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OZET

Celik, R. (2013). Obsesif Kompulsif Bozukluk Hastalarinda DNA Tamir Genlerinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD.
Doktora Tezi. istanbul.

Obsesesif Kompulsif Bozukluk (OKB) obsesyon ve kompulsiyonlarla tanimlanan
onemli psikiyatrik hastaliklardan biridir. Obsesyonlar zorlayict ve rahatsiz edici
diisiinceler, kompulsiyonlar ise genellikle anksiyete ve endise ile iligkili tekrarlayan
sterotipik davraniglardir. Aile ve ikiz durumlarini iceren gen ekspresyon ve molekiiler
genetik caligmalar OKB’de genetik gegisin olabilecegine isaret etmektedir. DNA tamir
sistemleri OKB’de bir molekiiler marker olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
calismada OKB’li Tiirk hastalarda DNA tamirinde rol alan XRCC1, XRCC3, XPD,
XPG, APEI, HOGGI1 genlerinin polimorfizmlerinin dagilimini degerlendirmeyi
amagladik. Analizde OKB tanist konmus 100 hasta ve 122 vaka dis1 birey baz alindi.
Genotipleme PZR-RFLP yontemi ile yapildi. Calisma sonrasinda XRCC3 Thr+
bireylerin hasta grubunda %88 kontrole gore anlamli olarak yiiksek oldugu gozlenmistir
(P:0,03). Ek olarak XRCC3 Thr/Met genotipli bireyler hasta grubunda kontrole gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (P:0,002). Istatiksel sonuclara gére XPD Lys+
bireyler hasta grubunda %95 iken kontrole %86.1 gore anlamli olarak ytiksek olup OKB
hastaligina yakalanma riskleri yaklasik 3 kat arttigi gézlenmistir (P:0,027). Lys/Lys
tastyan bireylerin yine hasta grubunda (%60) kontrole (%34.4) gore anlamli olarak
yiiksek oldugu tespit edilmistir (P:0,000). XPD GlIn+ bireyler kontrolde %65,6 iken
hasta grubuna %40 gore anlaml olarak yiiksek olup OKB hastalig1 i¢in yaklasik 2.8
katlik bir koruyuculuk sagladigi izlenimi edinilmistir (P:0,000). Lys/Gln genotipli
bireylerin kontrol grubunda hasta grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu
gozlenmistir (P:0,013). Hasta ve kontrol grubu arasinda APE Aspl48Glu, XPG
Aspl1104His, HOGGL1 Ser326Cys ve XRCC1 Arg399GIn polimorfizmlerinin genotip ve
allel dagilimlart acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmemistir.
Bulgularimiz XRCC3 Thr+, XRCC3 Thr/Met, XPD genotiplerinin OKB gelisimini
kolaylagtirabilecegini ileri siirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Obsesif kompulsif bozukluk, DNA tamir, polimorfizm, XRCC3,
XPD

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 20606
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ABSTRACT

Celik, R. (2013). Investigation of DNA Repair Genes in Patients with Obsesive
Compulsive Disorder. istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Medical Medicine. Doctoral Thesis. istanbul.

Obsessive—compulsive disorder (OCD) is one of the important psychiatric disorders
identified by mostly obsessions and compulsions. While obsessions have intrusive and
disturbing thoughts, compulsions have repetitive stereotypic behaviors, which are
usually associated with anxiety or dread. Several studies have pointed that molecular
genetic and gene expression including familial and twin situations has alteration on
OCD. It was thought that DNA repair system could be use as a molecular marker on
OCD. In this study it is aimed to evaluate the distribution between polymorphisms in
the DNA repair, which are XRCC1, XRCC3, XPD, XPG, APE1, HOGG1, and OCD in
Turkish patients. The present analyses are based on 100 case subjects with Obsessive
Compulsive Disorder and 122 non-case subjects. Genotyping were detected by PCR-
RFLP. The results have shown that the study groups who have XRCC3 Thr+,
statistically significant differences between patients %88 than control groups (P:0,03).
In addition to this, in patients group, who have XRCC3 Thr/Met genotype, has found
statistically significant differences than controls (P:0,002). According to statistical
results, XPD Lys+ genotype was significantly increased in patients (95%) compared
with controls (86.1%) and carriers of Lys+ genotype had a 3-fold increased risk for
OCD (P:0,027). Lys/Lys genotype was found increased in patients (60%) compared
with controls (34.4%) (P:0,000). XPD GlIn+ frequencies was found increased in controls
(65.6%) compared with patients (40%) and analyzed that GIn+ genotype had 2.8-fold
preservative for OCD (P:0,000). Moreover, it was seen that Lys/GIn genotypes has
found statically increased in controls than the patients (P:0,013). We did not find any
significant differences for APE Asp148Glu, XPG Aspl1104His, HOGG1 Ser326Cys and
XRCC1 Arg399GIn genotype and allele frequencies between patients with OCD and
controls (p>0.05). Our findings have suggest that XRCC3 Thr+, XRCC3 Thr/Met,
XPD genotype could faciliate the development of OCD.

Key Words: Obsesive Compulsive Disorder, DNA repair, polymorphism, XRCC3, XPD

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 20606



1. GIRIS VE AMAC

Obsesif kompulsif bozukluk (OKB), obsesyon ve/veya kompulsiyonlar ile
karakterize ruhsal bir bozukluktur. Obsesyon veya saplant1 kendiliginden biling alanina
giren, yineleyici, sikinti yaratan, kisinin sagma ve yanlis oldugunu bildigi diisiince,
diirtii yada imajlardir. Kompulsiyon ise genelde bir obsesyona engel olmak icin belli
kurallarla yapilan motor veya mental eylemlerdir. Obsesyonlar zaman kaybettirici
olabilir, kisinin normal rutinine, mesleki islevlerine, olagan sosyal aktivitelerine,
arkadas ve aile iliskilerine 6nemli dl¢iide engel teskil edebilir. OKB ile ilgili yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar genetik gegisin olabilecegini gostermekte, fakat bu
genetik 6zelligin ne oldugunu, geciste major bir gen etkisinin olup olmadig1 konusunda

tanimlama yapmaya yetmemektedir.

Biitiin hiicreler DNA hasarlarinin tamir edilmesinden sorumlu sistem ya da
yolaklar igermektedir. Eger hiicreler DNA tamirini ger¢eklestiremezlerse hiicrenin
anormal olarak boliinmesin Onlemek i¢in programlanmis hiicre 6liimiine (apoptozis)
ugrarlar. DNA tamiri hiicrenin canli olarak kalabilmesi i¢in hayati 6nem tasidigindan,

hiicreler DNA tamiri ile ilgili yolaklar igerirler.

DNA tamir sistemindeki bozukluklardan kaynaklanan Friedrich ataksisi,
Alzhemier ve ataxia telangiectasia gibi nérodejeneratif birkag¢ hastalik rapor edilmistir.
Robbins tarafindan ileri stirtildiigi gibi DNA tamir genleri erken donemdeki néron
Olimlerini engellemek i¢in gereklidir. Genetik olarak kalitsallik gosteren hastaliklar
icin, ‘ndronal DNA biitlinliik teorisi’ tamir edilememis bir DNA lezyonunun
kalittminin, zararli DNA olusumu ile sonuc¢landigimi ve bunu takiben ndronal

dejenerasyonlarin olustugu belirtilmektedir (Hung ve ark 2005, Robertson ve ark 2009).

DNA tamir mekanizmalarinda olusabilecek bir fonksiyon bozuklugu mutasyona,
genom kararsizligina ve hiicre 6liimiine neden olur. Bu ise zararli DNA olusumuna ve
noronal dejenerasyona katki verebilecek bir gelismedir. Hipotezimizin temelini
olusturan bu ¢alisma ile ilgili heniiz yaymlanmig bir makale bulunmamaktadir. Bu
bilgilerin 15181inda, obsesif kompulsif tanis1 konmus hastalar ve saglikli kontrol
grubunda DNA tamir mekanizmasi genlerinden APE1, hOGG1,XRCC1,XRCC3,XPD
ve XPG genleri incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obsesif Kompulsif Bozukluk (OKB)

2.1.1. Tanim

Obsesif kompulsif bozukluk (OKB), irrasyonel veya mantiksiz bulunan, belirgin
gerginlige neden olan veya islevselligi onemli Olglide etkileyen; yineleyici, zorlayici
diisiinceler, imgeler ve/veya kompulsiyonlarin varligi ile karakterize néropsikiyatrik bir
hastaliktir (Isiklt ve Goniil 2012, Karshioglu ve Yiiksel 2007). Obsesyonlar; gereksiz,
sagma veya mantiksiz olarak tekrarlayict ve istemsiz bir sekilde ortaya c¢ikan
istenmeyen diisiince, hayal veya diirtiiler olarak tanimlanabilir. Kiside anksiyete ve
rahatsizlik hissi olusturan bu takintilar kisinin kendi mental siire¢lerinden
kaynaklanmakla birlikte olusumu kisinin kendisine aittir. Gittikge artan sekilde zihinde
olusan kelimeler, diisiinceler, korkular, hatirlaticilar, imajlar, goriintiiler bulunabilir.
Kompulsiyonlar ise siklikla obsesyonlara bir cevap olarak olusan davranislar olarak
belirtilebilir. Obsesyonlar sonucu olusan kaygi, stres ve baskiyr hafifletmeye doniik
tekrarlayici, gereksiz, sagma, mantiksiz olabilen hareketler olup istemsiz ve sekonder

olarak kisinin kendini rahatlatmaya yonelik olustugu bilinir (Stein 2002, Abali1 2012).

Obsesyonlar genellikle bulasma, kusku, simetri, dini veya cinsel konularla asir1
ugraslari igerir ve 0zgiin bir ritiiel yerine getirilmezse kotli seyler olacagi Onsezisi ile
birliktelik gosterir. Obsesyonlar kosullanmis uyaranlar olarak anksiyeteye neden olur ve
ortaya ¢ikan kaygi kompulsiyonlarla giderilmeye calisilir. Kompulsiyonlar yikama,
temizlik, kontrol, tekrarlama, sayma, diizenleme ve biriktirme seklindedir.
Kompiilsiyonlar ¢ogunlukla fiziksel bir hareketi igermesine karsin, 6zgilin dualar1 veya
diisiinceleri tekrarlama gibi mental ritiieller seklinde ve daha basit tik benzeri bir
karakterde olabilir. Bunlar, huzursuzlugun ortadan kalkmasi ve "simdi oldu" duygusu
yasanana kadar tekrarlamalar1 gerektirebilir (Karslioglu ve Yiiksel 2007, Atmaca 2012,
Yorulmaz 2012).

2.1.2. Epidemiyoloji

OKB yarattig1 islev bozuklugu ve yasam kalitesinde diigme meydana getirmesi
nedeni ile Diinya Saglik Orgiitii tarafindan diinya {izerinde en fazla islev kaybi yaratan
ilk on tibbi durum arasinda kabul edilmistir (Pauls 2008, Sengiil ve Herken 2012,
Yorulmaz 2012) OKB genel popiilasyonda polar bozukluk ile sizofreniden daha



yaygindir. Farkli toplum ve kiiltiirlerde yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda OKB’nin
yasam boyu prevalansinin %1-3 arasinda oldugu saptanmistir (Maia ve ark 2008, Pauls
2008, Karaman ve ark 2011, Yorulmaz 2012). Ulkemizde yapilan bir ¢calismada ¢ocuk
ve ergen psikiyatrisi poliklinigine basvuran hastalarin %2.7’sinde OKB saptanmistir
(Karaman ve ark 2011). Bununla birlikte ICD-10 (Diinya Saghk Orgiitii, 1994)
kriterlerine gore lilkemizdeki yayginlik oraninin %0,5 oldugu, DSM (Amerikan
Psikiyatri Birligi, 2000) kriterlerine gore ise bu oranin %3 oldugu bildirilmistir
(Yorulmaz 2012).

2.1.3. Baslama yasi ve cinsiyet

Bozukluk ortalama olarak 20-25 yas dolaylarinda baslar (Isikli ve Goniil 2012).
Bununla birlikte 9-11 yaslarinda basladigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Ulay
2010). Baglama yas1 erkeklerde biraz daha erken; kadinlarda biraz daha gegtir. Daha
onceki caligmalarda kadinlarda daha sik oldugu belirtilmesine ragmen daha sonraki
caligmalarda boyle bir farklilik saptanmamistir (de Mathis ve ark 2011, Yorulmaz
2012). Eriskin hastalarin 1/3-1/2 kadarinda OKB belirtilerinin ¢ocukluk caginda
basladig1 bilinir. OKB ¢ocukluk caginda erkeklerde 1,5 kat daha fazla goriiliirken,
ergenlik doneminde kiz ve erkeklerde yaklasik olarak ayni oranlarda ortaya
¢ikmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar tedavi edilmezse ¢ocukluk doneminde baslayan
OKB'nin oldukga kronik seyredebilecegini gostermektedir (Ulay 2010). Her ne kadar
OKB ’nin genel olarak kadin ve erkeklerde goriilme sikliginin benzer oldugu diisiiniilse
de cinsiyet farklilig1 esas olarak belirti alttiplerinde gdzlendigi bilinmektedir. Ornegin
temizlik alttipi kadinlarda, kontrol alttipi erkeklerde daha sik rapor edilmektedir
(Boileau 2011, Yorulmaz 2012).

2.1.4. Klinik goriiniim

OKB rahatsizlik yaratan obsesyonlarin ya da kompulsiyonlarin bulunmalar ile
karakterizedir (Bayraktar 1997, Yorulmaz 2012). OKB Amerikan Psikiyatri Birligi’nin
hazirladigt DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders- Fourth
Edition) smiflandirma sisteminde anksiyete bozukluklar1 grubunda; ICD-10
(International Classification of Diseases-Tenth Edition)’da ise “Nevrotik, strese bagl ve

somatoform bozukluklar” basligi altinda siniflandirilmaktadir (Bayraktar 1997).

