaz K eklenerek kisaca vortekslendi.

2. 56 °C’lik su banyosunda 1.5-2 saat inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra Fenol-kloroform-izoamil alkol karisimmdan 500 ul ilave
edildi.
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4. Ependorf tiipleri 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

5. Alt faz hareket ettirilmeden silipernatan kismi yeni bir ependorf tiipe alind1 ve alt
faz atildi.

6. 1000 pul soguk saf etil alkol ilave edildi.

7. 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

8. Alkol olusan pelete zarar vermeden dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.

9. 500 pl %70°1ik oda sicakliginda etil alkol ilave edildi.

10. 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

11. Ependorf tiipiin icerisinde bulunan tiim alkol dikkatlice uzaklastirildi.

12. Tiipiin dibinde kalan alkol de tamamen ugurulduktan sonra 60 ul DNAse-RNAse
free su ilave edildi. Tiim DNA 6rnekleri diger analizlere alinincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.

Dikkat edilecek hususlar:

> Proteinaz K -20 °C’de muhafaza edilmelidir.

» %10’luk SDS oda kosullarinda muhafaza edilmelidir.

» NaCl, TE ve Fenol-kloroform +4 °C’de muhafaza edilmelidir.

» Tim soliisyonlar gerektigi sekilde sterilize edilmelidir.

» Ependorf tiipleri santrifiij edilirken oryantasyonlar1 belirlenerek yerlestirilmelidir.
[Pelet her zaman goriinmeyebilir fakat bu sayede yeri tahmin edilir.

» Ayrica DNA ¢aligmalari igin ayr1 bir oda olusturulmalidir.

» Her izolasyon oOncesi ve sonrasinda kullanilacak c¢alisma ortami ve otomatik
pipetler alkol ile temizlenmelidir.

» Pipet setleri ve otomatik mikro pipetler ayrilmalidir.

2.1.4.2.2. Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi ve
%0.5’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

Steril ekiivyon cubuga alinan tiikiiriikk 6rneginden genomik DNA’nin izole edilip
edilmediginin analizi %0.5’lik agaroz jel elektroforezi ile belirlendi.

1. 0.6 g agaroz tartildi ve 120 ml 1X TBE ¢0zeltisi bir erlen i¢cinde karistirildi.
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2. Agz1 aliminyum folyo ile kapatildi ve iizerinde birka¢ delik acilarak mikrodalga
firinda kaynatildi.

3. Cozelti oda sicakliginda 5060 °C’ye diisiinceye kadar bekletildi.

4. Uzerine 8 pl EtBr (10 mg/ml) ilave edildi ve ¢dzelti homojen bir yap1 kazanana
kadar erlen ¢alkalandi.

5. Bu karisim jel taraklari yerlestirilmis jel kaliplarina hava kabarcigi kalmayacak
sekilde dokiildii. Ayrica jel iizerinde hava kabarciklar1 olugsmus ise, jel katilasmaya
baslamadan pipet ucu yardimu ile patlatildi.

6. Jelin katilagmasi i¢in bir siire oda sicakliginda bekletildi.

7. Taraklar ve bariyerler dikkatlice ¢ikarilarak kalip elektroforez tankina yerlestirildi.
Bu esnada jel kuyucuklarinin, yiriitme tankinin katot elektrot tarafina
yerlestirilmesine dikkat edildi.

8. Jelin tlizerini kaplayacak miktarda tank icerisine 1X TBE ¢dzeltisi konuldu.

2.1.4.2.2.1. Agaroz Jele Yiiklemek Icin Ornek Hazirlanmasi ve Yiiriitme

Kosullarn

1. 15 cm uzunlugunda parafilm kesilerek buz kalib1 tizerine yerlestirildi.

2. 1 pl 6X Jel Loading Buffer ve 5 pl DNA 6rnegi parafilm {izerine konuldu ve
homojenizasyon i¢in mikropipet yardimi ile yavasca karistirildi.

3. Toplam 6 pl karigim jeli delmeden dikkatli bir sekilde jel kuyucuklarina
yerlestirildi.

4. Tank kapagi kapatildi ve anot ile katot uglarinin baglantilar: takildi.

5. Gii¢ kaynagi 100 V ve 70 mA’e ayarlanarak, numuneler 45 dakika jel {izerinde
yuriitiildii.

6. UV 1s181nda, jel goriintiileme cihazinda sonuglar degerlendirildi.

2.14.23. PCR

AR Stul restriksiyon bolgesi polimorfizminin sag¢ yogunlugu iizerine etkisini anlamak

icin DNA 6rneklerinde SNP’ nin oldugu kismi da igeren bolge Forwad ve Reverse
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primer ¢iftleri kullanilarak PCR ydntemi ile amplifiye edildi. Bu islem TECHNE TC
512 Thermal Cycle cihazi ile gergeklestirildi ve hedeflenen DNA boélgesinin her biri

2% defa cogaltildi. Her PCR analizinde kontrol amaciyla, pozitif ve negatif dérnekler

de kullanildi.

2.1.4.2.3.1. Primer Listesi

Amplifikasyon i¢in Forward (F: direkt) ve Reverse (R: karsit) primerleri kullanildi.
Hedeflenen bdlgenin c¢ogaltilma islemi Forwad primerinin DNA’nin bir ipligine
Reverse primerinin ise diger ipligine baglanmasiyla baslar. Primerler HPSF (High
Alpha DNA firmasina

Performance Salt Free) yontemi ile Montreal’deki

sentezlettirildi. Kullanilan primerler ve 6zellikleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Amplifikasyonda kullanilan primerler ve 6zellikleri.

F PRIMER R PRIMER
5'- 5'-
CACAGGCTACCTGGTCCTGG- | CTGCCTTACACAACTCCTTGG
3 C-3'
Uzunluk 20baz 22baz
GC igerigi %66,67 %66,67
Erime
Sicakligi 63.0°C 63.3°C
(Tm)
Tm farka 0.3°C

2.1.4.2.3.2. PCR Bilesenleri ve PCR Programi

Standart bir PCR reaksiyonunda PCR Buffer, Hot Star Tag DNA Polimeraz, dNTP

karigimi, F Primer, R Primer ve DNA bilesenleri bulunmaktadir.
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Calismada kullanilan PCR  reaksiyonunun bilesenleri, bilesenlerin  stok
konsantrasyonlari, reaksiyondaki miktarlar1 ile reaksiyon karistimindaki final

konsantrasyonlarina ait bilgiler Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. PCR bilesenleri ile stoktaki ve reaksiyondaki konsantrasyonlari.

