ORIJINAL ARASTIRMA / ORIGINAL RESEARCH

DNA Onarim Geni

X-Ray Repair Cross-Complementingin
Arg194Trp ve Arg399Gin Polimorfizmleri

Arg194Trp AND Arg399Gin POLYMORPHISMS OF THE DNA REPAIR GENE

X-RAY REPAIR CROSS-COMPLEMENTING

Dr. Nurten ERDAL,* Dr. M. Emin ERDAL,” Dr. Kaan SAVASOGLU,” Tuba GOKDOGAN"

“Biyofizik AD, "Tibbi Biyoloji ve Genetik AD, Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi, MERSIN

Ozet

Abstract

Amacg: X-ray repair cross-complementing (XRCCI1); DNA onarim
genlerinden biri olup genom biitiinliigiiniin devamliliginda; kanser
ve kalitsal genetik hastaliklar1 olusturan mutasyonlardan korunmada
onemli rolii olan bir gendir. Serbest oksijen radikallerinin, iyonize
radyasyonun, ultraviyole ve alkilleyici mutajenlerin yaptigi baz
degisimi sonucu olugan, DNA tek zincir kirilmalarinin
onarilmasinda rol alan proteinleri kodlayan XRCCI1 genindeki
fonksiyonel polimorfizm, DNA tamir kapasitesinin degismesine
neden olarak kanser icin bir risk olugturmasi acisindan dnemlidir.

Gerec ve Yontemler: XRCCl1 genindeki kodon 194 Arjinin—> Triptofan
(Arg>Trp) ve kodon 399 Arjinin>Glutamin (Arg->Gln)
degisimine bagli tanimlanan bu fonksiyonel polimorfizmler,
akrabalik iliskisi olmayan 75 saglikli Tiirk bireyde Polimer Zincir
Reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP) yontemi ile belirlendi.

Bulgular: XRCC1 geni 194. kodonundaki Arg ve Trp alellerinin frekansi
sirast ile 0.94, 0.06; XRCC1 geni 399. kodonundaki Arg ve Gln
alellerinin frekansi ise sirast ile 0.65, 0.35 olarak saptandi.

Sonu¢: Bu sonuglar farkli toplumlardan elde edilmis sonuglarla
karsilagtirildi. XRCC1 geni Argl94Trp fonksiyonel polimorfizmi
bakimindan; Amerika (beyaz), Kolombiya orijinli bireylerle yakin-
benzer gen frekanslarina; Tayvan, Amerika (siyah) ve Cin orijinli
bireylerden farkli gen frekanslarina sahip oldugu gozlenmistir.
XRCCI1 geni Arg399GIn fonksiyonel polimorfizmi bakimindan ise
italya, Finlandiya, Amerika (beyaz), Kolombiya, Kafkas orijinli
bireylerle yakin-benzer gen frekanslarina; Tayvan, Amerika (siyah),
Kolombiya, Kafkas, Afrika-Amerika, Asya ve Cin orijinli bireylerden
farklt gen frekanslarina sahip oldugu gozlenmistir. Cesitli toplumlarda
yapilan hasta (kanser), kontrol galigmalarinda riskli alel, toplum ve
kanser tiplerine gore farklilk gostermektedir. Bu nedenle bizim
toplumda da ¢esitli kanser tiirlerinde caligmalar yapilarak XRCC1 geni
icin riskli alel belirlenmesi, kanser riski agisindan gerekli oldugu
sonucuna varilmgtir.

Anahtar Kelimeler: Gen, polimorfizm, XRCC1 protein

Objective: X-ray repair cross-complementing (XRCC1) is one of the genes
responsible for the DNA repair mechanism. It plays an important
role in the protection of the integrity of the genome and in the
development of mutations in hereditary genetic disease and cancer.
The XRCC1 gene codes proteins which play a role in the repair of
DNA strand breaks caused by active oxygen, ionization and
alkylating agents. Functional polymorphism of the XRCCI gene is a
contributing factor for changes in the DNA repair mechanism, which
is a risk factor for cancer.

Material and Methods: Codon 194 (Arg>Trp) and codon 399
(Arg>Gln) are functional polymorphisms in the XRCCI1 gene.
These polymorphisms were determined by Polymerase Chain
Reaction (PCR) and Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) in unrelated 75 healty persons. These results were compared
with other related investigation results.

Results: Frequencies of Arg and Trp alleles of codon 194 were shown to
be 0.94 and 0.06, respectively. However, frequencies of Arg and Gln
alleles of codon 399 were 0.65 and 0.35.