Taniya yonelik degerlendirmeler esnasinda ayrintili goriismeler yapilmakta

bunun yani sira, psikometrik 6zellikleri desteklenmis ve uluslararasi gecerlige sahip bir



dizi Olglim aract kullanilmaktadir. Bunlarin basinda DSM-IV i¢in Yapilandirilmig
Klinik Goriismeler Formu, DSM-1V i¢in Kaygi Bozukluklar1 Goériisme Formu ve Yale-
Brown Obsesif Kompulsif Olgegi gelmektedir. Ayrica Clark-Beck Obsesif Kompulsif
Envanteri, Obsesif Kompulsif Envanteri- Gozden Gegirilmis Form, Maudsley Obsesif
Kompulsif Envanteri gibi 6l¢ekler de bulunmaktadir. Bu formlar DSM tani kriterleri
dogrultusunda bilimsel aragtirmalarda ve uygulamadaki klinik degerlendirmede sikca
kullanilmaktadir. Ayrica hastanin kendisinin de doldurabilecegi bir 6z-bildirim formu
da bulunmaktadir (Yorulmaz 2012).

Klinikte hemen hemen her zaman obsesyon ve kompulsiyonlarin her ikisi birden
bulunur. Bir bozukluk tanis1 koymak i¢in semptomlar belirgin sikint1 yaratmali, giinde
en azindan bir saatin bosa harcanmasina sebep olmali ve islevselligi bozmalidir. DSM
IV’teki degisiklikler OKB’yi diger bozukluklardan daha agikca ayirir. Cocuk ve
ergenlerde en sik goriilen belirti bulagsma obsesyonudur. Bunu yikama, yikanma,
temizleme ya da bulagmis oldugu diisiiniilen nesneden kompulsif tarzda kaginma izler.
Korkulan nesne genellikle kaginilmast zor olan bir nesnedir (feges, idrar, toz ya da
mikrop gibi). Korkulan nesneye kars1 en ¢ok duyulan duygusal tepki anksiyete olursa da
obsesif utang, igrenme ve tiksinme de sik gortiliir. En sik obsesyonun bulasma (%49) en
sik goriilen kompulsiyonun ise temizlenme (%68) ve bu kompulsiyon kiimesi i¢inde de
en sik goriilenin el yikamanin oldugunu bildirilmistir. En sik gozlenen ikinci belirti
oriintiisii kusku obsesyonudur. Bu obsesyonu kontrol etme kompulsiyonu izler. Ugiincii
en sik goriilen tablo kompulsiyon olmaksizin, zihne yerlesen obsesyonel diisiincelerin
bulunmasidir. Bu obsesyonlar genellikle cinsel ya da saldirgan bir eylemle iligkili
yineleyici diislincelerdir ve hasta bu diisiincelerinden dolay1 kendi kendini kinar. Daha
az olarak da simetri ya da kesin olma obsesyonlar1 saptanmaktadir. Bunu yavaslama
kompulsiyonu izler. Bu hastalarin yemek yemeleri, tiras olmalar1 saatler alir. Obsesif
kompulsif hastalarda dinsel obsesyonlar ve istifcilik de sik gozlenir (Bayraktar 1997,
Stein 2002, Boileau 2011, Yorulmaz 2012).

2.1.5. Etyoloji

Bugune kadar yapilan calismalar, OKB’nin etyolojisinin tek bir kuramla
aciklanamayacagini gostermektedir. Pavlov ve Maserman gibi yazarlar, obsesyonal
nevrozun hatali kosullanmaya bagli olarak ortaya ¢iktigini, Freud ve onu izleyen

psikoanalitik kuramcilar biling disindaki diirtiilerin baskisi ile ruhsal ve cinsel gelisimin



anal sadistlik donemine gerilemenin obsesyon sorununu dogurdugunu ifade ederken,
davranigg1 goriis de 6grenme ilkeleri iizerine yerlestirilmistir (Boileau 2011, Abali
2012). Son yillardaki ¢alismalarda ise daha c¢ok biyolojik teoriler {izerinde

durulmaktadir.

2.1.5.1. Goriintiileme calismalari

OKB ile bilgilerin elde edilmesinde noérogoriintiileme ¢alismalart énemli yer
tutmakta ve bozuklugun ndroanatomisine iliskin veriler elde edilmesini saglamaktadir.
OKB noroanatomisi konusunda anahtar bolgeler olarak nitelendirilen orbitofrontal
korteks, talamus, kaudat ¢ekirdek ve anteriyor singulat korteks ile ilgili ¢aligmalar uzun
yillardir incelenirken; hipokampus ve amigdala kompleksi, hipofiz bezi gibi diger
alanlar da hormonal ve ndrotransmitter iligkileri nedeniyle Onem kazanmaya
baslamistir. Norogoriintilleme caligmalarinda bilgisayarli beyin tomografisi (CT),
manyetik rezonans goriintiilemesi (MRI), tek foton emisyon bilgisayarli tomografisi
(SPECT) ve pozitron emisyon tomografisi (PET) teknikleri kulllanilmaktadir. Bunlarla
birlikte ila¢ tedavileri ve psikoterapotik yaklasimlarin bu bolgeler iizerindeki yapisal
etkilerinin incelenmesi ile ilgili ¢alismalar da yapilmaktadir (Topguoglu ve ark 2007,
Atmaca 2012).

Norogoriintilleme  c¢alismalarindan elde edilen verilere gére OKB’nin
kortikostriatotalamokortikal yolakta islevsel patoloji olmasi sonucu gelisen bir hastalik
oldugu belirtilmektedir (Karslioglu ve Yiiksel 2007, Topcuoglu ve ark 2007, Atmaca
2012). Giinliimiizdeki bilgiler bu yolagimn, bazal gangliyonlarimi iceren hareket
bozukluklarindan bir¢cok psikiyatrik hastaliga kadar 6nemli bir grup ndropsikiyatrik
hastalikta bozukluk gdsterdigine isaret etmektedir (Atmaca 2012). Ozellikle
orbitofrontal korteks ve anterior singulat kortekste aktivite artis1 s6z konusudur. Bu
yolakta 6nemli role sahip ndrotransmitterler ve reseptorleri bu bozukluktan sorumlu
olabilirler. Bu alanda yapilan ¢ok sayida caligma olmasina karsin, sonuglarin yeterli
Ol¢iide tutarli olmamasi, hastaligin heterojen dogas1 ve patogenezinin karmagiklig: ile
ilgili olabilir. Serotonin ve dopamin ile ilgili nisbeten ¢ok veri olmasina karsin bu
yolakta 6nemli rol oynayan glutamat, norepinefrin ve Gama-aminobutirik asit (GABA)
gibi norotransmitterler kisith sayidaki arastirmaya konu olmustur. Serotonin ve
dopamin arasindaki etkilesim gibi serotonin ve glutamat arasindaki etkilesim de

hastaligin seyrinde 6nemli olabilir (Nestadt 2011, Atmaca 2012).



2.1.5.2. Norobiyolojik ¢calismalar - Norotransmitter Anormallikleri

Serotonin

OKB’de serotonin norotransmiteriyle ilgili anormalliklerin depresif bozukluk
tanis1 nedeniyle klomipramin kullanan hastalarin OKB belirtilerinde diizelme olmasiyla
baglamistir. Bunun ardindan yayinlanan klomipraminin OKB hastalarinda etkili
oldugunu belirten olgu bildirimleri OKB’nin etyolojisinde serotonin islev bozuklugu
olduguna iliskin hipotezin gelismesine yol agmistir. Daha sonra yapilan c¢aligmalarda
klomipraminin OKB tedavisinde desimipramin ve amitriptiline Ustiinliigliniin
gosterilmesi bu hipotezi giliclendirmistir. Giiniimiizde segici serotonin gerialim
inhibitorlerinin (SSRI) OKB tedavisinde en etkili ilaclar olarak kabul edilmesi serotonin
hipotezini desteklemektedir. Ayrica serotonin reseptdr agonistleri olan sumatriptan ve
meta-klorofenilpiperazinin (m-CPP) OKB hastalarinda belirtilerin alevlendirmesi
serotonin hipotezi ile uyumludur (Karaman ve ark 2011).

Dopamin

SSRI’larla yapilan tedaviden yeterince fayda goérmeyen OKB hastalarinin
eklenen antipsikotik ila¢ tedavisinden fayda gormesi OKB’nin etyopatogenezinde
dopamin reseptorlerinde islev anormalligi oldugunu diisiindiirmektedir. OKB
hastalarinda anterior singulat kortekste dopamin D1 reseptorlerinde islev bozuklugu

oldugu gosterilmistir. (Karaman ve ark 2011).
Glutamat

Glutamat  beynin  birincil  uyaricti  ndrotransmitteridir. OKB’nin
etyopatogenezinde glutamat islevi bozuklugu oldugu ilk kez 1998’de bir olgu
sunumunda bildirilmistir. OKB olgularinin beyin omurilik sivisinda (BOS) glutamat
diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica bir
glutamat antagonisti olan riluzoliin tedaviye direngli OKB hastalarinda tedaviye
eklenmesiyle olumlu sonuclar alinmas1t OKB’nin etyolojisinde glutamatin rol oynadigi

hipotezini desteklemektedir (Karaman ve ark 2011).

2.1.6. Genetik Cahismalar
Gilintimiizde OKB ile ilgili yapilan aragtirmalarin 6nemli bir kismin1 da genetik
arastirmalar olusturmaktadir. OKB genetigi caligsmalarinin seyri de, sizofreni ve

depresyon gibi diger psikiyatrik hastaliklarla yapilan genetik caligmalara



benzemektedir. OKB genetigi calismalart da klasik aile ve ikiz arastirmalari ile
baslamis, sonrasinda iligki ve baglanti analizi gibi temel molekiiler biyolojik caligmalar
ile devam etmis ve son yillarda tim genomun ayni anda incelendigi arastirmalar ile

siirmektedir (Demet 2005)

2.1.6.1. Aile Calismalar:

OKB’de ailesel gecis 1930°lardan bu yana arastirilan bir konudur. Aile
caligmalar1 gozden gecirildiginde 6zellikle erken baslangicli ve tik bozuklugunun eslik
ettigi OKB olgularinda genetik geg¢isi destekleyen sonuclar elde edildigi goriillmektedir.
Swedo ve arkadaglart ile Lenane ve arkadaslar1 OKB’li ¢ocuk ve ergenlerin birinci
derece akrabalarinda %20-25 gibi yiliksek oranda OKB belirlemislerdir. Bu yiiksek
sonuclar 6rneklemenin ortalama yasinin diisiik olmasina bagl olarak erken baslangicin
daha fazla ailesel yiikliilik ve daha yiiksek gecise neden olabilecegine baglanmistir.
Pauls ve arkadaslarinin yaptiklari bir aile ¢alismasinda 100 OKB ve 100 kontrol ailesi
incelenmis, OKB’li grubun birincil derece akrabalarinda 9%18.2 oraninda OKB
saptandig1r bildirilmistir. Nestdat ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada OKB
olgularinin birinci derece akrabalarinda OKB tanisi kontrol yakinlarina gore yaklasik
bes kat daha fazla bulunmustur (sirasiyla %11.7 ve %2.7) (Demet 2005, Pauls 2008,
Nestad ve ark 2011, Sengiil ve Herken 2012).

2.1.6.2. ikiz cahsmalan

Ikiz calismalarini inceledigimizde 6zellikle tek yumurta ikizlerinde yiiksek OKB
konkordansi oldugu gosterilmistir. Carey ve Gottesman monozigot ikizlerde obsesif
kompulsif belirtilerde %87, dizigot ikizlerde ise %47 konkordans saptadiklarini
bildirmislerdir. Grootheest ve ark. 2005 yilinda yaynladigi kapsamli bir gézden
gecirme yazisinda 1929 ila 2005 yillar1 arasinda yaymnlanmis OKB ile ilgili ikiz
calismalarini incelemis ve cocuklarda yapilan calismalarda genetik kalitilabilirligin
%45-65, erigkinlerde ise %27-47 oldugunu belirtmislerdir. Calismalarda tek yumurta
ikizlerinde genetik yapilarin ayni olmasina ragmen konkordans oraniin %100 olmadigi
belirtilmis; bu durum hastaligin ortaya ¢ikmasinda ¢evresel faktorlerin de etkisi oldugu

seklinde yorumlanmistir (Demet 2005, Kim 2006, Pauls 2010, Walitza ve ark 2010).



2.1.6.3. Baglant1 (Linkage) Calismalari

Klasik aile ve ikiz calismalarinda genetik gecisin gosterilmesinin ardindan bu
gecisten sorumlu olan gen lokuslar1 tespit edilmeye ¢alisiimistir. Weissbeck ve ark.’nin
4p13 kromozom alaninda OKB ile bir baglant1 saptamisken Hanna ve ark.’nin ise 9p24
kromozom alanini baglantili bulduklar1 belirtilmistir. Ancak genel olarak tiim psikiyatri
genetigi arastirmalarinda baglanti analizi ¢alismalarinin farkli sonuglar vermesi nedeni
ile, son zamanlarda bu c¢alismalar yerlerini tiim genomun incelendigi baglanti

aragtirmalarina birakmaktadir (Nestadt 2000, Sengiil ve Herken 2012).