Bilesen Stok Reaksiyona 25 nl’lik
Konsantrasyon konulan reaksiyon
miktar karisimindaki
final
konsantrasyon
10 X PCR 10X 2,5 ul 1X
Buffer
dNTP karisimi 2mM 2 ul 200 uM
F Primer 10 pmol/ pl 0,5 ul 10 pmol/ pl
R Primer 10 pmol/ pl 0,5 ul 10 pmol/ pl
Hot Star Taq S5U/ul 0,125 pul 1,25 U
DNA
Polimeraz
DNA S5ul ~200 ng
Steril H20 17 ul

AR Stul restriksiyon bolgesi polimorfizmi igin Cizelge 2.3’te belirtilen kosullar
dogrultusunda PCR gergeklestirildi.

Cizelge 2.3. AR Stul restriksiyon bolgesi polimorfizmi i¢in PCR sartlar.

Sartlar °C Siire (dakika)
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 10
Denatiirasyon 94°C 1
Baglanma 60 °C 1
Uzama 72°C 1
Son uzama 72°C 5

4°C oodakika

Siklus say1st 35 dongii
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PCR sonucunda AR Stul restriksiyon bdolgesi i¢in 416 bp’lik PCR driinleri elde

edildi. Bu tirliniin baz dizilimi ve primer dizilimleri Sekil 2.1.”de gdsterilmistir.

CACAGGCTACCTGGTCCTGGatgaggaacagcaaccttcacagccgcagtcggecctggagtg

ccaccccgagagaggttgegtcccagagectggagecgecgtggecgecagcaaggggcetgecgcageagetgec
agcacctccggacgaggatgactcagctgccccatccacgttgtcecetgetgggecccactttcceccggcttaagcage
tgctccgetgaccttaaagacatcctgagcgaggcecagceaccatgcaactccttcagcaacagcagcaggaageagta
tccgaaggcagcagcagcgggagagcgagggagg/acctcgggggcteccacttcctccaaggacaattacttaggg

SNP(G>A Transisyonu)
ggcacttcgaccatttctgacaacGCCAAGGAGTTGTGTAAGGCAG

Sekil 2.1. PCR ile ¢ogaltilan 416bp’lik baz dizilimi, AR Stul-F ve AR Stul-R primerleri.

PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliinceye kadar -20 "C’de muhafaza

edildi.

2.1.4.2.3.3. PCR Uriinlerinin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

PCR islemininin ardindan istenilen dizinin amplifikasyonunun dogru olarak
gerceklestigini kontrol etmek amaciyla 8 pl PCR iiriini ile 1 pl 6X Jel Loading
Buffer ile karistirilarak %1°lik normal agaroz jele yiiklendi. Bu jelin hazirlanmasi
icin 1.2 gr agaroz tartilarak 120 ml 1XTBE igerisinde ¢oziildii ve boliim 2.1.4.2.2° de
yapildigi gibi isleme devam edildi. Ayrica 100 bp DNA ladder’dan 1 pl, 6X Jel
Loading Buffer’dan 1 p ve distile sudan 6 pl karistirilarak yiikleme yapildi. Jel 100
Volt ve 70 Amperde 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu ve PCR firlinleri UV

15181nda, jel goriintiileme sistemi ile degerlendirildi.

2.1.4.2.4. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi (RFLP)

DNA sarmali 6zgiil restriksiyon enzimleri ile kesildigi zaman farkli uzunluklarda
fragmentler olusur ve bu fragmentler agaroz jel elektroforezinde yiirtitiildiigiinde

farkli seviyelerde bantlar olusturur.
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Calismamizda AR Stul restriksiyon bolgesindeki G—A polimorfizmini belirlemek
i¢in, amplifikasyon sonucunda olusan PCR iiriinii, Stul Restriksiyon enzimi ile
kesildi. PCR iirtiniiniin RFLP yontemi ile kesim isleminde negatif ve pozitif 6rnekler

de kontrol amaciyla analizlere alindu.

2.1.4.2.4.1. Kullanilan Kesim Kosullari

= AR Stul restriksiyon bolgesi i¢in kesim kosullar1:

8 ul Niikleaz Free H,O

2 ul NEB4

15 pl PCR iiriini

0.25 pl Stul olmak iizere her bir 6rnek i¢in toplam hacim 25.25 pl’dir. Enzim
kesimi igin 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

qp

5___AGG Y cCT—3"

3'---TCC () GGA—-5'

ob

Sekil 2.2. Stul enziminin tanima bolgesi:

2.1.4.2.4.2. Kesim Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezine Uygulanmasi ve

Genotip Tayini

AR Stul restriksiyon bdlgesi genotiplemesi i¢in ¢ogaltilan PCR iiriinlerinin
restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda elde edilen tiriinler 6X yilikleme boyasi
ile (8 pl kesim tiriinii 1 pl boya ile karistirildi) boliim 2.7.4.2.3.3 'te anlatildig1 sekilde
% 2.5’lik jele yiiklendi ve elektroforeze tabi tutuldu. Sonuglar UV 1s181nda, jel

goriintlileme sistemi ile degerlendirildi.
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2.1.5. istatistiksel Analiz Yontemi

Tim istatistiksel analizlerde SPSS V16 kullamlmistir. AR Stul restriksiyon
bolgesinde yer alan G—A tek niikleotid polimorfizminin frekanslar1 direkt olarak
hesaplanmistir. Kategorik veriler icin 2 testi, gruplarin karsilagtirilmasinda Kruskal-
Wallis ve Mann-Whitney-U testi kullanilmistir. Veriler ortalama+S.S ve median,
minimum, maksimum degerleri kullanilarak degerlendirilmistir. P<0,05 ve p<0,01

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



55

3. BULGULAR

3.1. AR Stul Restriksiyon Bolgesindeki G—A Polimorfizmini Belirlemek

Amaciyla Yapilan Analiz Sonuglari

Calismamiza, Kasim 2012-Haziran 2013 tarihleri arasinda, Tiirkiye’nin farkli
bolgelerinde yasayan farkli sa¢ yogunluguna sahip bireyler olmak iizere toplam 182
gontlli katilmistir. Genetik analizler i¢in bireylere ait agiz i¢i svap oOrnekleri
kullanmilmistir. Calismada kontrol grubunda 91 ve alopesi grubunda 91 birey
bulunmaktadir. Bu bireylerin yas ortalamasi 38,95+10,23 dir (18-73 yas). (Cizelge
3.1)

Cizelge 3.1. Calismadaki bireylerin yas dagilimi.

