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Ozet

Bu calismanin amact; saglikli Bati Anadolu populasyonunda XRCC1 geninin kodon 399 bélgesindeki polimorfizm sikligini belirlemektir. Izmir’de
yasayan ve kanser oykiisii olmayan 100 kisilik kontrol grubunda, PCR-RFLP yéntemi (Msp I Restriksiyon Endonukleaz Enzimi) kullanilarak XRCC1-399
polimorfizmi aragtirilmistir. Analizler sonucunda A/A genotipini tastyanlarin sikligt %44.0, A/G genotipini tagiyanlarin siklig1 %41.0 ve G/G genotipini
tastyanlarin siklig1 %15.0 olarak saptanmistir. Allel frekanslari ise A niikleotidi i¢in %64.5 ve G niikleotidi igin %35.5 olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar farkli populasyonlarla karsilastirildiginda; A alleli ve Galleli igin homozigotluk oraninin Hindistan, Amerika, ingiltere, Kore ve Cin populasyonlarina
benzer degerde oldugu belirlenmistir.
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Abstract

The aim of this study is to determine the frequency of polymorphism in codon 399 region of XRCC1 gene in the healthy Western Anatolian population.
XRCC1-399 polymorphism is studied in the control group of 100 people living in Izmir, Turkey, who don’t have a cancer story, using the method of PCR-
RFLP (Msp I Restriction Endonuclease enzyme). The followings are found out as a result of the analyses: the frequency of the ones having A/A genotype is
44.0 %, the frequency of the ones having A/G genotype is 41.0 % and the frequency of the ones having G/G genotype is 15.0 %. Allel frequencies are found
to be 64.5 % for A nucleotide and 35.5 % for G nucleotide. When the results obtained are compared with various populations, the homozygosity rate for
Allel A and Allel G is determined to be at a similar value as the Indian, American, English, Korean and Chinese populations.
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GIRiS
[ Yazisma Adresi: XRCCI1 (X-ray repair cross-complementing group 1),
) ) DNA tamirinde gorev alan bir enzimdir. Baz hasarlar1 ve tek
Sacide PEHLIVAN, Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi iplikli DNA kiriklarinda DNA ligaz I1I’in karboksili ile DNA
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali polimeraz b’nin ve poly (ADP-riboz) polimerazin hasarl
DNA kismina baglanarak is goriir (1). XRCC1 geni 19q13.2
TIf: 0.342 3606060 Gaziantep / Tiirkiye bolgesinde, 17 ekzonlu 2087 baz ¢ifti (b¢) uzunlugu olan

transkripsiyon tiriiniine sahiptir. Farelerde XRCC1 genindeki
delesyonun embriyonik letal fenotiple kendini gosterdigi
saptanmustir (2). XRCC1 geni agisindan mutasyona ugramis
Cin Hamster yumurtalik hiicre hatlari tek iplikli DNA’nin
kirilmalarini, iyonize radyasyon ve alkali ajanlara karsi
bununla birlikte gelen asir1 hassasiyet konusunda yetenek
kayb1 gostermislerdir(3).
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XRCC1’in endogenik ve ekzogenik DNA hasarlarini
gidermede anahtar bir role sahip oldugu bildirilmistir. Son
yillarda yapilan arastirmalarda XRCC1’in kodlanma
bolgesinde kodon 194 (Arg---'9bTrp), 280 (Arg---'9bHis) ve
399 (A-Arg---'9bG-Gln) olarak adlandirilan ii¢ adet
polimorfizm tanimlanmistir. Bu polimorfizmler evrimsel
olarak korunmus bolgelerde bir aminoasit degisimini igerir
ve XRCC1’in fonksiyonunda azalmaya sebep olabilmektedir.
Kodon 399 poly (ADP-riboz) polimeraz enzimi binding
domaini ve BRCA1’in tanimlanmis karboksil ucunda yer
almaktadir (4). Lokositlerdeki mutasyonlar kardes kromatid
degisim frekanslarini ve iyonize radyasyona karsi hassasiyeti
arttirmistir (5-9). Bununla birlikte diger caligmalarda
Arg399GIn polimorfizmi ve kiiciik DNA pargalar: arasinda
6nemsiz bir iliski oldugu gosterilmistir (60-10-11).

Bu ¢aligmanin amaci; saglikli Bati Anadolu
populasyonunda XRCC1 geninin kodon 399 bélgesindeki
polimorfizm sikligini belirlemek ve diger toplumlarla
karsilagtirmaktir.