2.1.6.4. iliskilendirme (Asosiyasyon) Calismalar1

Bu calismalarda ayni anda tiim genomun incelenebilmesi baglantili kromozom
yerini ve iligkili gen polimorfizmini saptamada biliyik avantaj saglayacagi
diistiniilmektedir. Bu tekniklerin OKB hastalarinda kullanilmasi ile ilgili yapilmis az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. OKB’da ilk tiim genomun incelendigi baglanti ¢aligmasi
Shugart ve ark. 2006 tarafindan gerceklestirilmistir. Bu calismada 1, 3, 6, 7 ve 15
numaralt kromozomlarda OKB ile baglantili bdlgeler bulunmakla beraber en 6nemli
baglant1 3q27-28 kromozom bolgesinde bulunmustur. OKB hastalar ile yapilan tiim
genomun incelendigi bagka bir baglanti ¢calismasinda 1p21, 15q14, 16924 ve 17pl2
kromozom alanlariin OKB ile baglantili oldugunu saptamislardir. Bu alanlardan
OKB’la en giiclii baglantili oldugu diisiiniilen alanin 15q14 kromozom bdlgesi
oldugunu bildirmislerdir (Sengiil ve Herken 2012).

OKB ile ilgili yapilan calismalardan elde edilen sonuglar yalnizca genetik
gecisin olabilecegini gostermekte, fakat bu genetik 6zelligin ne oldugunu, geciste major

bir gen etkisinin olup olmadig1 konusunda tanimlama yapmaya yetmemektedir.

2.2. DNA Tamir Mekanizmalari

DNA onarimi, hiicre oOliimiinii, mutasyonu, replikasyon hatalarini, DNA
hasarmin devamliligint ve genomik kararsizligi azaltan biitiin islemlerde kullanilir.
Genomik DNA’nin biitiinliigii, farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole, X-
1sinlar1, kimyasal bilesikler gibi ¢evresel ajanlar ile siirekli tehdit altindadir. Hiicresel
metabolizmanin yan iriinii olarak iretilen serbest radikaller gibi endojen ajanlar da

DNA hasarina neden olmaktadir. Hiicre, DNA hasarlarin1 DNA tamir mekanizmalari ile



onarabilir. DNA hasar1 replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug
olarak genomik kararsizliga neden olur. BER (Baz Eksizyon Onarimi), NER (Niikleotid
Eksizyon Onarimi), DSBR (DNA Cift Zincir Onarimi), MMR (Hatali1 Eslesme Onarimi)
olmak tiizere 4 ana DNA tamir mekanizmasit bulunmaktadir. Simdiye kadar insan
hiicrelerindeki DNA tamir mekanizmalarinda gorev alan 100’den fazla protein
saptanmistir. Ultraviyole 1s18inin neden oldugu siklobiitan pirimidin dimerleri gibi
cesitli DNA hasarlar1t NER mekanizmasi, oksidatif hasarlar ise BER mekanizmasi ile
tamir edilmektedir (de Boer ve Hoeijmakers 2000, Sancar ve ark 2004, Robertson ve
ark 2009, Jeppesen ve ark 2011) .

2.2.1. BER (Baz Kesip Cikarma Onarimi-Base Excision Repair):

BER (DNA-baz kesip ¢ikarma onarimi) ile okside/rediikte, alkillenmis
(¢cogunlukla metillenmis), deamine olmus (urasil,ksantin gibi) veya yanlis eslemis
bazlarin onarimini saglanir. BER tamir mekanizmasi iki alt yolak bulunur; kisa yolakta
tek niikleotid degisimi varken, uzun yolaklarda 2-10 arasi niikleotidin hasarli bolgeye
yerlestirilmesi ile sonuglanir. BER genel bir onarim mekanizmasi olup hasarli ve yanlis
yerlestirilen bazlarin uzaklastirilmasinda islev gormektedir (Sancar ve ark 2004,

Robertson ve ark 2009).

Baz kesip ¢ikarma onarimi, baz uzaklastirilmasi ve apirimidik veya apiirinik
(AP) bolge olugmasi, AP bdlgesinin kesilip ¢ikarilarak uzaklastirilmasi, sentez ve
ligasyon agamalarindan olusur. BER’de; DNA glikozilazlar, APE (AP endoniikleaz),
DNA polimeraz ve DNA ligaz enzimleri yer alir (Robertson ve ark 2009).

BER mekanizmasinda ilk adim, DNA glikozilazlar tarafindan hatali bazlarin
taninmasidir.  DNA  glikozilazlar, bazin sadece hidrolitik uzaklastirilmasini ve
apiirinik/apirimidik bolgelerin olusturulmasimi saglarken bazilari ise liyaz mekanizmasi
ile baz1 ayirir ve AP liyaz reaksiyonunu katalizler. Hasarli baz tanindiktan sonra uygun
bir DNA glikozilaz tarafindan N-glikozidik bagindan kopartilarak AP bdlgesi
olusturulur. Apiirinik veya apirimidik bolgelerin APE1 endoniikleaz tarafindan
zincirden ¢ikarilmasi takip eder. Reaksiyon sonunda 5’fosfomonoester ve 3’doymamis
seker fosfat kalintist meydana gelir. Liyaz reaksiyonundan sonra 3’-seker kalintist bir
AP endoniikleaz araciligiyla uzaklastirilir ve DNA polimeraz ile doldurulan bir bosluk
olusur. Bosluklar, niikleotid(ler) ile kisa BER alt yolaginda DNA polimeraz-b (Polb),

uzun BER alt yolaginda Polb ve/veya Pol & veya & araciligiyla doldurulur. Zincir
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uzamasi, kisa BER alt yolaginda XRCC1/ligazIIl kompleksi tarafindan gergeklestirilir.
Uzun BER alt yolaginda, ligasyon ger¢eklesmeden 6nce diger proteinler tamir siirecinde
gorev alir. FEN1, PARP1 ve Ligl tigliisit DNA sentezi-ligasyonu adimlarina katilir ve 2
-10 baz arasindaki bolgeyi degistirebilir Son olarak tamir DNAligazlar tamir siirecini
tamamlar ve boslugun kapatilmasi ile sarmalin biitiinliigli tekrar saglanir (Sekil: 2-1)

(Sancar ve ark 2004, Hung ve ark 2005, Martin 2008).
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Sekil 2-1: BER (Baz Kesip Cikarma Onarimi) mekanizmasi (Sancar ve ark 2004)
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2.2.2. NER (Niikleotid Kesip Cikarma onarimi-Nucleotid excision repair):

NER (Niikleotid kesip ¢ikarma onarimi) hasarli DNA bdlgesinin taninmasi ve
tamirinden olusan bir seri reaksiyondan olusur. Bu mekanizma, primidin dimerler,
ultraviyole radyasyonun indiikledigi foto iirtinler, kimyasal olarak indiiklenmis {iriinler,
capraz baglar gibi daha biiyiik hasarlar1 onarma 6zelligine sahiptir (Rao 2007, Jeppesen
ve ark 2011).

DNA hasan 3
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Sekil 2-2: NER (Niikleotid Kesip Cikarma Onarimi) mekanizmasi (Jeppesen ve ark 2011)



12

Iki NER alt yolagi tamimlanmistir. Bunlardan brincisi genom boyunca
lezyonlarin tespiti ve uzaklastiriimasi saglayan global genom tamiri (GGR), digeri aktif
olarak transkribe edilen genleri tamir eden transkripsiyon ile eslesmis genom tamiri
(TCR)’dir. NER, DNA lezyonun taninmasi ile baglar, DNA lezyonun yanindaki bir
bolgeden (kesilmesi ile takip eder, DNA lezyonu iceren oligoniikleotidin
uzaklagtirilmasi ile sonuglanir. Daha sonra, DNA zincirinin DNA polimeraz 1 ile
uzatilarak boslugun doldurulmasi ve ligasyon basamagi izler. GGR ve TCR ortak
proteinler igerir ve tamir asamalar1 benzer olarak ilerler. Ancak DNA lezyonunun
tanimlanmasi farklidir (de Boer ve Hoeijmakers 2000, Sancar ve ark 2004, Jeppesen ve
ark 2011). DNA’nin yapisini 6-4 fotoiiriinler (6-4PPs), siklobiitan pirimidin dimerlerine
gore daha ¢ok bozar. 6-4 fotoliriinlerin olusturdugu hasar, cogunlukla hizli bir sekilde
GGR onarimi ile tamir edilir. TCR onarimi ile bu hasarin tespiti daha zordur. Siklobiitan
pirimidinleri (CPDs), GGR onarimi ile yavas bir sekilde uzaklagtirilir. Bu hasarin TCR
ile onarimi, eksprese edilen genlerin transkribe olan zincirinden daha etkili yapilir. TCR
ile transkribe olan DNA, transkribe olmayan DNA’ya goére daha hizli tamir
edilmektedir. TCR onarim mekanizmasinda hasarin taninmasi hari¢ diger basamaklarin
ayni oldugu belirtilmektedir. Hasarli DNA bolgesinde RNA polimeraz II’nin ilerlemesi
durur. Transkripsiyona kenetlenmis onarim mekanizmasi XPC proteini hari¢ diger
onarim faktorleri, Cockayne sendromu grup A ve B [CSA, CSB] proteinlerinin varligini
gerektirmektedir. CSA ve CSB proteinlerinin transkripsiyonu onarim mekanizmasina
nasil kenetledigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. TCR mekanizmasinin, hasarin daha
hizl1 tamirini sagladigi, boylece hasar nedeniyle durmus transkripsiyonun hiicre i¢in
oldiirticii  etkisinden hiicreyi korudugu diisiiniilmektedir. Lezyonun daha hizh
onarilmasi, transkripsiyonun durmasina bagli zararl etkileri en aza indirmektedir (de

Boer ve Hoeijmakers 2000, Sancar ve ark 2004).

NER mekanizmasinda hasarin taninmasi ve hasar bdlgesinin yaklasik 24-32
niikleotid iceren oligoniikleotid pargasi olarak c¢ikarilmasi altt onarim faktorii [eksizyon
niikleaz] ile saglanir. Bu proteinler kseroderma pigmentozum grup A [XPA] proteini,
replikasyon proteini A [RPA], kseroderma pigmentozum grup C [XPC] proteini,
transkripsiyon faktorii IIH [TFIIH], kseroderma pigmentozum grup G proteini [XPG],
kseroderma pigmentozum grup F proteini [“Excision Repair Cross-Complementing
Rodent Repair Deficiency, complementation group 1” [ERCC1] proteini ile kompleks
halde][XPF.ERCC1]] olarak tanimlanmistir. Kseroderma pigmentozum grup A, RPA ve
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genellikle TFIIH ile kompleks halde bulunan XPC proteinleri hasarli DNA’nin
taninmasi basamaginda islev gormektedir. Onarim faktorleri normalde hasarli olan veya
olmayan DNA’ya baglanma ozelligi gostermektedir. Bu nedenle eksizyon onarim
mekanizmasinin hasar1 taniyarak hasarli olan DNA’da onarim gergeklestirirken, hasarli
olan/olmayan DNA ayrimini da yapabilmesi gereklidir. Kseroderma pigmentozum grup
A, RPA ve genellikle TFIIH ile kompleks halde bulunan XPC proteinleri DNA hasar1
bolgesine rastgele sirayla baglanarak hasar oldugu diisiiniilen bolgede dortlii bir kapali
kompleks olustururlar. Bu dort proteinin baglanmasi ile olusan kapali kompleks, o
bolgede DNA hasart bulunmuyorsa TFIIH nin alt iiniteleri olan helikaz 6zellige sahip
kseroderma pigmentozum grup B [XPB] ve D [XPD] proteinler yardimiyla DNA’dan
ayrilir. DNA, hasar iceriyorsa bu durumda ATP hidrolizi ile XPB ve XPD c¢ift zincir
DNA’daki hasar iceren bolgedeki yaklasik 20-25 niikleotidlik kismi ¢dzerek burada bir
tamir kabarcigi olusturur. XPC proteininin bolgeden ayrilmasiyla XPG proteini tamir
kompleksine katilir, XPF.ERCCI1 proteinlerinin de bu komplekse eklenmesiyle ilk
olarak hasarin 3" yoniindeki 6. = 3. fosfodiester bagindan XPG, daha sonra da 5’
yoniindeki 12. = 5. Fosfodiester bagindan XPF.ERCC1 proteinleri kesme iglemini
gerceklestirir. Olusan 24-32 niikleotidlik oligomer bu sekilde iki yonlii kesilerek
bolgeden ayrilirken, olusan bosluk tamir sentezi proteinleri olan replikasyon proteini C
[RPC]/ prolifere hiicre niikleer antijen [PCNA] ve DNA polimeraz ¢ / ¢ tarafindan
doldurulur. Son olarak DNA ligaz 1 ile ligasyon gerceklesir (Sekil 2-2) (de Boer ve
Hoeijmakers 2000, Sancar ve ark 2004, Cleaver ve ark 2009, Jeppesen ve ark 2011).

2.2.3. DSBR (DNA cift kirtk onarimi -DNA double break reapir):

Genetik Dbiyilinliigiin  kaybiyla sonuglanabilen en toksik ve mutajenik
lezyonlardan birisi DSB’dir. DSB’ler iyonize radyasyon ve genotoksik bilesenlerin
etkisiyle direkt veya indirekt yollarla DNA hasar1 yapan ekzojen kaynaklarla indiiklenir.
DSB’ler aymi zamanda hiicresel metabolizmadan kaynaklarinin reaktif oksijen
molekiilleri, replikasyon sirasinda replikasyon c¢atalinin  durmasi, mayotik
rakombinasyon ve tamir sistemleri gibi endojen kaynaklarla da indiiklenir. Sinir
sistemindeki DSB’lerin varlig1r sonucu hiicre dongiisliniin durmasina sebep olan veya
hasarli hiicreleri apoptaza gotiiren sinyal yolaklarinin baslamasia sebep olur. DSB
tamiri i¢in homolog rekombinasyon (HR) ve non-homologous end-joining (NHEJ)

olmak tiizere iki ana mekanizma bulunmaktadir. HR DNA replikasyonu ile baglantili
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DSB’lerin kardes kromatid iplik¢igin kalip olarak kullanarak error-free tamirini saglar.
Bu smirlamalar hiicre boliinmesi esnasinda sister kromatid varliginda gergeklesir. Ek
olarak HR replikasyon c¢atali, telomer devamliligin ve mayoz I’de kromozom
segrasyonunun korunmasinda esansiyeldir. HR embriyonik sinir sistemi gelisiminin
erken proliferatif evresi boyunca predominant DSB tamir mekanizmasi olarak kabul
edilir. NHEJ DSB’nin iki kirik ucunu modifye eder ve birbirine baglar. Bu igslemde
hasara ugramamis DNA kalibina ihtiya¢ olmadan DSB’lerin error-prone tamiri saglanir.
NHE]J hiicre siklusu bagli olmaksizin c¢alisabilir ve diferansiye olmus hiicrelerde tamir
yapabilir. NHEJ sinir sistemin hiicrelerinin post-mitotik hiicrelerden olusmasi sebebi ile
beyindeki DNA DSB’lerinin tamirinde gorev alan esas tamir mekanizmasidir. Hangi
mekanizmanin secilecegi hiicre donglisii ve bu mekanizmalara spesifik bilesenler ile
diizenlenir. ki mekanizma DSB’lerin tamirinde koopere olarak islev gorebilirler

(Sancar ve ark 2004, Jeppesen ve ark 2011).