N Minimum Maksimum Ortalama
Alopesi 91 22 65 39,99+9,71
Kontrol 91 18 73 37,90+10,69
Toplam 182 18 73 38,95+10,24

Calismamizda androgenetik alopesi 6 kategoride incelenmistir. Bu kategorilere sahip

bireylerin genotip frekans1 Cizelge 3.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Bireylerin fenotip frekanslari.

Fenotip Frekansi

Androgengti_k Alopesi n: 91
Tipi
n %

1.grup (2+2A) 16 17,6
2.grup (3+3A+3V) 14 15,4
3.grup (4+4A) 15 16,5

4. grup (5+5A+5V) 18 19,8
5. grup (6) 14 15,4

6. grup (7) 14 15,4

Toplam 91 100
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3.1.1. Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesinin Sonuclari

Calismada kullanilan 182 6rnegin tamami, izolasyon isleminden sonra agaroz jel

elektroforezinde tayin edildi. Her bir 6rnegin DNA’larinin izole edildigi goriildi.

3.1.2. PCR Reaksiyonu ile AR Stul Restriksiyon Bolgesinin Amplifikasyon

Sonuclari

Insan AR geni X kromozomu iizerinde q12 lokasyonunda yer alir ve Stul restriksiyon

enziminin sentezlendigi bolge ekzonl kisminda 416 baz ¢iftinden olusur.

AR Stul restriksiyon bolgesi, X Kromozomunun ql12 bolgesinde lokalize olan bir
gendir. Bu gendeki polimorfizmlerden birisi de rs6152 numarali SNP’dir. Bu SNP X
kromozomu iizerindeki 66765267. noktaya denk gelen niikleotiddir. Bu noktadaki,
AR Stul restriksiyon bolgesi G—A Tek Niikleotid Polimorfizmi tipik bireylerde
niikleotid G iken, atipik bireyler de A’ye degisim gostermektedir.

ety | N EE D B B D |E. Bl 1 B GEEEwETE D BB

Sekil 3.1. AR geninin X kromozomu iizerindeki lokasyonu

Kullanilan primerler ile amplifiye edilen bolgenin baz dizilimi Cizelge 3.3’te

gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. PCR’da kullanilan primerler, kromozom iizerindeki lokalizasyonlar1 ve
amplifiye edilen bolgenin niikleotid dizilimleri. Kirmizi olan “g” bazi 66765267.
noktada bulunan ve G—A degisimini gdsteren polimorfik niikleotiddir.

X Kromozomunda
Primerler Primerlerin Baglandig Amplifiye Edilen Bolge
Nokta

CACAGGCTACCTGGTCCTGGat
gaggaacagcaaccttcacagccgeagtcggecctggagtg
) ccaccccgagagaggttgegtceccagagectggagecgeeg
FPRIMER | 5-CACAGGCTACCTGGTCCTGG-3' | tgqccqccageaaggagetgccgcageageigeeageacct
ccggacgaggatgactcagctgecccatceacgttgteectge
tgggccccactttccecggcettaagcagetgetecgetgacctt
aaagacatcctgagcgaggccageaccatgcaactecttcag
caacagcagcaggaagcagtatccgaaggcageageageg

. ggagagegagggagJcctegggggeteccacttectccaa
RPRIMER | 5-CTGCCTTACACAACTCCTTGGC-3" | ggacaattacttagggggcacttcgaccatttctgacaacGC
CAAGGAGTTGTGTAAGGCAG

AR Stul restriksiyon bolgesindeki G—A polimorfizmini gdstermek amaciyla, bu
noktayr da iceren 416 bp’lik bolge amplifiye edildi ve sonuglar jel goriintiileme
sisteminde, UV 151k altinda degerlendirilerek fotograflandi (Sekil 3.2).

-— o

1 2 3 M <
Sekil 3.2. Amplifikasyonunun jel gorintiisii (M=1000 bp Ladder; 1- 5= 416 bp PCR iiriinii).

th

3.1.3. Stul Restriksiyon Enzimi ile Amplifiye Edilen Bolgenin Kesim Sonuglari

AR Stul restriksiyon bolgesi G—A genindeki tek niikleotid polimorfizm bolgesini de
kapsayacak sekilde cogaltilan 416 bp’lik PCR iirlinii, G—A polimorfizmini
belirlemek amaciyla; Stul enzimi ile 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Stul enzimi

416 bp’lik PCR iiriiniinii Sekil 3.3.’te gosterildigi noktadan keser.
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Yahaml tip (66765627 G alel konumu) Mutant tip (66765627 A alel konumu)

P X

." ‘ | ‘l\.".
g Beg "*ccr-{ PCR iirini }5'-«GACCT_

416bp

329bp 87 bp 416 bp

S B - < oo - 5T

Sekil 3.3. Stul restriksiyon enziminin tanima bolgesi ve kesim iiriinlerinin sematik gosterimi.

3.1.3.1. DNA Orneklerinin Genotiplendirilmesi

DNA orneklerinin genotiplendirilmesi, restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi jel
analizi sonuglart degerlendirilerek yapilmistir. Calismamizdaki agaroz jel
analizlerinin degerlendirilmesi sonucunda {i¢ farkli varyasyon elde edilmistir:

< "GG" homozigot tipik,

< "AA" homozigot atipik,

< "AG" heterozigot genotip varyantlar belirlenmistir.