Conclusion: With regard to Argl94Trp functional polymorphisms of the
XRCCI1 gene, our results of allele frequencies are similar to those
found in related investigations in American (caucasian) and
Colombian populations, but different from others in Taiwanese,
American (African-American) and Chinese populations. The other
XRCCI1 gene polymorphism examined, Arg399GIn, manifested
frequencies similar to those found in investigations in Italian,
American (caucasian), Finnish and Colombian populations;
however, our results are different from those involving Taiwanese,
American (African-American), Colombian, Asian and Chinese
populations. The alleles at risk appear to vary in different
populations and according to cancer type. Therefore, it is very
important to determine those alleles exhibiting a heightened cancer
risk in our population.
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NA onarim genleri; genom biitiinliigiiniin
devamliligi, kanser ve kalitsal genetik
hastaliklar1  olusturan mutasyonlardan
korunmada 6nemli rolii olan genlerdir. Bu genlerin
kodladig1 proteinler veya enzimler genetik olarak
polimorfiktir.  Bu  genlerdeki  fonksiyonel
polimorfizmler; olusan proteinlerin yiiksek ya da
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diisiik aktivite gostermesi sonucu DNA onarim
kapasitesinin degismesine, dolayisiyla kisilerin
cesitli  kanser tiplerine yakalanma riskini
arttirmasina ya da azaltmasia neden olmaktadur.'
DNA onarim proteinlerdeki genotip farkliliklar;
kanser etiyolojisi, riski ve tedavisine verilen
yanitta farklilik gostermesi acisindan, saglikli ve
kanserli hastalarin genotiplerinin belirlenmesi son
derece onemlidir.

Tanimlanan DNA onarim genlerinden “The
Xeoroderma  Pigmentosum  Complementation
Group D (XPD)”, “The Xeoroderma Pigmentosum
Complementation Group F (XPF)”, “X-ray Repair
Cross Complementing 1 (XRCC1)” ve X-ray
Repair Cross Complementing 3 (XRCC3)” en ¢ok
calisilan genler olup, bu genlerin polimorfizmleri
ile cesitli kanser tiirleri arasindaki iliskileri
arastirilmustir.> XRCCI geni, serbest oksijen
radikallerinin, iyonize radyasyonun, UV ve
alkilleyici mutajenlerin yaptigi baz degisimi
sonucu olusan DNA tek zincir kirilmalarinin
onarilmasinda rol alan proteinleri kodlar. Onarim
mekanizmasi ile iligkili olan bu proteinler; COOH
ucuyla DNA ligaz IIT enzimi, NH," ucuyla DNA
polimeraz [ enzimi ile kompleks olusturur.
XRCCI proteininin DNA ligaz III ve polimeraz [
ile iliskisinden dolayr hatali bazin kesilip
cikartilmasi ile ilgili mekanizmada etkili oldugu
diisiiniilmektedir.*

XRCC1 gen iiriinii 19q13.2-13.3’de lokalize
olan gen bolgesi tarafindan kodlanir.” XRCC1 geni
17 eksondan olusup yaklastk 319 kb
uzunlugundadir.’ XRCC1 geninde kodon 194
“Arjinin/Triptofan  (Arg/Trp)”, kodon 280
“Arjinin/Histidin ~ (Arg/His)” ve kodon 399
“Arjinin/Glutamin (Arg/Gln)”’de tespit edilen ii¢
tip polimorfizm vardir.” XRCC1 geni ekson 6,
kodon 194’de 26304. pozisyonda Sitozin—=>Timin
(C>T) degisiminin neden oldugu polimorfizm
protein yapisinda Arg—>Trp aminoasit degisimine
neden olmaktadir.*” Argl94Trp polimorfizmi,
XRCCT’in hidrofobik bolgesinde baz degisimine
neden olmaktadir.* XRCCI geni ekson 9, kodon
280 (Arg/His) polimorfizmde; protein yapisinda
Arg—>His aminoasit degisimine neden olmaktadir.
XRCC1 geni ekson 10, kodon 399°da 28152.
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pozisyonda Guanin— Adenin (G=>A) doniisiimiiniin
neden oldugu bir baska polimorfizm ise, protein
yapisinda Arg=>GlIn aminoasit degisimine neden
olmaktadir. Arg399GIn polimorfizminde, poly-
ADP-riboz polimeraz (PARP) baglanma

bolgesindeki baz degisiminden dolayi, genin
kodladigi  proteinde  fonksiyonel  degisime
ugramaktadir.*'*"!