‘ [IITT11 [1 TTTTTTTTTTTT

Sekil 2-3: DSBR (DNA cift kirik onarimi) mekanizmasi (Jeppesen ve ark 2011)
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2.2.4. MMR (DNA yanhs eslesme tamiri - DNA mismacth repair):

DNA yanlis eslesme tamiri (MMR) baz-baz yanlis eslesmeleri ile replikasyon ve
rekombinasyon esnasinda ortaya c¢ikan insersiyon delesyon loop’larinn
uzaklastirilmasinda ve kaldirilmasinda goérev alan mekanizmadir. Bu mekanizma ile
replikasyonun 50-1000 kat daha giivenilir olmasi saglanir. Baz-baz yanlis eslesmeleri,
olusan hatalarin DNA polimerazlarin ¢ergeve okuma fonksiyonlarindan kagmasi ile
ortaya ¢ikar. Insersiyon-delesyon loop’lar ise primer ve kalip iplik¢igin mikrosatellit-
tekrar tnitelerinin yeni sentezlenen iplik¢ige farkli sekilde baglanmasi ile olusur.
MMR’deki hatalar mutajenez oranin artmasina, genomik stabilitenin bozulmasina sebep
olur ve Kkanserlerle iligkilidir. MMR sistemi mekanizmalar1 hala tam olarak
anlagilamamis olup yeni bulunan protein yapilari ile tekrar degerlendirilmektedir ve bir

ka¢ calisma modeli olusturulmasi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir (Jeppesen ve ark
2011).

--*l Polb' (RPA 5 i - |Pol6 RPA)
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Sekil 2-4: MMR (DNA yanlis eslesme onarimi) mekanizmasi (Jeppesen ve ark 2011)
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DNA tamir sistemindeki bozukluklardan kaynaklanan Friedrich ataksisi,
Alzhemier ve ataxia telangiectasia gibi norodejeneratif birka¢ hastalik rapor edilmistir.
Robbins tarafindan ileri siirtildiigii gibi DNA tamir genleri erken donemdeki néron
Oliimlerini engellemek i¢in gereklidir. Genetik olarak kalitsallik gosteren hastaliklar
icin, ‘ndronal DNA biitiinlik teorisi’ tamir edilememis bir DNA lezyonunun
kalittminin, zararli DNA olusumu ile sonuglandigini ve bunu takiben ndronal

dejenerasyonlarin olustugunu sdylemektedir (Hung ve ark 2005, Robertson ve ark 2009)

2.3. APE1 (Apiirinik/Apirimidik endoniikleaz 1)

Apiirinik/Apirimidik (AP) endoniikleaz olan APEl, DNA baz eksizyon
onariminda énemli bir rol oynar. Ayrica okside ve rediikte olmus baz diizenlenmesinde,
DNA adduktlarinin diizeltilmesinde ve metillenme ajanlarinin iiretiminde etkisi vardir.
APE1 BER’de hiz kisitlayict bir enzimdir. DNA iskeletinden hatali bazin
cikartilmasiyla bos kalan abazik bolgede BER siirecini baglatir. APE1 geni
kromozomun 14q11.2-q12 boélgesinde bulunur, yaklasik 2.6 kilobazdir ve 5 ekzon
iceririr. Bu genin {iriinii olan protein 317 amino asitten olusur ve molekiiler agirlig
yaklagik 35 kDa’dur. APEl1 geninde ekzon 5’teki aspartik asit glutamik asit
degisikligine sebep olan G-T degiskligi (Aspl148Glu) ve ekzon 3’teki glutamik asit
histidin degisikligine sebep olan C-G degisikligi (GIn51His) gibi tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) belirlenmis olup bunlarin enzim fonksiyonu iizerinde etkili
olabilecegi belirtilmistir. Bazi1 c¢aligmalarda overyan, gastro6zofogal ve pankras
kanserlerinin prognozu iizerinde etkisi olabilecegini gostermistir (Hung ve ark 2005,

Karahalil ve ark 2012, Chang-Claude ve ark 2012)

2.4. hOGG1 (insan oksoguanin glikozilaz 1 - human oxoguanine glycosylase 1)
Insan oksoguanin glikozilaz 1 (human oxoguanine glycosylase 1; hOGG1) kesip
cikarma tamir mekanizmalarinda anahtar rol oynayan bir enzimdir. hOGG1 geni ile
kodlanan insan 8 -oksoguanin glikozilaz 1 (human 8-oxoguanine glycosylase 1
;hOGG1) hasarli DNA’dan kesip c¢ikarma tamir mekanizmasi ile 8-hidroksi-2-
deoksiguanini (8-OHdG) direk olarak c¢ikarir. hOGG1 geni kromozomun 3p26.2
bolgesinde bulunur, yaklasik 8 kilobazdir ve 6 ekzon igeririr. Bu genin {iriinii olan
protein 345/351/424 amino asitten olusur ve molekiiler agirlig1 yaklasik 39/47 kDa’dur.
hOGG1 geninde 420’den fazla SNP belirlenmis olup en sik caligma yapilan

polimorfizm ekzon 7 tizerindeki kodon326’daki C>T, baz degisimine bagli serin sistein
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degisikligidir. hOGG1 geni Cys 326 polimorfizmine sahiptir. Cys326 genotipi, insan
hiicrelerinde 8-OHdG araciligiyla mutagenezisi engeller. Bu polimorfizmin hOGGlI
geninin kodlama bolgesinde olmasindan dolay1 protein stabilitesi ve fonksiyonunu
etkileyebilecegi belirtilmis; hOGG1 kodon 326 polimorfizminin akciger, 6zofagus ve
mide kanseriyle iliskili oldugu bildirilmistir (Ronen ve Glickman 2001, Blasiak ve ark
2012).

2.5. XPG (Xeroderma pigmentosum grup G)

Xeroderma pigmentosum grup G (XPG) geni NER yolaklarinda gorev yapan
proteinleri sifreleyen 7 genetik komplemantasyon gruplarindan biridir. XPG enzimi, XP
komplemantasyon grup 64’ten sorumlu olan yapiya 6zel bir endoniikleazdir. XPG
proteini, NER’deki 2 kopma basamaginda 6nemli rol oynar. XPG DNA’nin 3’ ucundaki
yaklasik 5 niikleotidin hatali olan kisma ayrilmasini katalizler. Ayrica DNA’nin 5’
ucundaki koparilmaya da enzimatik olmayan bi¢imde katilir. XPG geni kromozomun
19922-q33 bolgesinde bulunur, yaklasik 32 kilobazdir ve 15 ekzon igeririr. Bu genin
iriinii olan protein 1186 amino asitten olusur ve molekiiler agirhigr yaklasik 133
kDa’dur. XPG NER mekanizmasinin merkezi bir bileseni olup ekspresyonu DNA hasari
cevap slirecinde upregiile edilir. Promoter bolgesindeki polimorfizmler transkripsiyonun
azalmasma buna bagli olarak DNA tamir kapasitesinin diismesine sebep olabilecegi
belirtilrmektedir (Ronen ve Glickman 2001, Zu ve ark 2012). XPG geninde 70’den
fazla SNP belirlenmis olup bunlardan genis 6l¢iide DNA tamir mekanizmasini etkileyen
birka¢ polimorfizm g¢alisilmistir XPG’deki His1104Asp polimorfizmi ile akciger kanseri
riski arasindaki iligki calisilmis ve XPG His1104Asp polimorfizminin, akciger

kanserine genetik yatkinligin sebebi olabilecegi sonucuna varilmistir (Zu ve ark 2012)

2.6. XPD (Xeroderma pigmentosum grup D)

Kimyasal karsinojenler, 6rnegin; polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aromatik
aminler, N-nitroz bilesenler ¢ogunlukla niikleotid eksizyon tamiri ile tamir edilir.
Kseroderma pigmentozum tamamlayici grup; XPD geni, niikleotid eksizyon tamiri ile
timidin dimerleri gibi iliskisiz lezyonlar1 tamir eden DNA tamir mekanizmas: genidir.
XPD bazal transkripsiyon faktor [IH kompleksine bagli olarak 5°-3” helikaz olarak islev
goriir. Proteini, RNA polimeraz II tarafindan RNA transkripsiyonun baslanmasinda rol
alir. XPD geni kromozomun 19q13.3 bdlgesinde bulunur, yaklasik 19 kilobazdir ve 23

ekzon iceririr. Bu genin {riinii olan protein 760 amino asitten olusur ve molekiiler
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agirhigr yaklasik 87 kDa’dur. XPD geninde 500°den fazla SNP belirlenmis olup
bunlardan genis Olclide iki tek niikleotid polimorfizm (SNP) calisilmistir. XPD
Asp321Asn 10’nuncu ekzonunda, XPD geninin korunmus bdlgesinde aminoasit yer
degisimine neden oldugu bulunmustur. XPD Lys751GIn 23 polimorfizminin proteinin
C-terminal bolgesinde amino asit degisimine neden oldugu bulunmus ve bunun diisiik
DNA tamir kapasitesine sebep oldugu diistiniilmektedir XPD ekzon 23 ve XPD ekzon
10 varyant alleleri yliksek oranda akciger kanser riski ile iliskili oldugu gosterilmistir.

Ayrica bu polimorfizmlerin prostat, mesane kanserleri ile iliskili oldugu belirtilmistir

(Blasiak ve ark 2012, Xue ve ark 2012).

2.7. XRCC1 ve XRCC3 (X-ray repair cross-complementing protein group 1 ve 3)
Reaktif oksijen tiirleri ayn1 zamanda baz hasari, abazik alanlar ve tek ve g¢ift
zincirde kirilmalart tetikleyebilir. Tek zincir kirilmalar1 baz eksizyon tamir yolagi
(6rnegin x-ray repair cross-complementing protein group 1 (XRCC1), proliferating cell
nuclear antigen (PCNA)) sayesinde tamir edilir. XRCC1 proteini BER’de temel rol
oynar bununla birlikte NHEJ ve tek zincir kiriklarinin tamir mekanizmasinda da rol
albiecegi belirtilmektedir. Cift zincir kiriklar1 ise homolog rekombinasyon (6rnegin
XRCC2-3) veya homolog olmayan ug eklenmesi yolaklarinin her ikisiyle dogrulanir.
XRCC1 geni kromozomun 19q13.2~q13.3 boélgesinde bulunurken, XRCC3 geni
14q32.3  bolgesinde  bulunur.  XRCC3  proteini, DNA  ¢ift  zincir
kirilmasi/rekombinasyonel onarimi olayma katilir ve kromozom kararliligin1 ve DNA
hasar1 tamirini saglamak i¢in homolog rekombinasyona katildig1 tahmin edilen, Rad-51-
iligkili protein ailelerinden birisinin liyesidir (Thacker ve Zdzienicka 2003, Wang ve ark

2010)

Insan XRCC1 geni yaklasik 33 kilobazdir ve 17 ekzon igeririr. Bu genin iriinii
olan protein 633 amino asitten olusur molekiiler agirlig1 yaklasik 70 kDa’dur. XRCCl1
geninde 700’den fazla SNP belirlenmis olup bunlardan kodon280Deki G>A,
kodon194’teki A>G ve kodon399’daki Arginin glutamin degisiklikleri genis c¢apta
calisilmigtir. Bu polimorfizmlerin gastrik, kolorektal, deri, meme gibi kanserlerle
iliskilendirilmistir (Blasiak 2012). Insan XRCC3 geni yaklasik 16.3 kilobazdir ve 9
ekzon igeririr. Bu genin iiriinli olan protein 346 amino asitten olusur molekiiler agirligi
yaklasik 37.8 kDa’dur. XRCC3geninde en sik calisma yapilan polimorfizm ekzon 7
tizerinde kodon 241°deki C>T baz degisimine bagli Treonin Metyonin degisikligidir.
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XRCC3 241Met tastyicilarinin lenfosit DNA addukt seviyelerinin 241Thr tasiyan
bireylere gore daha yiiksek olmasinin bu polimorfizmi tasiyan bireylerin daha diisiik
DNA tamir kapasitesine sahip olduklarmi gostermektedir. Bununla birlikte XRCC3
polimorfizmin farkli kanser tiplerinde ¢alismalar1 yapilmis ve iliskili oldugu 241Met
varyantinin iligkili olabilecegi bildirilmistir (Ronen ve Glickman 2001, Salah ve ark
2012)

DNA tamir mekanizmalarinda olusabilecek bir fonksiyon bozuklugu mutasyona,
genom kararsizligina ve hiicre 6liimiine neden olur. Bu ise zararli DNA olusumuna ve
noronal dejenerasyona katki verebilecek bir gelismedir. Hipotezimizin temelini
olusturan bu c¢alisma ile ilgili heniiz yayinlanmig bir makale bulunmamaktadir. Bu
bilgilerin 1s181inda, obsesif kompulsif tanis1 konmus hastalar ve saglikli kontrol
grubunda DNA tamir mekanizmasi genlerinden APE1, hOGG1,XRCC1,XRCC3,XPD
ve XPG genleri incelendi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanim

Bu calismadaki 6rnek grubu Istanbul Erenkéy Ruh ve Sinir Hastaliklari
Hastanesi tarafindan takip edilen OKB tanisi1 konmus 100 hastadan olusmaktadir.
Kontrol grubu herhangi bir mental rahatsizligi bulunmayan 122 kisiden olusturulmustur.
Diger klinik parametrelere ait ayirimlar yukarida belirtilen klinik tarafindan yapilmastir.
Calisma ve kontrol grubundaki bireylerin bilgisi dahilinde alinan kan Ornekleri steril
EDTA’l1 tiiplere aktarilmistir. Kan drnekleri bu birim tarafindan siniflandirilarak 1.U.
DETAE Molekiiler Tip Anabilim Dali’na gonderilmistir. DNA’lar en ge¢ bir giin

icerisinde calisilmak suretiyle elde edilmis ve oda 1sisinda saklanmustir.