3.1.3.2. "G/G" Genotipli Homozigot Tipik Bireyler

Bireyler homozigot tipik genotipli (GG) ise; Stul enzimi 416 bp’lik bolgeyi 5’
ucundan AGGCCT dizisini taniyarak AGG/CCT noktasindan keser. Bunun sonucu
olarak da 416 bp’lik amplifikasyon iiriinii; 329 bp ve 87 bp’lik iki oligoniikleotid

parcasina ayrilmis olur ve iki bant gézlenir (Sekil 3.4).
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329

v

416

M 1 2 3 4 5 6

Sekil 3.4. 416 bp’lik amplifikasyon {iriiniiniin homozigot tipik bireylerde, Stu I enzimi ile kesim
sonucunda olusan oligoniikleotid uzunluklar1 (M=100 bp Ladder; 1 homozigot atipik birey= 416 bp
uzunlugunda oligoniikleotid, 2-6 homozigot tipik genotipli bireyler= 329 bp ve 87 bp uzunlugundaki
oligoniikleotidler).

3.1.3.3. "A/A" Genotipli Homozigot Atipik Bireyler

Bireyler homozigot atipik genotipli (AA) ise; Stul enzimi AGACCT dizisine
baglanamaz ve bu bolgedeki kesim islemini gergeklestiremez ve 416 bp’lik

oligoniikleotid parcasi gozlenir (Sekil 3.5).

87 bp

329 bp
416 bp

M 1 2 3

Sekil 3.5. 416 bp’lik amplifikasyon {iriiniiniin homozigot atipik bireylerde olusan oligoniikleotid
uzunluklar1 (M=1000 bp Ladder; 1 ve 3 homozigot atipik genotipli bireyler= 416 bp uzunlugundaki
oligoniikleotidler, 2 heterozigot genotipli birey= 416 bp, 329 bp ve 87 bp uzunlugundaki
oligoniikleotidler).
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3.1.3.4. "A/G" Genotipli Heterozigot Bireyler

Bireyler heterozigot genotipli (AG) ise; bireylerin tek DNA ipliginde "G", diger
DNA ipliginde "A" oldugundan; Stul enzimi ile kesim sonucunda; bir DNA ipligi,
"GG" genotipli bireylerde oldugu gibi, 329 bp ve 87 bp olarak iki oligoniikleotide
ayrilir. Diger DNA ipliginde ise "AA" genotipli bireylerde oldugu gibi, kesim islemi
gerceklestiremez ve heterozigot genotiplilerin oligoniikleotid bantlar1 416 bp, 329 bp
ve 87 bp olarak ii¢ bant seklinde gozlenir (Sekil 3.6).

87 bp

329 bp
416 bp

th

M 1 2 3 -

Sekil 3.6. 416 bp’lik amplifikasyon {riiniiniin heterozigot bireylerde olusan oligoniikleotid
uzunluklar1 (M=1000 bp Ladder; 1 ve 3 homozigot atipik genotipli bireyler= 416 bp uzunlugunda
oligoniikleotid, 2 ve 5 heterozigot genotipli bireyler= 416 bp, 329 bp ve 87 bp uzunlugundaki
oligoniikleotidler, 4 homozigot tipik genotipli birey= 329 bp ve 87 bp uzunlugunda oligoniikleotidler).

G—A Tek Niikleotid Polimorfizm boélgesini de kapsayacak sekilde ¢ogaltilan 416
bp’lik PCR f{irliniiniin Stul enzimi ile kesim sonucunda olusan baz ¢ifti uzunluklari

asagidaki tabloda gosterilmistir (Cizelge.3.4).

Cizelge.3.4. Stul enzimi ile kesilen baz giftlerinin bant uzunluklari.

Stul enzimi ile kesim sonucunda

GENOTIP olusan oligoniikleotid uzunluklari
Homozigot tipik  (G/G) 329 bp, 87 bp
Homozigot atipik (A/A) 416bp

Heterozigot (A/G) 416 bp, 329 bp ve 87 bp
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Calismamiz sonucunda; farkli sa¢ yogunluguna sahip goniillii bireylerde (n:182; 91
kontrol ve 91 alopesi tanili birey) AR Stul restriksiyon bdlgesi gen polimorfizminin;
alopesi tanili bireylerin % 96,7’sinde homozigot tipik (G/G), % 3,3’tinde homozigot
atipik (A/A) genotipe sahip oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda bulunan
bireylerin ise %69,2’sinin homozigot tipik (G/G), %S5,5’inin heterozigot (A/G) ve
%25,3 tinlin homozigot atipik(A/A) genotipe sahip olduklar1 belirlenmistir. AR Stul
restriksiyon bolgesi gen polimorfizmi ile olusan alel frekanslar1 ise; alopesi tanisi
konulmus bireylerde G alel frekanst % 96,7; A alel frekans: ise % 3,3; kontrol
grubundaki bireylerde G alel frekanst % 72; A alel frekanst % 28 olarak
belirlenmistir (Cizelge.3.5).

Cizelge.3.5. AR Stul gen polimorfizmi ile olusan genotip ve alel frekanslari.

Genotip Frekansi

Polimorfizm (n:91)
Kontrol Alopesi
n % n %
GG
(Homozigot tipik) 63 69,2 88 96,7
AG
(Heterozigot) S 59 0 0
AA
(Homozigot atipik) 23 253 3 33
Toplam 91 100 91 100
Alel Frekansi
n:182
Alel (n:182) _
Kontrol Alopesi
n % n %
A alel 51 28.0 6 33
G alel 131 72,0 176 96,7

Toplam 182 100 182 100
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3.2. AR Stul Restriksiyon Bolgesi Gen Polimorfizminin Arastirildig1 Bireylerin
Fenotipik ve Genotipik A¢idan Degerlendirilmesi

3.2.1. AR Stul Restriksiyon Bolgesi Genotiplerinin Androgenetik Alopesi ile

Mliskisinin Degerlendirilmesi:

Calismamizda yer alan alopesi tanilt bireylerin % 96,7’si, kontrol gurubunda yer alan
bireylerin %69,2’si homozigot tipik GG genotipine sahip; alopesi tanili bireylerin
%0, kontrol grubundaki bireylerin %5,5’inin heterozigot AG genotipine; alopesi
tanil1 bireylerin %3,3’1, kontrol grubundaki bireylerin %25,3 liniin homozigot atipik

AA genotipine sahiptir. (Cizelge.3.6, Sekil.3.7.).

Cizelge.3.6. Bireylerin genotipik acidan degerlendirilmesi.