GEREC VE YONTEMLER

Saglikli, yaglar1 17-52 arasinda degisen 100 bireyden
izin alinarak ¢aligma yapildi. Bireylerden alinan kanlar
EDTA’1 tiiplere aktarildi, adi-soyadi ve yas vb. diger bilgileri
yazildi. DNA izolasyonu Invitek (Katalog No: CA050036)
kiti ile yapilarak elde edilen DNA materyali daha sonra
kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

Bu DNA’lardan, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
XRCC1 Kodon 399’a ait oligonukleotid primerler (forward:
5’TCTCCCTTGGTCTCCAACCT-3’ ve reverse: 5°-
GGGTCTCGGTCGTCTGATGA -3°) kullanilarak ¢ogaltildi.
Amplifikasyon; her genomik DNA’dan 200 ng, PCR
Tamponu, 1.75 mM MgCl2, 20mM deoxyribonucleotide -
5’ - triphosphate (ANTPs), 2 tinite Taq polimeraz ve 5 pmol/ul
oligonukleotid primerler eklenerek toplam 25ul’de yapild.
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Sekil 1. XRCC1 Kodon 399’un (Msp I - PCR-RFLP Analizi)
agaroz elektroforezi. Marker (Fermantas #SM0388)

1-2: Arg/Arg wild genotipi

3-5: GIn/Gln homozigot polimorfik genotipi
4: Arg/Gln heterozigot genotipi
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Baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C’de 3 dakikadan sonra 30
saniye 94°C, 45 saniye 57°C ve 45 saniye 72°C olmak {izere
35 devir yaptirtlip 72°C’de 5 dakika bekletilerek amplifikasyon
tamamlandi. PCR iirtinlerinin, yatay elektroforezde %2.0
agaroz jel kullanilarak UV altinda goriintiilenmesi saglandi.
Amplifiye olan PCR iirtinlerine restriksiyon enzim analizi
Mspl (Hpa 1) enzimi ile yapild1 (Fermantas #ER0571).
Enzim kesimi i¢in su banyosunda 37°C’de 1 saat bekletildikten
sonra %2.5 agaroz jel kullanilarak Gln/Gln allelleri i¢in
576/285 bg, Arg/Arg allelleri i¢cin 461/285/115 bg, Arg/Gln
alelleri i¢in 576/461/285/115 bg olusan bantlar drneklerde
analiz edildi (Sekil 1)(12).

SONUCLAR

XRCCI geninin kodon 399 bolgesinin kesimine ait 6rnek
resim Sekil 1’de gosterilmistir. Saglikli bireylerin DNA’lar1
XRCC1 A399G polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde,
A/A polimorfizmini tasiyanlarin sikligt %44.0, A/G
tastyanlarin siklig1 %41.0 ve G/G tastyanlarm siklig1 %15.0
olarak saptanmigtir. Allel frekanslar ise A niikleotidi i¢in
%64.5 ve G niikleotidi i¢in ise %35.5 olarak belirlenmistir.
100 bireyden olusan saglikli grubumuza ait sonuglar Tablo
1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Saglikli Populasyonda, XRCC1 Genindeki
A399G Polimorfizminin dagilimi

Genotip Toplam (%)*
XRCC1 A/A 44 (44)
A/G 41 (41)
G/G 15 (15)
Allel Frekansi A 129 (64.5)
G 71 (35.5)

n=100

TARTISMA

DNA devaml: olarak endogenik ve ekzogenik mutajenler
ve karsinojenlerle hasara ugramaktadir. DNA hasarlar1 6rnegin,
baz kesip-cikarma tamiri, niikleotit kesip-¢ikarma tamiri,
yanlis eslesme tamiri ve ¢ift iplikli kirilma tamiri ile onarilabilir
(13). Tamir edilmemis DNA hasari olan hiicreler apoptosize
yada kontrolsiiz biiytime yoluna yani kot huylu timor
(malignansi) olma yoluna giderler. DNA hasar tamirinde bir
deformasyon yada etkinlik diisiisti kanser gelisiminde dnemli
rol oynar. Son on y1l i¢inde ¢esitli DNA tamir genlerindeki
bazi yaygin polimorfizimlerin DNA tamir kapasitesi ile, bir
kisinin karsinojenlere karsi hassasiyetini belirledigi 6ne
stirtilmiistiir (13-14).
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Tablo 2. Farkli Saglikli Populasyonlarda, XRCC1 Genindeki A399G Polimorfizminin Siklig1.

Genoti Amerika Kore Cin Kafkasya
p Populasyonu '* (%) Populasyonu™ (%)  Populasyonu® (%) Populasyonu® (%)
A/A 44.5 51.9 51.6 48.0
A/G 44.8 37 42.1 40
G/G 9.8 11.1 6.3 12

XRCCI proteini baz ¢ifti kesip ¢ikarma tamirinde
oksidasyonlanmis yada par¢alanmis lezyonlar ve 6nemli
olmayan addiiktler gibi kiigiilk DNA hasarlarinin tamirinde
6nemli bir role sahiptir (13). Bu genin kodon 399’daki
polimorfizminin pek ¢ok epidemiyolojik ¢alismalarda gesitli
kanserlerle iligkili oldugu gosterilmistir. Degisken Gln (G)
aleli varlig1; akciger, beyin, girtlak ve mide kanserinde
riskin artmastyla iliskilendirilmistir(15-18).

Elde ettigimiz sonuglar farkli populasyonlarla
karsilastirildiginda; A alleli ve G alleli i¢cin homozigotluk
oraninin Kafkasya, Amerika, Ingiltere, Kore ve Cin
populasyonlarina benzer degerde oldugu belirlenmistir (Tablo
2)(19-22).

Bu veriler 1s1831nda farkli hastalik gruplart (kanser vb.)
icin kullanilmak tizere saglikli Bat1 Anadolu populasyonuna
ait degerler belirlenmis ve literatiire katkida bulunulmustur.
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