3.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum kloriir
(Sigma A-5666), Amonyum siilfat, Asetik asit (MERCK K-04134156), Borik asit
(Sigma B6768), Bromfenol blue (Sigma B-6896), DNA marker (Fermentas), EDTA
(Merck K90602121), Etanol (%99 Tekel), Etidyum Bromid (Sigma E-8751),
Hidroklorik asit (%37 Merck K-13190114), izopropanol, Potasyum bikarbonat (Merck
K-126223552), Potasyum hidroksit (Sigma P 1767) Primerler (Fermentas), Proteinaz K
(Stratagene 300-141) Sodyum dodesil (lauryl) siilfat (Sigma L-5750), Sodyum hidroksit
(Merck C754962), Sodyum kloriir (Carlo Erba 368257), Trizma baz (Sigma T-1503),
dNTP’ler (100 umol/ml) (Fermentas), Taq polimeraz (5U/ul) (Fermentas), Yiikleme
Tamponu (Loading Buffer : 6X), Xylene blue (Fermentas), FspBl-Mael kesim enzimi
(Fermentas), Fnu4HI kesim enzimi (Fermentas), Pstl kesim enzimi (Fermentas), Nlalll
kesim enzimi (Fermentas), Pvull kesim enzimi (Fermentas), Hsp92 kesim enzimi

(Fermentas).

3.3. Incelenen Polimorfik Gen Bolgelerine Ait Primer Dizileri
Calismada incelenen genlerin polimorfik bdlgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan

primerlerin niikkleotid dizileri tablo 3-1’de verildigi sekildedir.
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Tablo 3-1: Cogaltilacak polimorfik bolgelere ait primer dizileri

Gen Bolgeleri Primerler

APE Aspl48Glu fleri primer: 5’- CTG TTT CAT TTC TAT AGG CTA - 3’
rs 3136820 Geri primer: 5°- AGG AAC TTG CGA AAG GCT TC -3’

XRCCI Arg399Gin fleri primer: 5°- GCC AGG GCC CCT CCT TCA A- 3’
rs 25487 Geri primer: 5’- TAC CCT CAG ACC CAC GAGT -3’

XRCC3 Thr241Met fleri primer: 5°- GGT CGA GTG ACA GTC CAA AC - 3’

rs 861539 Geri primer: 5°- TGC AAC GGC TGA GGG TCTT -3’
XPD Lys751GIn fleri primer: 5°- CCT CTC CCT TTC CTC TGT TC - 3
rs 1052559 Geri primer: 5°- CAG GTG AGG GGG GAC ATCT -3
XPG Aspl104His

Mleri primer: 5°- GAC CTG CCT CTC AGA ATC ATC- 3’
rs 17655 Geri primer: 5’- CCT CGC ACG TCT TAG TTT CC -3

hOGG1 Ser326Cys fleri primer: 5’- ACT GTC ACT AGT CTC ACC AG - 3’
rs 1052133 Geri primer: 5’- GGA AGG TGC TTG GGG AAT - 3’

3.4. Kullanilan Gerecler

Elektroforez i¢in giic kaynagi(Titan plus Helena Laboratories), Elektroforez
sistemi(LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB 2012 maxiphor electrophoresis),
Hassas terazi (Shimadzu AX200) , Isiticili manyetik karistirici(Elektromag) ,
Mikrodalga firin(Philco), Mikrosantrifiij (TDX), PCR cihaz1 (Applied Biosystems),
pHmetre (Hanna), Pipet takimi (Brand), Santrifiij (Hereaus), Spektrofotometre
(Shimadzu UV-1208), Su banyosu (Elektromag), Kodak Goriintiileme sistemi
KODAK EDAS 290/UV Transilluminator), Vorteks karistirict (Nuve mix).

3.5. Kullanmilan Cézeltiler

3.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanilan Cozeltiler

Etidyum Bromiir (10 mg/ml)
10 gram etidyum bromiir tartilarak steril ddH>O ile 10 militreye tamamlandi.
Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5x)

20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 molarlik Etilen diamin tetra
asetat, 1 mililitre 1 molarlik Tris (pH 8.0), 200 miligram Brom fenol blue, 200 miligram
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Xylen cyanol tartilarak steril ddH>O ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1sisinda

saklandi.
50x Tris - Asetik asit - Etilen Diamin Tetra Asetat (TAE) Tamponu

242 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 57,1 mililitre Glasiyal
asetik asit ve100 ml 0,5 molarlik Etilen diamin tetra asetat ve 800 mililitre ddH»O ilave
edilerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye

tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.
5X Tris-Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TBE) Tamponu

54 gram Tris baz ve 27,5 gram Borik asit tartilarak beher i¢ine aktarildi. Uzerine
20 mililitre 0.5 molarlik EDTA (pH’s1 8.0) ve 800 ml ddH>O ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiiriildii. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve 120

°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Hazirlanan ¢6zelti oda 1sisinda saklandi.

3.6. Kullanilan Yontemler

3.6.1. Invitrogen Purelink Genomik DNA Kit ile Kandan DNA izolasyonu
Invitrogen Purelink Genomic DNA Kit ile izolasyon yapildi.

DNA izolasyonunda Kullanilan Kit Icerigi ve Hazirhk Asamasi

Invitrogen Purelink Genomic DNA Kit igerigi; RNase, Proteinaz K, PureLink
Genomik Liziz/Baglama soliisyonu , Elution Buffer, Yikama Soliisyonu 1 ve Yikama

Soliisyonu 2, PureLink Koleksiyon tiipii .

Baslamadan once, DNA 1zolasyon kiti icerisindeki yikama soliisyonlari, her
etiketin Ustiindeki yonergelere uygun olarak PureLink Genomik Yikama Soliisyonu 1 ve
PureLink Genomik Yikama Soliisyonu 2’ye %96-100 etanol eklenir. Diger soliisyonlar

kullanima hazir haldedir.
Kan Orneklerinden Lizat Hazirlanmasi

IIk olarak su banyosu veya 1s1 blogu 55°C’ye ayarlanir. 200 pl taze veya
dondurulmus kan 6rnegi steril bir mikrosantrifiij tiipii i¢ine alinir. Ornek igine kit ile
saglanan Proteinaz K’dan 20 pl eklenir. Daha sonra 6rnek icine yine kit ile saglanan
RNaz A’dan 20 pl eklenir, vortekslenerek iyice karistirilir ve oda sicakliginda 2 dk
inkiibe edilir. 200 pl PureLink Genomik Liziz/Baglama soliisyonu eklenir,homojen bir

soliisyon eklemek i¢in vorteksleyerek iyice karistirilir. Protein digesyonunu ilerletmek
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icin 55°C’de 10 dk. inkiibasyon yapilir. Lizata 200 pul %96-100 etanol eklenir. Homojen

bir soliisyon elde etmek icin vortekleyerek 5 saniye iyice karistirilir.
DNA'’ya Baglanma asamasina gegilir.
DNA’ya Baglanma

Koleksiyon tiipi i¢cinde saglanan spin kolonu paketten c¢ikarilir. Genomik
Liziz/Baglama soliisyonu ve etanol ekli lizat1 (~640 pl) PureLink spin kolona eklenir.
Kolonu 1 dk. oda sicakliginda 10.000xg’de santrifiij yapilir. Koleksiyon tiipiinii atilir ve
kit ile saglanan yeni bir PureLink Koleksiyon tiipii i¢cine yerlestirilir. Koleksiyon tiipiinii
atilir ve kit ile saglanan yeni bir PureLink Koleksiyon tiipii icine yerlestirilir. DNA

yikama asamasina gegilir.
DNA Yikama Asamasi

Kolona Etanol ile hazirlanan Yikama soliisyonu I’den 500 pl eklenir. Kolonu 1
dk. oda sicakliginda 10.000xg’de santrifiij yapilir. Koleksiyon tiipiinii atiniz ve kit ile
saglanan yeni bir PureLink Koleksiyon tiipli i¢ine yerlestirilir. Kolona Etanol ile
hazirlanan Yikama soliisyonu II’den 500 pl eklenir. Kolonu oda sicakliginda

maksimum hizda 3 dk. santrifiij yapilir. Toplama tiipiinii atilir.
DNA Eliisyon asamasina gegilir.
DNA Eliisyon Asamasi

Kolonu steril bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiip i¢ine konulur. Kolona 25-200 pl
PureLink Genomik Eliisyon Cozeltisi eklenir. Oda sicaklginda 1 dk. inkiibasyon yapilir.
Kolonu oda sicakliginda 1 dk. maksimum hizda santrifiij yapilir. Tiip purifiye genomik
DNA icermektedir. Daha fazla DNA kurtarmak i¢in ayni miktarda eliisyon ¢ozeltisi
kullanarak yeni steril bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipline ikinci bir eliisyon asamasi yapilir.
Kolon oda sicakliginda 1,5 dk. maksimum hizda santrifiij yapilir. Tiip purifiye genomik

DNA i¢ermektedir. Kolon atilir.
DNA Saklama

Purifiye DNA -20°C’de saklanmalidir.
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DNA Saflik Tayini

DNA ornekleri Tris-EDTA ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda sulandirildi. 260 nm’de
DNA’nin ve 280 nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu absorbans Tris EDTA

cozeltisi ile spektrofotometre sifirlanarak 6lgiildii.

260 nm’de okunan absorbans / 280 nm’de okunan absorbans oranindan DNA
saflig1 saptandi. O.D.260 / O.D.2go oran1 1,7-1,8 olan DNA’lar temiz olarak kabul edildi.

Bu oranin altinda bir degere sahip olan DNA’lara temizleme islemi uygulandi.
DNA Konsantrasyonlarmin Hesaplanmasi

Cift iplikli DNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 absorbans 50 pg/ml
(50ng/ul)’dir. Bu temel bilgiden faydalanarak DNA formiilii asagidaki formiile gore
hesaplanda.

DNA Konsantrasyonu (ng/pul ): Sulandirma katsayis1 (100) x Az x 50

3.6.2. PZR’de Kullamlan Kimyasal Maddeler

Genomik DNA o6rneklerinde APE1 Asp148Glu, XRCC1 Arg399GIn, XRCC3
Thr241Met, XPD Lys751GIn, XPG Asp1204His ve HOGGL1 Ser326Cys lokuslarina ait
aleller polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. DNA 6rneklerinin her birinin
amplifikasyonu i¢in toplam 25 pl’lik PZR karisimi hazirlandi. Bu PZR karisim1 100-
200 ng DNA, herbir primerden 1pul, ImM dNTP, 1.5mM MgCl; ve 1.0 U Taq DNA
Polimeraz olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon reaksiyonlar1 Thermal Cycler’da

gerceklestirildi.
DNA Taq polimeraz enzimi (5U/pl) (Fermentas EP0402)

PZR reaksiyonundaki konsantrasyonu 2,5 unite olacak sekilde 25 ul’lik PZR
karigimina 0,25 pl eklendi.

10 X DNA Tag PZR Tamponu (NH4) 2SO#’lii (Fermentas EP0402)

Tris-HCI’den 100mM (pH 8,8, 25°C’de), 500mM KCI ve %0,8 Nonidet P40
iceren 10X Taq PZR tamponundan 25 pul’lik PZR karistmina 1,5 pl eklendi.
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MgCl2 (25mM/ml, Fermentas EP0402)
MgCl>’den 25 ul’lik PZR karisimina 1,5 pl eklendi.
dNTP’ler (100 umol/ml) (Fermentas R0171)

dNTP' lerden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP ) 10° ar ul alinip (toplam 40 pl) 1 ul’
lik tiipe kondu ve tizerine 960 pl distile su eklenerek (dH2O) 1000 pul 1mM’lik ANTP
karigimi hazirlandi ve -20 °C derin dondurucuda saklandi. 25 pl’lik PZR karigimina 5 pl
eklendi.

3.6.3. incelenen Gen Bélgelerinin PZR Yéntemi ile Cogaltilmasi

PZR karigimi her bir 6rnek i¢in hazirlanarak Tablo 3-2’deki APE1 Asp148Glu,
Tablo 3-3’deki XRCC1 Arg399GlIn, Tablo 3-4’deki XRCC3 Thr241Met, Tablo 3-
5’deki XPD Lys751GlIn, Tablo 3-6’daki XPG Asp1204His ve Tablo 3-7°deki HOGG1

Ser326Cys i¢in amplifikasyon sartlarina gore PZR cihazinda ¢aligilmistir.