Alopesi  Kontrol

n 3 23
AA
% 3,3 25,3
n 0 5
) AG
Genotip % 0 55
n 88 63
GG
% 96,7 69,2
Toplam 91 91
1001 W Alopesi
[ Kontrol
80 4
=
§__ 60
204
. AA AG

Genotip

Sekil.3.7. AR Stul restriksiyon bdlgesi genotiplerinin tiim popiilasyonda dagilimi
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3.2.2. AR Stul Restriksiyon Bolgesi Genotiplerinin Androgenetik Alopesi

Derecelerine Gore Dagiliminin Degerlendirilmesi

Calismamizda yer alan alopesi tanisi konmus bireyler (n:91) “2-2A”, “3-3A-3V”, “4-
4A”, “5-5A-5V”, “6”, “7” olmak ilizere 6 guruba ayrilmistir. 2’ den 7° ye dogru
gidildikce sa¢ dokiilme siklig1 artmaktadir. Bu bireylerden;

16 tanesi 1.gruba (2-2A),

14 tanesi 2.gruba (3-3A-3V),

15 tanesi 3.gruba (4-4A),

18 tanesi 4.gruba (5-5A-5V),

14 tanesi 5.gruba (6) ve

14 tanesi 6.gruba (7) dahil edilmistir.

Calisma grubumuzda alopesi tanis1 konulmus bireylerde;

""GG" genotipine sahip bireylerin;
% 14,8’1 (n:13) 1.gruba,
% 15,9’u (n:14) 2.gruba,
% 17’s1 (n:15) 3.gruba,
%20,5’1 (n:18) 4.gruba,
% 15,9°u (n:14) 5.gruba,
% 15,9’u (n:14) 6.gruba dahildir.

"AA™" genotipine sahip bireylerin;
%1001 (n:3) 1.gruba dahildir.

"AG'" genotipine sahip birey bulunmamaktadwr. (Cizelge.3.7; Sekil.3.8.).
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Cizelge.3.7. Alopesi gruplariin genotip frekanslarinin dagilimi

AA+AG GG Toplam p

1.grup n 3 13 16 <
0.001
(2+2A) % 18,8 81,2 100
2. grup n 0 14 14
(3+3A+3V) % 0 100 100 <0.001
3. grup n 0 15 15 <
0.001
(4+4A) % 0 100 100
Alopesi 4. grup n 0 18 18 <0.001
gruplar1  (5+5A+5V) % 0 100 100 '
5. grup n 0 14 14 <
0.001
(6) % 0 100 100
6. grup n 0 14 14 .
0.001
(7) % 0 100 100
Topl 3 88 o1 <0.001
oplam 33 967 100 '
o] . AAFAG
B cc
154
>‘\ 104
5—
o
1. grup 2grup  3grup  4grup 5.grup 6.gru

Sekil 3.8. Alopesi gruplarinin genotip frekanslarinin dagilimi.

3.2.3. AR Stul Restriksiyon Bélgesi Gen Polimorfizmi-Sac¢ Dékiilme Yasi iliskisi

Calisma grubumuzda yer alan bireylerde “G” alelinin goriilme siklig1 artikga sag

dokiilme baslangic yas1 diismektedir. Homozigot tipik GG genotipine sahip
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bireylerde sa¢ dokiilme baslangigc yas ortalamasi 25,9+5,7; homozigot atipik AA
genotipine sahip bireylerde sa¢ dokiilme baslangi¢ yas ortalamasi 35,3+0,5; toplamda
sa¢ dokiilme baslangic yasi ortalamasi 26,2+5,9 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.8.).

Cizelge 3.8. AR Stul restriksiyon bolgesi gen polimorfizmi-dokiilme yas iliskisi.

Dokiilme Yasi
AR Stul Genotip n  Minimum Maksimum Ortalama
AA 3 35 36 35,3+0,6
GG 88 17 43 25,945,7
Toplam 91 17 43 26,2+5.9

Tiim populasyondaki genotip ve fenotip iliskisi degerlendirildiginde, bireylerin
genotipik 6zellikleri ve bu 6zelligin fenotip tizerine etkisi arasinda istatistiksel olarak

oldukga anlamli bir iliski bulunmustur (p<0,001).

3.2.4.Cahstigimiz Populasyonun Hardy-Weinberg Dengesinin Tespiti

Caligmamizda yapilan istatistiksel analizlere gore, Ar Stul restriksiyon bdlgesi gen
polimorfizmindeki, genotip ve alel frekans dagiliminin hem kontrol hem de alopesi
gruplarinda Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu olmadigi tespit edilmistir (Kontrol
grubu: y? = 70,365; p<0,05; Alopesi grubu icin: x* = 26,373; p<0,05) (Cizelge 3.9.a-
b).

Cizelge 3.9. a- Kontrol grubunun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiginin tespiti.

AA AG GG
(Homozigot tipik) (Heterozigot) (Homozigot atipik)
() () (n)
Gozlenen 23 5 63
Beklenen 47,15 36,71 7,15

% = 70.365; p<0.05
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Cizelge 3.9. b- Alopesi grubumuzun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiginin tespiti.

AA AG GG
(Homozigot tipik) (Heterozigot) (Homozigot atipik)
(n) (n) (n)
Gozlenen 3 0 88
Beklenen 0,10 5,80 85,10

¥* = 26,373; p<0.05
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4. TARTISMA

Gliniimiizde goz, sa¢ ve deri rengi gibi dis gorlniisle ilgili karakterlerin DNA
analizleri ile tespit edilmesi ve bireylerin sa¢ yogunlugunun belirlenmesi amaciyla
yiirlitiilen ¢aligmalar adli bilimlerin ilgi odag: haline gelmistir. Ciinkii bu ¢alismalar
sonucunda elde edilen verilerin kimliklendirmede ya da eleme kriteri olarak
kullaniminda ¢ok fayda saglayacag diisiiniilmektedir. Fenotipik 6zellikleri etkileyen

gen polimorfizm ¢alismalarindan birisi de sa¢ yogunlu ile ilgili olanlaridir.

Sa¢ dokiilmeleri alopesi olarak tanimlanmakta ve bircok alt gruba ayrilmaktadir.
Androgenetik alopesi bu sa¢ dokiilmesi tiplerinin yaklasik %95 ‘ini olusturmaktadir
(Kumbasar, 2005). Sag¢ dokiilmesi ile ilgili yapilan arastirmalarda, sa¢ dokiilmesini
etkileyen birgok etkenin oldugu gosterilmistir (Yip ve ark., 2011). Androgenetik
alopesinin nedenleri ise androjenler, biiylime faktorleri, yas ve genetiktir. Bu
nedenler disinda birgok ¢alismada yer alan cinsiyet ve irk da AGA nedenleri arasinda

sayilabilir.

AGA olusumunda en major olarak bilinen neden androjenlerdir. Androjenik etki
mekanizmas1 testosteron hormonunun kendisinden daha etkili bir molekiil olan
DHT ye (dihidrotestosteron) doniistiiriilmesi ile baslar. Bu doniisiim hiicre igerisinde
iretilen 5 alfa rediiktaz enziminin islevi ile sitoplazma da gerceklesir. Bu asamadan
sontra DHT androjen reseptorii (AR) ile tepkimeye girerek hiicre g¢ekirdegindeki
transkripsiyon ile sa¢ dongiisiindeki anajen evrenin kisalmasina ve telojen evrenin
uzamasina neden olur. Sonugta sa¢ derisinde bulunan killar terminal killardan velliis
killara doniisiir baz1 durumlarda ise tamamen dokiiliir. Androjenik etki mekanizmasi
aynt zamanda genetik Kkontrol altinda bulundugundan AGA olusumu igin

multifaktoryel etki soz konusudur (Sekil.4.1.)
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Testosteron / \
i Transkripsiyon

W Androjen

reseptori £ |

&/
DHT
\o/
5 a rediktaz
W/ o/

.

W/ ) .
Sitoplazma Gekirdek

Sekil 4.1. Androjenik etki mekanizmasi 2

AGA ile ilgili oldugu diisiiniilen genler kromozom 20p11 lokusu, androjen reseptor
geni, kromozom 3026 lokusu, ektodisplasin A2 reseptor geni (EDA2R) (Prodi ve
ark., 2008), 5a-rediiktaz tip I ve tipIl (SRD5A1 ve SRD5A2), aromataz (CYP19A1),
Ostrojen reseptorii o (ESR1), insiilin-benzeri gelisme faktorii-2 (IGF-2) ve insiilin
genleridir (Ellis ve Harrap, 2001; Sinclair ve Dawber, 2001). Bu genlerin birbiriyle
olan iliskisinin sa¢ siklusunu etkiledigi diisiiniilse de major olarak etki ettigi

belirlenen genler androjen reseptor (AR) geni ve SRD5A2 genidir.

AR geni X kromozomunun 11-12 lokuslari arasindadir. AR genindeki mutasyonlarin
icerisinde AGA’nin da bulundugu androjen hassasiyeti, omurilik ve kas erimesi ve
prostat kanseri gibi bir¢ok rahatsizliga neden oldugu bilinmektedir (Zhuo, 2011). En
¢ok goriilen ve galisilan polimorfizmler ekzon 1 bolgesindeki Stul restriksiyon
bolgesi polimorfizmi (rs6152- G>A) ve iki ayr igli niikleotit (CAG-GGC)
tekrarlaridir. Stul restriksiyon bolgesi AR geni ekzon 1 de yer alir ve niikleotiddeki

ticiincii bazin adeninden (A) guanine (G) doniismesine sebep olur.
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Ellis ve arkadaslarinin 2007’de yaptig1 bir ¢alisgmada AR Stul restriksiyon bolgesi
polimorfizminin geng ve yash kel erkeklerde yaklasik %95, kel olmayan erkeklerde
ise yaklasik %76,6 oraninda bulunmasi Stul polimorfizmi ile AGA arasinda gii¢lii bir
iliski oldugunu diisiindiirmektedir (Ellis ve ark., 2007). Bu ¢alismadan baska yapilan
birgok ¢aligma da AR genindeki polimorfizmler ve AGA arasinda gii¢lii bir iligki
oldugu belirtilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarin ¢ogunda yas, cinsiyet ve irk goz

ard1 edilmistir.

AGA ile AR geni arasindaki iliskiyi tanimlayan c¢alismalar simdiye kadar sekiz
adettir. Bu ¢alismalardan ikisi Cince altis1 Ingilizcedir. Bu ¢alismalarda kontrol ve
deney gruplarinin secildigi iilkeler ise Avustralya, Israil, Italya, Cin, Almanya ve
Misirdir. Yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen sonuglar beyaz irklarin diger irklara
gore daha fazla risk tasidigin1 géstermektedir (Zhuo, 2011; Xu ve ark., 2009; Levy-
Nissenbaum ve ark., 2005; Ellis ve ark., 2007; Hayes ve ark., 2005; Hilmer ve ark.,
2005; Prodi ve ark., 2008; EI-Samahy ve ark., 2009) (Cizelge.4.1; Cizelge.4.2.)

Cizelge 4.1. Calismalarin genel bilgileri (Zhuo, 2011).

ik yazar Y1l Ulke Caélislima Irk Deney  Kontrol Polimorfizm
. Lo Stul RFLP,
Ellis 2007  Avustralya Ingilizce  Avustralyallar 446 107 CAG, GGC
Hayes 2005 Avustralya Ingilizce Avustralyalilar 575 136 Stul RFLP
Levy-
Nissenbau 2005 Israil Ingilizce Israil 41 39 Stul RFLP
m
. Lo Stul RFLP,
Hilmer 2005  Almanya  Ingilizce Alman 355 188 CAG, GGC
. . . Stul RFLP,
Xu 2006 Cin Cince Cin 101 104 CAG, GGC
Zhao 2007 Cin Cince Cin 34 38 CAG
. : Lo ; Stul RFLP,
Prodi 2008 Italya Ingilizce Italyan 492 492 CAG, GGC
El- 2009 Misir Ingilizce Misir 30 11 Stul RFLP

Samahy
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Cizelge.4.2. Yapilan calismalardaki genotip dagilimi ve frekanslari.