Tablo 3-2: APE1 Asp148Glu polimorfik bolgesine ait amplifikasyon sartlar:

95°C 2 dakika

95 °C 30 saniye

52°C 45 saniye 35 dongii
75°C 45 saniye

72°C 7 dakika

Tablo 3-3: XRCC1 Arg399GIn polimorfik bolgesine ait amplifikasyon sartlar

95°C 5 dakika

95°C 30 saniye

61°C 35 saniye 35 dongii
72°C 45 saniye

72°C 10 dakika



Tablo 3-4: XRCC3 Thr241Met polimorfik bolgesine ait amplifikasyon sartlar

95°C

94°C

58°C

72°C

72°C

5 dakika

60 saniye
60 saniye

60 saniye

10 dakika

35 dongii

Tablo 3-5:XPD Lys751GIn polimorfik bolgesine ait amplifikasyon sartlari

95°C

94 °C

60°C

72°C

72°C

5 dakika

60 saniye
60 saniye

60 saniye

10 dakika

35 dongii

Tablo 3-6: XPG Asp1104His polimorfik bolgesine ait amplifikasyon sartlar

95°C

94°C

62°C

72°C

72°C

5 dakika

60 saniye
60 saniye

60 saniye

10 dakika

35 dongii

26
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Tablo 3-7: hOGGL1 Ser326Cys polimorfik bolgesine ait amplifikasyon sartlari

95°C 5 dakika

95°C 60 saniye

60°C 60 saniye 35 dongii
72°C 60 saniye

72°C 7 dakika

3.6.4. %3’liikk Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agarozdan 6 gr tartilarak 6lciilii kap igine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml
olarak sekilde 1X TBE tamponu eklendi ve mikrodalga firinda 1sitilarak ¢6ziindiirtildii.
Olgiilii kabin sicaklig1 elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde ¢oziinmiis agaroz jel igine
4ul etidyum bromiir ilave edildi. Hazirlanan jel, jel yatagina dokiilerek, yiikleme
kuyucuklariin olusmasi i¢in onceden yiiksekligi ayarlanmis tarak yerlestirilerek ¢eker
ocak i¢inde donmaya birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel

ornek yiiklenmesi i¢in hazir duruma geldi.

3.6.4.1. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel’e Yiiklenmesi

Jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren elektroforez tanki i¢ine uygun
sekilde konuldu. TBE tamponun jelin iizerini 2-3 ml ge¢ecek miktarda olmasina dikkat
edildi. 20ul PZR friiniine, 2pl yiikkleme tamponu eklenip pipetleme yapilarak
karistirildi. Ornek karistmindan 20ul’lik alinarak kuyucuklara sirayla yiikleme yapildi.
Yiikleme isleminden sonra jel tankinin kapagi dikkatlice kapatildi. Gii¢ kaynag1 (E-C
apparatus Corporation, E-C4000P) 500 miliamper ve 100 volt elektrik giiciine
ayarlanarak elektroforez jel yiiriitiilmesi gergeklestirildi. Orneklerin jel iginde

istenilenden fazla yliriimemesi i¢in elektroforez isleminin stiresine dikkat edilmelidir.

3.6.4.2. PZR Uriinlerinin Kontrolii

Yiirlitme isleminden sonra jel UV 1sik altinda PZR iirlinleri incelendi ve
fotografi UV transilliiminator diizeneginde c¢ekildi. PZR firiinleri 100 bg¢’lik DNA
marker ile birlikte yiiriitiildii. PZR reaksiyonlar1 sonucu APE1 Aspl148Glu icin 164
b¢’lik, XRCC1 Arg399Gin icin 485 bg’lik, XRCC3 Thr241Met i¢in 456 bg’lik, XPD
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Lys751Gln i¢in 734 b¢’lik, XPG Aspl1104His icin 271 bg’lik ve HOGG1 Ser326Cys
icin 200 bg’lik iiriin elde edilmesi beklendi.

3.6.5. APE1 Asp148Glu polimorfizminin RFLP Yoéntemi ile Analizi
PZR iiriinleri FspBI (Mael) enzimi ile kesilmis ve % 3’liikk agaroz jel

elektroforezine tabi tutulmustur.

PZR iiriini saptanmis Ornekler igin restriksiyon enzim kesimi Tablo 3-8’de
belirtilen ¢ozeltilerin ve FspBI, Mael enziminin sirasiyla eklenmesi ile gerceklestirildi.

Kesim islemi, FspBI, Mael enzimi i¢in optimum sicaklik olan 37°C’de 2 saat siirmiistiir.

Tablo 3-8: FspBI (Mael) enzimi i¢in kesim protokolii

Malzeme Ad1 Miktari
Distile Su 2,5 ul
Buffer Tango 2l
FspBl, Mael 0,5 ul
PZR iiriini 15 ul

DNA fragmanlar1 etidyum bromid ile boyandiktan sonra UV altinda
gorilintiilenip ve genotipleme yapilmistir. Kesim {riinleri 100 bg’lik DNA marker ile
birlikte yiriitildi. FspBI (Mael) ile kesim sonrasi; 164 bg, 144 bg ve 20 bg
biiyiikliigiinde bantlar goriilmiistiir. Kesim sonucu sadece 164 bg’lik bant goriiniirse
Asp/Asp (polimorfizm yok), 144 bg¢ ve 20 bg’lik bantlar goriiliirse Glu/Glu (homozigot
mutant), 164 bg, 144 b¢ ve 20 b¢’lik bantlar goriiliirse Asp/Glu (heterozigot mutant)
olarak degerlendirildi. (Sekil 3-1)

100 be'lik
DNA marker

Genotip:

Sekil 3-1: APEI Asp148Glu polimorfizmine ait jel goriintiisii
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3.6.6. XRCC1 Arg399GIn polimorfizminin RFLP Yontemi ile Analizi

PZR iirtinleri Pvull enzimi ile kesilmis ve %3’lik agaroz jel elektroforezine tabi

tutulmustur.

PZR iiriinii saptanmis Ornekler igin restriksiyon enzim kesimi Tablo 3-9°da
belirtilen ¢6zeltilerin ve Pvull enziminin sirasiyla eklenmesi ile gergeklestirildi. Kesim

islemi, Pvull enzimi i¢in optimum sicaklik olan 37°C’de 12-16 saat siirmiistiir.

Tablo 3-9: Pvull enzimi i¢in kesim protokolii

Malzeme Adi Miktari
Distile Su 1,5ul
Buffer G 1,4 ul

Pvull 0,3 ul
PZR iiriinii 15 pl

DNA fragmanlar1 etidyum bromid ile boyandiktan sonra UV altinda
goriintiilenip ve genotipleme yapilmistir. Kesim iriinleri 100 b¢’lik DNA marker ile
birlikte yiiriitiildi. Pvull ile kesim sonrasi; 485 bg, 399 b¢ ve 194 bge biiyiikliigiinde
bantlar gorilmiistiir. Kesim sonucu sadece 485 bg¢’lik bant goriiniirse Arg/Arg
(polimorfizm yok), 399 b¢ ve 194 be¢’lik bantlar goriiliirse GIn/Gln (homozigot mutant),
485 bg, 399 bg ve 194 bg’lik bantlar goriiliirse Arg/Gln (heterozigot mutant) olarak
degerlendirildi. (Sekil 3-2)

100 be'lik
DNA marker
—.

TN e e S G T G Gy e —— e 485 bC

& 399 p¢

= 194 b¢

Genotip:

Sekil 3-2: XRCC1 Arg399GIn polimorfizmine ait jel goriintiisii
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3.6.7. XRCC3 Thr241Met polimorfizminin RFLP Yontemi ile Analizi

PZR {iriinleri Hsp92 enzimi ile kesilmis ve % 3’liik agaroz jel elektroforezine

tabi tutulmustur.

PZR {irlinii saptanmig Ornekler icin restriksiyon enzim kesimi Tablo 3-10°da
belirtilen ¢ozeltilerin ve Hsp92 enziminin sirasiyla eklenmesi ile gergeklestirildi. Kesim

islemi, Hsp92 enzimi i¢in optimum sicaklik olan 37°C’de 2 saat siirmiistiir.

Tablo 3-10: HSp92 enzimi i¢cin kesim protokolii

Malzeme Ad1 Miktar1
Distile Su 2,5 ul
Buffer Tango 2 ul
Hsp92 0,5 ul
PZR iiriinii 15 pl

DNA fragmanlar1 etidyum bromid ile boyandiktan sonra UV altinda
goriintiilenip ve genotipleme yapilmistir. Kesim iiriinleri 100 b¢’lik DNA marker ile
birlikte yiritildi. Pvull ile kesim sonrasi; 456 bg, 315 bg ve 141 bg biiyiikliigiinde
bantlar gorilmistiir. Kesim sonucu sadece 456 b¢’lik bant goriintirse Thr/Thr
(polimorfizm yok), 315 bg ve 141 b¢’lik bantlar goriiliirse Met/Met (homozigot mutant),
436 bg, 315 bg ve 141 bg’lik bantlar goriiliirse Thr/Met (heterozigot mutant) olarak
degerlendirildi. (Sekil 3-3)

100 bg'lik
DNA marker

— e & 456 b
. 315 be

141 be

Genotip:

Sekil 3-3: XRCC3 Thr241Met polimorfizmine ait jel goriintiisii
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3.6.8. XPD Lys751GIn Polimorfizminin RFLP Yontemi ile Analizi

PZR fiirtinleri Pstl enzimi ile kesilmis ve % 3’liikk agaroz jel elektroforezine tabi

tutulmustur.

PZR {irlinii saptanmig O6rnekler icin restriksiyon enzim kesimi Tablo 3-11°de
belirtilen ¢o6zeltilerin ve Pstl enziminin sirasiyla eklenmesi ile gerceklestirildi. Kesim

islemi, Pstl enzimi i¢in optimum sicaklik olan 37°C’de 12-16 saat slirmiistiir.

Tablo 3-11: Pstl enzimi icin kesim protokolii

Malzeme Adi Miktari
Distile Su 1,5ul
Buffer O 0,7 ul

Buffer Tango 0,7 ul

Pstl 0,3 ul
PZR iiriinii 10 ul

DNA fragmanlar1 etidyum bromid ile boyandiktan sonra UV altinda
goriintiilenip ve genotipleme yapilmistir. Kesim iiriinleri 100 b¢’lik DNA marker ile
birlikte yiirtitiildii. Pstl ile kesim sonrasi; 734 bg, 646 bg ve 88 bg biiyiikliigiinde bantlar
goriilmistiir. Kesim sonucu sadece 734 bg’lik bant goriiniirse Lys/Lys (polimorfizm
yok), 646 bg ve 88 bg’lik bantlar goriiliirse Gln/Gln (homozigot mutant), 734 bg, 646 bg
ve 88 bg’lik bantlar goriiliirse Lys/Gln (heterozigot mutant) olarak degerlendirildi.
(Sekil 3-4)

100 bg'lik
DNA marker

Genotip:

Sekil 3-4: XPD Lys751GIn polimorfizmine ait jel goriintiisii
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3.6.9. XPG Aspl1104His Polimorfizminin RFLP Yontemi ile Analizi

PZR iriinleri Hsp92 (NIalll) enzimi ile kesilmis ve % 3’liikk agaroz jel

elektroforezine tabi tutulmustur.

PZR {irlinii saptanmig O6rnekler icin restriksiyon enzim kesimi Tablo 3-12°de
belirtilen ¢ozeltilerin  ve Hsp92 (NIalll) enziminin sirasiyla eklenmesi ile
gergeklestirildi. Kesim islemi, Hsp92 (NIalll) enzimi i¢in optimum sicaklik olan
37°C’de 12-16 saat siirmiistiir.

Tablo 3-12: Hsp92 (Nlalll) enzimi i¢in kesim protokolii

Malzeme Adi Miktari
Distile Su 2,5 ul

Buffer Tango 2 ul

Hsp92 (Nlalll) 0,5 ul
PZR iiriinii 15 ul

DNA fragmanlar1 etidyum bromid ile boyandiktan sonra UV altinda
goriintiilenip ve genotipleme yapilmistir. Kesim iiriinleri 100 b¢’lik DNA marker ile
birlikte yiirtitiildii. Pstl ile kesim sonrasi; 271 bg, 227 bg ve 44 bg biiylikliigiinde bantlar
goriilmistiir. Kesim sonucu sadece 271 bg¢’lik bant goriiniirse Asp/Asp (polimorfizm
yok), 227 b¢ ve 44 be’lik bantlar goriiliirse His/His (homozigot mutant), 271 bg, 227 bg
ve 44 bg’lik bantlar goriiliirse Asp/His (heterozigot mutant) olarak degerlendirildi.
(Sekil 3-5)

100 bc'lik
DNA marker

Genotip:

Sekil 3-5: XPG Asp1104His polimorfizmine ait jel goriintiisii
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3.6.10. hOGG1 Ser326Cys Polimorfizminin RFLP Yontemi ile Analizi

PZR iirtinleri Fnu4HI enzimi ile kesilmis ve %3’liikk agaroz jel elektroforezine

tabi tutulmustur.

PZR iiriinii saptanmis Ornekler igin restriksiyon enzim kesimi Tablo 3-13’de
belirtilen ¢ozeltilerin ve Fnud4HI enziminin sirasiyla eklenmesi ile gerceklestirildi.

Kesim iglemi, Fnu4HI enzimi i¢in optimum sicaklik olan 37°C’de 12-16 saat stirmiistiir.