Deney Grubu
Alel Frekans
ik yazar n Toplam G A G A
Frekans
Ellis ve ark. 446 892 830 62 0,93 0,07
Hayes ve ark. 575 1150 999 151 0,87 0,131
Levy- 41 82 78 4 0,951 0,05
Nissenbaum ve
ark.
Hilmer ve ark. 355 710 606 104 0,85 0,15
Xu ve ark. 101 202 198 4 0,98 0,02
Prodi ve ark. 492 984 905 79 0,92 0,08
El-Samahy ve 30 60 44 16 0,733 0,267
ark.
Bu ¢alisma 91 182 176 6 0,97 0,33
Kontrol Grubu
Alel Frekans
ik yazar n  Toplam G A G A
Frekans
Ellis ve ark. 107 214 164 50 0,77 0,23
Hayes ve ark. 136 272 220 52 0,81 0,19
Levy- 39 78 52 26 0,67 0,33
Nissenbaum ve
ark.
Hilmer ve ark. 188 376 300 76 0,80 0,20
Xu ve ark. 104 208 200 8 0,96 0,04
Prodi ve ark. 492 984 748 236 0,76 0,24
El-Samahy ve 11 22 12 10 0,55 0,45
ark.

Bu ¢alisma 91 182 131 51 0,72 0,28
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Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2. de sonuglar1 yer alan tiim ¢alismalar sonucunda deney
grubunda yer alan bireylerin G frekanslarinin kontrol grubundaki G frekanslarindan
yiiksek oldugu goriilmektedir. Biz de bu calismalar ile uyumlu olarak yaptigimiz
calismada GG genotipine sahip bireylerin fenotipinde degisik oranlarda sa¢ kaybi
oldugunu ve AG genotipine sahip bireylerin fenotipinde sa¢ yogunlugunda belirgin
bir farklilik olmadigini belirledik. Ayrica AA genotipine sahip bireylerin sag
yogunluklariin diger bireylere oranla daha fazla oldugu sonucuna vardik.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda calistigimiz populasyonun tiimii genotip ve
fenotip iliskisi acisindan degerlendirildiginde, bireylerin genotipik 6zellikleri ve bu
ozelligin fenotip lizerine etkisi arasinda istatistiksel olarak oldukca anlamli bir iliski
bulunmustur. Calisma grubumuzdaki bireylerde AR Stul restriksiyon bdlgesi
polimorfizminin genotip ve alel frekans dagilimi Hardy-Weinberg dengesi ile
uyumlu olmamustir. Hardy-Weinberg dengesi, belirli sabit sartlar altinda her iki
alelin frekansiin ve genotipik oraninin sabit kalmasi ve populasyondaki bireylerin
rastgele se¢ilme durumunda gecerlidir. Bizim g¢alismamizda ise, toplumumuzdaki
farkli sa¢ yogunluguna sahip bireyler calisma grubumuzu olusturmustur. Dolayisi ile
I’den 7°ye kadar derecelendirilen sa¢ yogunluguna sahip bireyler ile sag
yogunlugunda azalma olmayan bireyler ¢alismaya dahil edilerek rastgele seg¢im
yaptlmadigindan, AR Stul restriksiyon bolgesi X kromozomunun 11-12 lokuslari
arasinda yer aldigindan ve bu calismada sadece erkek bireylere yer verildiginden
genotip ve alel frekanslarimiz Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu c¢ikmadigi
diistiniilmektedir (p<0.05).

Literatiir taramamiz sonucunda, toplumuzda sa¢c yogunlugunu etkileyen gen
polimorfizmleriyle ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Avustralya, Cin,
Italya, Misir, Almanya gibi diger iilkelerde AR Stul restriksiyon bdlgesi
polimorfizmi ¢alisilmis (Zhuo, 2011; Xu ve ark., 2009; Levy-Nissenbaum ve ark.,
2005; Ellis ve ark., 2007; Hayes ve ark., 2005; Hilmer ve ark., 2005; Prodi ve ark.,
2008; El-Samahy ve ark., 2009) ve bizim c¢alismamizla uyumlu sonuglar elde
edildigi gorlilmistiir. Dolayisiyla bu ¢alismanin, toplumumuzda sa¢ yogunlugunu

etkileyen gen polimorfizmlerinin frekanslarinin belirlenmesinin adli olaylarin



72

aydinlatilmasina  yardimc1  olmast  yoniinden oOnemli katki  saglayacag:

distiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemiz bireylerinde sa¢ yogunlugu ile iliskili genetik polimorfizm calismasi
yapilmamustir. Diger iilkelerde farkli genleri kapsayan calismalar olmakla birlikte
bir¢ok genetik polimorfizm ¢aligmasi bulunmaktadir. Bu nedenle yapmis oldugumuz
calismanin iilkemiz bazinda bu iliskiyi inceleyen ilk bilimsel ¢aligma olmasindan

dolay1 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sa¢ yogunlugunu etkileyen birgok farkli gen bulunmaktadir ancak "Androjen
reseptor (AR)" geni androgenetik alopesi (AGA) olusumundan sorumlu en 6nemli
gendir. Yapmis oldugumuz analizlerin (PCR-RFLP) degerlendirilmesi sonucunda bu
genin; homozigot tipik (GG), homozigot atipik (AA), heterozigot (AG) olmak iizere

tic farkli varyasyonu belirlenmistir.

ARStulgeninde yer alan G—A tek niikleotid polimorfizmi ile;

* "GG" genotipine sahip bireylerin AGA olma olasiliginin diger bireylere gore daha
yiiksek oldugu,

* "AG" genotipine sahip bireylerin daha az siklikta AGA olabilecekleri,

* "AA" genotipine sahip bireylerin ise yliksek sa¢ yogunluguna sahip oldugu tespit
edilmistir. Dolayisiyla, olay yerinden alinan biyolojik materyalde yapilan analizler
sonucunda, slipheli sahis "AA" genotipine sahip ise sa¢ yogunlugunun az
olamayacagi, eger kisi "GG" genotipine sahip ise sa¢ yogunlugunun az olacagi
sonucuna varilmistir. Sonuglara gore birey “AA” veya “AG” genotipine sahip ise
fenotipinde belirgin bir sagsizlik olmayacagi, ancak “GG” genotipine sahip ise

fenotipinde sagsizlik olabilecegi sdylenebilmektedir.

Farkli sa¢ yogunluguna sahip bireylerden olusan calisma grubumuzda yapilan
analizler sonucunda populasyonun tiimii genotip ve fenotip iliskisi agisindan
degerlendirildiginde, bireylerin genotipik 6zellikleri ve bu 6zelligin fenotip iizerine

etkisi arasinda istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bir iliski bulunmustur (p<0.001).
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Genetik caligmalar maliyeti fazla olan analizlerdir. Dolayisiyla adli vakalarda kimlik
tespiti sirasinda genotipik Ozelliklerin belirlenmesi fenotipik o6zellikler hakkinda
cikarimda bulunmamizi saglayacaktir. Bu durum da adli biyolojide zaman, maliyet

ve is giicii agisindan avantaj saglayacaktir.

Fenotipi belirleyen genlerdeki polimorfizmlerle ilgili veri tabani olusturuldugu
takdirde, siipheli sayisinin ¢ok fazla oldugu durumlarda, AR Stul restriksiyon bolgesi
polimorfizmi ¢alisilarak  siiphelinin  sa¢ yogunlugu tahmin edilebilir ve
kimliklendirmede fiziksel bir eleme Kriteri olarak kullanilabilir ya da toplu 6liimlerin
oldugu kazalarda kimlik bilgilerine ulasmak agisindan fayda saglayabilir. Ancak bu
analizler yapilirken sa¢ yogunlugunu etkileyen yas, biiyiime faktorleri, diger

hastaliklar gibi bir¢ok etmen bulundugu da goz ardi edilmemelidir.

Androgenetik alopesi olusumunun poligenik kalitimla gerceklestigi  kabul
edildiginden diger genlerle ilgili polimorfizm ¢aligmalarinin da yapilmasi sonuglarin

kesinlestirilmesinde faydali olacaktir.
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OZET

AR Stul Gen Polimorfizminin Androgenetik Alopesi Uzerine Etkisi

Olay yerinde bulunan numunenin kaynaginin fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi delil
niteliginde bilgi saglamaktadir. Bireylerin goriiniislerinin en bariz tanimlayicilar yiiz
ozellikleri, boyu, ten rengidir. Ayrica goz, sa¢ ya da deri rengi ve sa¢ yogunlugu gibi
fiziksel karakterlerle iligkili SNP genotiplemesinin adli bilimler alaninda yakin
gelecekte kisisel kimliklendirme i¢in yararli bir arag olmasi beklenmektedir. Fiziksel
bir 0zellik olan sa¢ yogunlugu ve bu konu hakkinda yapilan ¢alismalarin temelinde
androjenler yer almaktadir. Ciinkii androjenik etki mekanizmasina bagli olarak sacl

deride bulunan killarin terminal veya velliis tipte olmasi belirlenebilmektedir.

Androjenik etkinin ve androgenetik alopesinin olusmasindan birgok farkli gen
sorumlu olmasina ragmen X kromozomunun 12.lokusundaki androjen reseptor(AR)
geni saglilik veya sacsizliga daha ¢ok etki etmektedir. Ayrica, son birkag yil iginde
AR’nin sa¢ yogunlugu ile daha giiglii bir baglantisinin oldugu tespit edilmistir.

Bu calismanin amaci, toplumumuzdaki farkli sa¢ yogunluguna sahip bireylerin AR
Stul restriksiyon bolgesi genotiplerinin arastirilmasidir. Bu amagla, 182 bireyde AR
Stul restriksiyon bolgesindeki G—A tek niikleotid polimorfizmi arastirildi. AR Stul
genindeki G—A tek niikleotid polimorfizminin (rs6152) genotip frekanslari; alopesi
grubunda %96,7 homozigot tipik GG, ve %3,3 homozigot atipik AA, kontrol
grubunda ise %69,2 homozigot tipik GG, %5,5 heterozigot AG ve %25,3 homozigot
atipik AA genotip olarak belirlendi. Alel frekansi; alopesi grubunda G aleline sahip
bireyler %96,7, kontrol grubunda G aleline sahip bireyler ise %69,2 olarak tespit
edildi.

Calismamizda ARStul geninde yer alan rs6152 adli tek niikleotid polimorfizmi ile
"GG" genotipli bireylerin diisiik sa¢ yogunluguna sahip olabilecegi (1’den 6’ya kadar
herhangi bir deger olabilir) ve "AG" ile "AA" genotiplerine sahip bireylerin ise
yilksek sa¢ yogunluguna sahip olabilecegi sonucuna varilmistir. Ilerideki
caligmalarda, AGA igin sebep olabilecek diger gen polimorfizmlerinin de ¢alisiimasi

Onerilmektedir.

Anahtar kelimeler: ARStul, alopesi, androjen, genotip, fenotip
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SUMMARY
Effect of AR Stul Gene Polymorphism on Androgenetic Alopecia

Determining the physical characteristics of the source of a crime scene sample
provides important probative information. Facial features, height and skin colour are
the major physical descriptors of a person. In addition, in the field of forensic
science, genotyping of SNPs associated with physical traits such as eye, hair or skin
colors and hair density are expected to be a useful tool for personal identification in
the future. Hair density as a physical trait and studies on this topic are based on
androgens. Depending on the androgenic mechanism, terminal or vellus type of the
scalp can be determined.

Although there are many different genes responsible for androgenic effect and
androgenetic alopecia, it is mostly attributed to androgen receptor gen on
chromosome Xq12. In addition, within the last couple of years, AR has been linked
more strongly to hair density.

The aim of this study is to determine AR Stul restriction fragment genotypes of
individuals with different hair density. For this purpose, G—A single nucleotide
polymorphism (SNP) (rs6152) of AR Stul restriction fragment was analyzed in 182
individuals. The genotype frequencies of the SNP in the AR Stul restriction fragment
were determined as follows; alopecia 96,7% homozygote typical (GG) and 3,3%
homozygote atypical (AA) genotype; controls 69,2% homozygote typical (GG),
5,5% heterozygote (AG) and 25,3% homozygote atypical (AA) genotype. The
frequency of G allele in patient was found as 96,7% and in controls 69,2%.

In this study, it is suggested that the prediction relies mainly on rs6152 in AR gene,
in an exclusive approach: G/G-homozygotes are deduced to have low hair density (1
through 6 can be any value.). A/G-heterozygotes and A/A-homozygotes are deduced
to have high hair density. In future studies, studied of other gene polymorphisms
which may lead to AGA is recommended.

Key words: AR Stul, Alopecia, Androgen, Genotype, Phenotype.
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