Tablo 3-13: FNu4HI enzimi i¢cin kesim protokolii

Malzeme Ad1 Miktari
Distile Su 1,5ul
Buffer G 1,4 ul

Fnu4HI 0,3 ul
PZR iiriini 10 ul

DNA fragmanlar1 etidyum bromid ile boyandiktan sonra UV altinda
goriintiilenip ve genotipleme yapilmistir. Kesim triinleri 100 b¢’lik DNA marker ile
birlikte yiriitiildi. Fnu4HI ile kesim sonrasi; 200 bg ve 100 bg biiytlikliigiinde bantlar
goriilmistiir. Kesim sonucu sadece 200 bg’lik bant goriiniirse Ser/Ser (polimorfizm
yok), 100 b¢’lik bantlar goriiliirse Cys/Cys (homozigot mutant), 200 b¢ ve 100 bg’lik
bantlar goriiliirse Ser/Cys (heterozigot mutant) olarak degerlendirildi. (Sekil 3-6)

100 bg'lik
DNA marker

Genotip:

Sekil 3-6: hOGG1 Ser326Cys polimorfizmine ait jel goriintiisii
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3.7. Arastirmada Kullamlan istatistiksel Yontemler

Bu c¢aligmanin istatiksel analizinde SPSS 11.0 paket programi kullanilarak

yapilmustir. Istatiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alinmustir.

Genotip ve allelerin goriilme sikliginin  gruplararast  farkliliklarinin

degerlendirilmesinde Ki kare ve Fisher testi kullanilmistir.

Genotip ve allellerin aktivite lizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in Student’s t-

testi ve Annova kullanilmistir. Allel frekanslar1 gen sayma metoduna gore yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma gruplarina ait demografik bilgiler Tablo 4-1’de verilmistir. Kontrol ve
hasta gruplar1 arasinda yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi dagilimi agisindan

istatistiksel anlamli fark bulunmamaktadir.

Tablo 4-1: Calisma gruplarina ait demografik veriler

KONTROL HASTA p
YAS 44,08+11,2 41,00+12,1 0,058
CINSIYET (Kadin/Erkek) 74/78 71/29 0,107
Sigara Kullanim

0,32

(%) (yok/var) 72,0/28,0 64,0/36,0
Alkol Kullanimm 96.0/4.0 07 0/3.0 074
(%)(yok/var) h YUY ;

Hasta grubuna ait demografik veriler Tablo 4-2°de verilmistir.



Tablo 4-2: Hasta grubuna ait demografik veriler

ilk Hastahk Yas1
Hastalik Siiresi

Egitim Diizeyi

Calisma Durumu

Medeni Durum

Intihar Girisimi
Aile dykiisii
Aile oykiisii
Akraba evliligi

Hastaneye yatis

sayisi(%)

Tedavi siiresi

Obsesyon tiirii

YBOCS obsesyon
YBOCS kompulsiyon
YBOCS total

KONTROL

0-5yuil
6-10 y1l

11 yil iizeri
0-5yul
6-10 y1l
11-15y1l
16 yil iizeri
Calisiyor
Calismyor

24,0
12,0
18,0
23,0

Hig¢ calismamis

Evli

Bekar

Dul

Var

Yok

Var 8,0
Yok 92,0
Sch

Diger

Yok

Var
Yatmams

85,7
14,3

1 kez yatms

2-3 kez yatmms

4 ve iizeri yatmg
0-5yu

6-10 yil

11 yil iizeri
Saldirganhk
Kirlenme

Cinsel
Biriktirme/saklama
Dini

Simetri

diger

somatik

Temizleme/yikama

Y-BOCS: Yale-Brown Obsessive-Compulsive Scale
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HASTA P
26,18+10,59

23,0

26,0

51,0

47,0

14,0

32,0

7,0 0,000
27,0

38,0

35,0

72,0

19,0

9,0

19,0

81,0

60,0

40,0 0,000

78,0

22,0

72,0

21,0

4,0

3,0

60,0

24,0

16,0

65,0

66,0

30,0

21,0

50,0

62,0

39,0

26,0

68,0
11,8+4,78
11,71+4,59
23,17+8,83

0,507
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Tablo 4-3: Kontrol ve Hasta gruplarinda APE Asp148Glu genotip dagilimlar:

APE Asp148GIu KONTROL HASTA
GENOTIPLERI N:122 N:100

rs 3136820

Asp/Asp 58 47,5 47 47,0
Glu/Glu 18 14,8 10 10,0
Asp/Glu 46 377 43 430
ALLELLER

Asp 162 66,9 137 68,5
Glu 82 336 63 315

Hasta ve kontrol grubu arasinda APE Aspl48Glu genotip ve allel dagilimlart

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir. (p>0,05)

Tablo 4-4: Kontrol ve Hasta gruplarinda XRCC1 Arg399GIn genotip dagilimlari

XRCC1 Arg399GIn KONTROL HASTA
GENOTIPLERI N:122 N:100
rs25487

Arg/Arg 111 91,0 83 83,0
GIn/GIn 0 0 0 0
Arg/GIn 11 9,0 17 17,0
ALLELLER

Arg 233 95,4 183 91,5
Gin 11 4,5 17 8,5

XRCCI1 Gln+ bireylerin hasta grubunda %17 kontrole gore %9.0 yiiksek oldugu
ancak anlamlilik smirma ulasmadigi gozlenmistir (P:0,07, %2:3,17, OR:2,06
%95CI:0,91-4,64).
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Tablo 4-5: Kontrol ve Hasta gruplarinda XRCC3 Thr241Met genotip dagilimlari

XRCC3 Thr241Met KONTROL HASTA
GENOTIPLERI N:122 N:100
RS861539

Thr/Thr 15 12,3 5 5,0
Met/Met 28 23,0 12 12,0
Thr/Met 79 64,8 83 83,0
ALLELLER

Thr 109 44,67 93 46,5
Met 135 55,32 107 53,5

XRCC3 Thr+ bireylerin hasta grubunda %88 kontrole gore anlamli olarak
yiiksek oldugu gézlenmistir (P:0,03, x2:4,46, OR:2,18 %95CI:1,04-4,56).

XRCC3 Thr/Met genotipli bireyler hasta grubunda kontrole gore anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (P:0,002, ¥2:9,27, OR:2,65 %95CI:1,40-5,04).

Tablo 4-6: Kontrol ve Hasta gruplarinda XPD Lys751GIn genotip dagilimlari

XPD Lys751GIn KONTROL HASTA
GENOTIPLERI N:122 N:100

rs 1052559

Lys/Lys 42 34,4 60 60,0
GIn/GIn 17 13,9 5 5,0
Lys/GIn 63 51,6 35 35,0
ALLELLER

Lys 147 60,2 155 77,5
Gln 97 39,7 45 22,5
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Sekil 4-1: XPD Lys+ genotipi tasima frekanslari

XPD Lys+ bireyler hasta grubunda %95 iken kontrole %86.1 gore anlamli
olarak yiiksek olup okb hastaligina yakalanma riskleri yaklasik 3 kat arttig1 gdzlenmistir
(P:0,027, x2:4,91, OR:3,07 %95CI:1,09-8,66).

Lys/Lys tasiyan bireylerin yine hasta grubunda (%60) kontrole(%34.4) gore
anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir (P:0,000, x2:14,72, OR:2,85
%95CI:1,65-4,93).

XPD GlIn+ bireyler kontrolde %65,6 iken hasta grubuna %40 gore anlaml
olarak yiiksek olup okb hastaligi i¢in yaklasik 2.8 katlik bir koruyuculuk sagladigi
izlenimi edinilmistir. (P:0,000, ¥2:14,47, OR:0,35 %95CI:0,20-0,60).

GIn/GlIn genotipli bireylerin kontrol grubunda %13.9, hasta grubuna goére (%5)
anlamli olarak yiiksek oldugu goézlenmistir. (P:0,027, 2:7,91, OR:0,32 %95CI:0,11-
0,91).

Lys/GIn genotipli bireylerin kontrol grubunda hasta grubuna gore anlamli olarak

yiiksek oldugu gdzlenmistir. (P:0,013, %2:6,17, OR:0,32 %95CI:0,29-0,86).
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Tablo 4-7: Kontrol ve Hasta gruplarinda XPG Asp1104His genotip dagilimlari

XPG Asp1104His KONTROL HASTA
GENOTIPLERI N:122 N:100

rs 17655

Asp/Asp 69 56,6 45 45,0
His/His 13 10,7 17 17,0
Asp/His 40 32,8 38 38,0
ALLELLER

Asp 178 72,95 128 64,0
His 66 27,04 72 36,0

Hasta ve kontrol grubu arasinda XPG Aspl104His genotip ve allel dagilimlari

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. (p>0,05)

Tablo 4-8: Kontrol ve Hasta gruplarinda hOGG1 Ser326Cys genotip dagilimlari

HOGG1 Ser326Cys KONTROL HASTA
GENOTIPLERI N:122 N:100

rs 1052133

Ser/Ser 74 60,7 56 56,0
Cys/Cys 3 2,5 0 0
Ser/Cys 45 36,9 44 44,0
ALLELLER

Ser 193 79,09 156 78,0
Cys 51 20,90 44 22,0

Hasta ve kontrol grubu arasinda HOGG1 Ser326Cys genotip ve allel dagilimlar

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. (p>0,05)
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5. TARTISMA

OKB yetiskin ve cocuklar etkileyen yaygin ve ciddi bir mental rahatsizliktir.
OKB zorlayic1 istenmeyen diisiince ve/veya imajlar (obsesyonlar) ve ritiielize
tekrarlayan davranislar (kompulsiyonlar) ile karakterizedir. Tiim diinyada hayat boyu
prevelanst %1 ile %3 arasinda degisen olduk¢a yaygin bir rahatsizlik olup islev kaybina
sebep olan on medikal durumdan biridir. Yaklasik 50 milyon insan1 etkiledigi tahmin
edilmektedir. Aile ve ikiz c¢alismalarindan elde edilen bulgular OKB olusumunda
genetik  faktorlerin 6nemi oldugunu gostermektedir. Bir c¢alismada monozigotik
ikizlerde %87, dizigotik ikizlerde ise %47 oraninda konkordans oldugunu
gostermektedir. Aile calismalarindan elde edilen sonuglar yetiskin ve ¢ocuk OKB
probandlarin akrabalarinda hastaligin agregasyonunun arttigint  gostermektedir.
Kompleks segragasyon analizleri OKB’nin Mendeliyen dominant ve kodominant
modellerini desteklemektedir. Ikiz ve aile agregasyon calismalarindan elde edilen
bulgulara ek olarak fonksiyonel nérogoriintileme ve farmokolojik calismalar da
hastaligin biyokimyasal ve biyolojik dogasinin anlagilmasina yonelik bilgiler
saglamaktadir. Giincel molekiiler genetik caligmalar hastalifin ortaya ¢ikmasinda rol
oynayabilecek spesifik genlerle ilgili baz1 kanitlar saglamaya baslamistir. Tiim bu
calismalar sonrasinda OKB’nin kalitim kalibinin belirlenemis olmast OKB’nin genetik
olarak heterojenite gosterdigi fikrini vermektedir (Shugart ve ark 2006, Maia ve ark
2008, Pauls 2008, Pauls 2011).

Canliligin devami i¢in gerekli olan tiim yasamsal islevlerde DNA hasarinin
taninmas1 ve bu hasarin diizeltilmesi yetenegi gereklidir. Hiicrelerimiz siirekli olarak
reaktif oksijen tiirleri gibi endojen kaynakli; mutajen ve radyasyon gibi ekzojen
kaynakli olusan DNA hasarlarina maruz kalir. Bu hasarlardan korunmak igin tiim
hiicreler ¢esitli DNA tamir mekanizmalarina sahiptir. DNA tamir mekanizmalarindaki
bozukluklar, hiicresel fonksiyon kaybina, mutajeneze ve anormal fenotip olusumuna
sebep olarak genomik stabilitenin azalmasi ile sonuglanabilir. Genomik karasizlik
durumunun potansiyel olarak kansere yakalanma ve bazi kaliumsal DNA tamir
bozuklugu hastaliklarina sahip olma riskini arttirmasi beklenir (Ornegin Xeroderma

pigmentosum). Bu bozukluklarin diger bir major klinik 6zelligi ndrolojik hastaliklardir
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ve buna bagli olarak DNA tamir bozukluklar1 nérodegenerasyonla seyreden cesitli

hastaliklarda etkilidir (Jeppesen ve ark 2011).

Beyin biiyiilk oranda boliinmeyen ndronal hiicrelerden olusur ve bu hiicreler
defektif DNA tamirine karsi hassastir. Tamir edilmemis DNA lezyonlar1 beyin kan-
beyin bariyeri ile bazi ekzojen kaynakli DNA hasarlarindan korunur. Bununla birlikte
normal hiicresel solunumdaki toksik iirlinler sonucunda DNA hasarlart meydana
gelebilmektedir. Beyindeki yiiksek oksidatif DNA hasarinin kaynagi yiiksek oksijen
ihtiyac1 ile baglantilidir. insan beyni viicut agirlignin sadece %2’sini olusturmasina
ragmen arteryal kandaki oksijenin %50’sini ve glikozun %10’unu kullanir. Oksijen
noronlar arasi elektrokimyasal transmisyonlar icin gerekli yiiksek metabolik oranin
saglanmasinda ayni1 zamanda hiicre devamliliginin korunmasinda kullanilir. Yiiksek
metabolik oran reaktif oksijen tiirleri, siiperoksid anyonlari, hidroksil radikalleri ve
hidrojen peroksit gibi molekiillerin olusmasina sebep olur. Bu molekiiller niikleus ve
mitokondrilerdeki genetik materyalleri de igeren hiicresel komponentlere zarar verebilir
ve oksidatif hasara sebep olabilir. Sinir hiicrelerinin yagam siirelerinin uzun olmasi ve
replikasyon yapamamalar1 bir arada diistintildiigiinde DNA tamirinin devamliligi o
hiicrenin yasamda kalmasi ve fonksiyonlarini devam ettirebilmesi igin esansiyeldir

(Psimadas ve ark 2004, Jeppesen ve ark 2011, Sykora ve ark 2013).

Insanlarda DNA tamir kapasitesini etkileyen en 6nemli faktdrlerden biri onarim
genlerindeki polimorfizmlerdir. Genin kodlama bdlgesindeki baz degisiklikleri protein
fonksiyonlarmin degisimine sebep olabilir. DNA tamir genlerindeki polimorfizmler
DNA tamir kapasitesini azaltabilir (Psimadas ve ark 2004, Lopez-Cima ve ark 2007).
DNA tamir genlerindeki polimorfizmlerin belirlenmesi ile genetik instabiliteye katkisi
ve protein aktivitesindeki azalmaya bagl farkliliklar belirlenebilir. Ornegin oksidatif
DNA hasarinin uzaklastirilmasinda kritik rol alan bir tamir geninde bulunan
polimorfizm tamir aktivitesindeki azalmaya bagli olarak bir hastalifin ortaya ¢ikma
ihtimalini arttirabilir (Blasiak ve ark 2012, Karahalil ve ark 2013). Agirlikli olarak
kanser vakalarinda DNA tamir genleri ve hastaliklar arasindaki iligki kurulmustur
(Wang ve ark 2010). Bununla birlikte psikiyatrik hastaliklarin olusumunda DNA tamir
genlerindeki genetik farkliliklarin katkisini arastiran ¢alismalar oldukca az olup OKB ve

DNA tamir genleri arasindaki iliskiyi arasgtiran calisma bulunmamaktadir.
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Calisgmamizda OKB’nin dogasinin anlagilmasina katki saglayabilecek DNA tamir

genlerindeki polimorfizmleri incelemeyi amagladik.

Hasta ve kontrol grubu arasinda XRCC3 Thr241Met genotip ve allel dagilimlari
acisindan degerlendirildiginde XRCC3 Thr+ bireylerin hasta grubunda kontrole gore
anlamli olarak yiliksek oldugu gozlenmistir. XRCC3 Thr/Met genotipli bireyler hasta

grubunda kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

XRCC3 geninin kodladig1 protein, DNA c¢ift zincir kirilmasi/rekombinasyonel
onarimi olayina katilir. Kromozom kararliligin1 ve DNA hasar1 tamirini saglamak ig¢in
homolog rekombinasyona katildigi tahmin edilen, Rad-51-iliskili protein ailelerinden
birisinin iyesidir. Salah ve ark. kodon241’deki treonin (T)’in metiyonin (M)’e
donlismesinin  protein fonksiyonu {iizerinde olasi hasar verici etkisi oldugunu
bildirmistir. XRCC3’e iliskin sistematik fonksiyonel ve yapisal calismalarda bu
proteinin farkli bolgelerinin spesifik fonksiyonlar1 heniiz tam olarak belirlenmemistir.
XRCC3 proteininde Walker box A ve B olmak iizere sadece iki ATP-binding domain
belirlenmistir. Thr>Met degisimi Walker box B yaninda meydana gelirse, hidrofilik
treonin yerine hidrofobik metiyonin gelmesi sebebi ile ATP baglanmasi ve DNA tamir
etkinligi etkilenebilir. Hamster irs1SF hiicre serisinde oldugu gibi XRCC3-lacking
hiicrelerde homolog rekombinasyonun azaldigi gosterilmis, buna bagli olarak spontan
ve indiiklenmis kromozomal aberasyonlarinin oranin arttig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
iyozine radyasyon sensitivitesi ve cisplatin ve mitomisin-C gibi ajanlara asir1 hassasiyet
oldugu gézlenmistir. Ek olarak XRCC3-deficient hiicreler Rad51 formuna uygun olmasi
gbzlenmis ve genetik instabilite ve DNA hasarina hassasiyetin arttig1 goézlenmistir. Bu
fenotipik degisiklikler HR prosesindeki hatalar sonucu oldugunu gostermistir. Bu
bulgular Thr241Met degisikliginin kanser riski ile baglantili oldugunu géstermektedir
(Salah ve ark 2012)

Literatirde XRRC3 ve OKB ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla
birlikte Lopez-Cima ve ark. akciger kanserli hastalarda ve Wang ve ark. kolon kanserli
hastalarda yaptiklar1 ¢alismalarda polimorfizm ve bu kanser tipleri arasinda iligki
gormemigler; Narter ve ark. ise mesane kanserli hastalarda yaptiklari ¢alismada iliskili
oldugunu bulmuglardir. Ayrica nérodegeneratif bir hastalik olan Parkinson hastalarinda
yapilan arastirmada XRCC3 Met/Met genotipine sahip bireylerde Parkinson hastaligi

riskinde azalma oldugunu rapor etmisler; Thr+ genotipine sahip olmanin bu hastalik i¢in
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risk faktorii oldugunu belirtmislerdir (Gencer ve ark 2012). Calismamizla uyumlu
olabilecegi disiiniilen bu arastirma ve kendi bulgularimiz go6zéniine alindiginda
homolog rekombinasyon da gorev alan enzimi kodlayan XRCC3 genindeki Thr+

alleline sahip bireylerde OKB goriilme riskinde artis olabilecegi sdylenebilmektedir.

Kontrol ve hasta gruplarinda XPD Lys751GIn genotip dagilimlart XPD Lys+
bireyler hasta grubunda %95 iken kontrole %86.1 gore anlamli olarak yiiksek olup OKB
hastaligina yakalanma riskleri yaklasik 3 kat arttigi gozlenmistir. Lys/Lys tasiyan
bireylerin yine hasta grubunda (%60) kontrole (%34.4) gore anlamli olarak yiiksek
oldugu tespit edilmistir. XPD GIn+ bireyler kontrolde %65,6 iken hasta grubuna %40
gore anlamli olarak yiliksek olup OKB hastaligi i¢in yaklasik 2.8 katlik bir koruyuculuk
sagladig1 izlenimi edinilmistir. GIn/GIn genotipli bireylerin kontrol grubunda %13.9,
hasta grubuna gore (%5) anlaml olarak yiiksek oldugu gozlenmistir. Lys/GlIn genotipli
bireylerin kontrol grubunda hasta grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu

gozlenmistir.

XPD geni, niikleotid eksizyon tamiri ile timidin dimerleri gibi iliskisiz lezyonlari
tamir eden DNA tamir mekanizmasi genidir. XPD bazal transkripsiyon faktor ITH
kompleksine bagli olarak 5°-3° helikaz olarak islev goriir. Proteini, RNA polimeraz II
tarafindan RNA transkripsiyonun baslanmasinda rol alir. DNA tamir enzimlerinin
fonksiyonel ozelliklerinin degisimi ile mutant fenotipin daha diisik DNA tamir

kapasitesi ile baglantili oldugu gosterilmistir (Pabalan ve ark 2010, Salah ve ark 2012).

Salah ve ark. Kodon751°deki Lysin (K)’in Glutamin (Q)’e doniismesinin protein
fonksiyonu tizerinde tolere edilebilir etkisi oldugunu bildirmistir. Bu baz degisimi C-
terminal domaininde lokalizedir, poli (A) bolgesinden yaklagik 50 baz uzakliktadir;
bundan dolay1 degisiklik XPD’nin ATP-binding bdlgesini etkilemekte ve NER i¢in
onemli olan helikaz aktivitesini bozmakta bununla birlikte transkripsiyonel akyiviteyi
etkilememektedir. Ek olarak XPD geninin T — G polimorfizminin kodlanmis proteinde
konfigiirasyon degisikligine sebep oldugunu ve TFIIH kompleksinde bulunan helikaz
aktivator p44 proteini ile olan etkilesimini etkileyebilecegini belirtilmektedir. Ayni
zamanda kodon751 XPD’nin substrati ile etkilesimi gdsterilmis, boylece bu residiideki
herhangi bir degisiklik DNA tamir kapasitesini azaltabilen bir fonksiyon degisikligi ile

sonuglanabilecegi belirtilmistir. Bu bulgular Lys751>GIn polmorfizminin zararl
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etkisini gostermekte ve belki kanser riskiyle ilsikisini agiklamaktadir (Pabalan ve ark
2010, Salah ve ark 2012, Xue ve ark 2012).

Gilinimiizde Lys751>GIn polimorfizmi ile kansere yatkinlik konusunda
epidemiyolojik calismalar yapilmis olmakla birlikte sonuclarda farkli goriisler
bulunmaktadir. Baz1 vaka-kontrol c¢alismalarinda 751GIn varyantlar1 kanserle iliskili
gosterilirken, yapilan meta-analizlerde tiim g¢aligmalarda baglanti olmadiginin
goriildiigii  belirtilmektedir. Blasiak ve ark. bu polimorfizmin prostat ve mesane
kanserleri ile iliskili oldugunu; bas ve boyun Kkanserleri ile iliskili olmadigini
bildirmistir. Bunun yaninda akciger, bazal hiicre karsinoma ve kolorektal kanserlerle

ilgili farkli sonuglarin oldugu belirtilmektedir (Blasiak ve ark 2012, Xue ve ark 2012).

Pskiyatrik hastaliklar ve XPD gen polimorfizmleri ile ilgili yapilmis ¢alisma
bulunmamaktadir. DNA tamirinde olduk¢a 6nemli gorevi olan bu proteini kodlayan
bolgedeki baz degisiminin enzim fonksiyonu etkiledigi buna bagli olarak hastalik

gelisimine etkisi olabilecegi diistiniilmektedir.

Hasta ve kontrol grubu arasinda APE Asp148Glu, XPG Aspl1104His, HOGG1
Ser326Cys ve XRCCI1 Arg399GIn polimorfizmlerinin genotip ve allel dagilimlari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir. Bu bulgu DNA tamir
mekanizmalarinda rol alan bu genlere ait polimorfizmlerin OKB gelisimi ile iligkili

olmayabilecegi fikrini vermektedir.

Sonug olarak XRCC3 genindeki Thr741Met polimorfizmi ve XPD genindeki
Lys751GIn polimorfizminin OKB gelisimi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte 6rneklenen hasta ve kontrol sayisinin azligt ve OKB’de DNA tamir
genleri ile ilgili bagka arastirmalarin heniiz olmayis1 sebebi ile bu alanda daha fazla

calisma yapilmas1 OKB’nin dogasinin anlasilmasinda fayda saglayabilecektir.
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FORMLAR

OLGU RAPOR FORMU (ORF)
Hastanin Adi ve Soyadi:
Dogum Yeri, Yili ve Ay:

Egitim Diizeyi (Y1l): O ilk okul O Orta okul O Lise O Universite O Lisans
usti

Cinsiyet: O Kadin O Erkek
El Dominansi: O Sag O Sol O Her iki El
Medeni Durum: O Evli O Bekar O Dul
Meslek: O Halen Calisiyor — (.......ccocoovvvinininiennn, )
O Halen Calismiyor (.........ccccocevevniiinnnnn )
O Hi¢ Calismamis  (ceeeeccccvnneccsssanneccssonnnees )
O Diger (emekli, 03renci) (..c..cceeeeerercvnresenes )
Akraba Evliligi O Var O Yok
Var ise O 1.Derece O 2. Derece O 3. Derece
Hastanin Suicide Girisimi O Var O Yok
Var ise; Tarih ve sekli, varsa Presipite edici faktorler
(cereeree et nre e )

Hastanin Dahili ve Cerrahi (")zgeg:misi:

Soygecmisinde Psikiyatrik Hastalklar:

Soy gecmisinde Hastalik (Ailede 6liim nedenleri, organik beyin sendromu):
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Hastanin Boy ve Kilosu:
Hasta Sigara iciyor mu: O Evet O Hayir
Iciyorsa giinde kac paket ve kag yildir iciyor?

Birakmus ise kag¢ yildir birakmis ve kag yil ne kadar sigara i¢cmis?

Hasta alkol iciyor mu: O Evet O Hayir
iciyorsa kac yildir ve ne miktarda igiyor?
Birakmuis ise ne kadar siiredir igmiyor:

Hastahiga Eslik Eden Semptomlar: O Sch O Sizodepresyon @)
Sizoobsesif
Hastaligin Baslangic Yasi:

Hastalhigin Siiresi:

Akut Donem Semptomlari: O Pozitif O Negatif O Diger

Baslangic Donem Semptomlari: O Pozitif O Negatif O Diger

Hastaligin Alt Tipi: O Paranoid sch. O Desorganize sch O Katatonik sch

O Ayirtedilmemis sch Orezidiiel tip O Diger(basit)

Hastahi@in Seyri: O Siirekli O Epizodik O Diger
Hastaneye Yatis Sayisi:

En son Yatis Tarihi ve Siiresi (hafta):



Uygulanmakta Olan Tedavi, Dozu ve Siiresi:
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O ilacsi1z

O atipik NL
TP RURPRPRRRRO )

O tipik NL
PRSPPSO )
O antidepresif
(0 T USSR UOSPSRSS )

Q) diger (Lityum, antiepileptik, kantikolinerjik, ECT)
PSSP PO PR PRT TR PRURPRTPIR )
Gecmiste Uygulanan Tedavi:

O ilagsiz

0] atipik NL
PR RUSRPRPRRRRI )

@) tipik NL
(evee ettt ettt E e EeeR Rt et e Rt e Rt e R e eR e Rt e Reen et Rt e EeeneeeReenbeeneeereenreenee e )
0] antidepresif
[0 L o T U U S O PRT TP UTPRPRPPPO )

0] diger (Lityum, antiepileptik, kantikolinerjik, ECT)
(v et ettt ettt Re et et R e Rt et e Rt e Ee e R ee Rt e eRe e et eR e e Re e teene e reenenneeanes )

Kac Yildir Tedavi Goriiyor:

Uygulanan ECT Seans Sayisi:

En Son Uygulanan ECT'nin Tarihi (Kag¢ ay 6nce):

Sosyal Destek: (@177 | gl (SR

Ailedeki Birey Sayisi:

Ailede Asil Geliri Kazanan Kisinin Meslegi ve Egitimi:

Ailenin Yillik Geliri:

Ailenin Ekonomik Seviyesi:

O kaotii O orta Oivyi

O cok iyi

Oyok

Goniilliilerin 24 saat
ulasabilecekleri arastirici

Uzm. Dr. -
Tel: O -
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