XRCC1 gen polimorfizmleri ile ilgili,

insanlarda kanser olusumunu indiikleme roliine ait
bir ¢ok hasta (bas, boyun, kolon, mide, 6zefagus,
akciger, mesane, meme ve deri kanserleri) ve
kontrol calismalar1 yapilmstir.”*' Smith ve ark.,
194Trp alelini tasiyan bireylerin meme kanserine
yakalanma risklerinin daha fazla oldugunu
belirlemislerdir."> Hu ve ark., XRCC1 194Arg ve
399GIn alellerinin farinks kanserleri ile iligkili
oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, 399GlIn aleli aile
hikayesi ile baglantili olarak akciger kanseri ile
iliski bulmuslardir.* Duell ve ark., 399GIn alelini
tastyan bireylerin sigara icme ile pankreas
kanserine yakalanma riski arasinda bir iligki
oldugunu bildirmislerdir."

Yapilan bircok hasta, kontrol c¢alismasinda
XRCC1 399Gln riskli bir alel oldugunu gostermis
olmasina ragmen, bazi arastirmalarda bdyle bir
iliskinin olmadig: ileri siiriilmektedir.'”"” DNA
onarim kapasitesinin degismesine neden olan
XRCC1 genindeki bu fonksiyonel
polimorfizmlerin bilinmesi kanser etiyolojisi, riski
ve tedavisine verilen yanitta onemli olmaktadir. Bu
nedenle, bu calismada XRCC1 gen
polimorfizmlerinin  toplumumuzdaki  saglikli
kisilerdeki genotip sikliklar1 ve alel frekanslar
arastirilmustir.

Gerec ve Yontemler
Bu calismada; fiziksel rahatsizligi olmayan,
aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan saglik
calisanlarindan goniillii olan 75 bireyin, uygun
bilgilendirme isleminden sonra almman 10 mL
EDTA’lh kanlann kullanildi. DNA, tuz c¢oktiirme
yontemine gore elde edildi."*

Molekiiler analiz

XRCC1 genindeki kodon 194 ve kodon 399
polimorfizmleri; Polimer Zincir Reaksiyonu
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“Polymerase Chain Reaction Polymorphism
(PCR)” ve Restriksiyon Parca  Uzunluk
Polimorfizmi  “Restriction Fragment Length

Polymorphism (RFLP)” yontemleriyle belirlendi.

XRCC1 genindeki Arg194Trp polimorfizminin
tespiti i¢in, F 5’-GCCCCGTCCCAGGTA-3" ve R
5’-AGCCCCAAGACCCTTTCACT-3’ primerleri,
XRCC1  Arg399GIn  polimorfizmi icin de
F 5 -TCTCCCTTGGTCTCCAACCT-3" ve
R 5’-AGTAGTCTGCTGGCTCTGG-3’ primerleri
kullamldi.*’ PCR islemi; 20-100 ng DNA, 100
uM dNTPs, 20 pmol primer, 1.5 mM MgCl,,
(NH4)SO4’1i1 1 x PCR buffer (MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania) ve 1 Unite Taq DNA polimeraz
(MBI Fermentas) icerecek sekilde distile su ile 25
pL. hacminde gerceklestirildi. PCR islemi bir
Thermal Cycler (Techne progene, Cambridge, UK)
cihaz ile yapildi. PCR sartlari: 95°C’de 3 dk. ilk
denatiirasyondan sonra, 35 siklus; 95°C’de 45 sn.
denatiirasyon, 56°C’de 45 sn. primer baglanma
(annealing) ve 72°C’de 1.5 dk. sentez (extension),
en son 1 siklus 72°C’de 7 dk. son sentez
islemleriyle gerceklestirildi.

XRCC1 geni kodon 194°deki Arg=>Trp
polimorfik bolgesini tanimlamak igin yapilan
RFLP isleminde; 10 pL PCR iiriinii, 10 U Pvu II
(MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) ile 37°C’de
16 saat bekletildi. Kodon 399’daki Arg—>Gln
polimorfik bolgesini tamimlamak icin de 10 pL
PCR iiriinii, 10 U Msp I (MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania) ile 37°C’de 16 saat kesim islemi
yapildi. Elde edilen PCR-RFLP iiriinleri; 0.5
pg/mL ethidium bromide iceren %2.5’lik agarose
jelde 120 Voltta elektroforez isleminden sonra jel
gorlintiileme  sistemiyle  (Vilber = Lourmat)
belirlendi. Ayrica elde edilen fragmentlerin boylar1
100 bp’lik DNA markirt (100 bp DNA Ladder,
MBI Fermentas) kullanilarak degerlendirildi. Buna
gore XRCC1 Argl94Trp polimorfizmine ait
genotipler: 490 bp’lik fragmentler Arg/Arg; 490
bp, 294 bp ve 196 bp’lik fragmentler Arg/Trp ve
294 bp ve 196 bp’lik fragmentler Trp/Trp olarak
belirlendi. XRCC1 Arg399GlIn polimorfizmine ait
genotipler: 269 bp ve 133 bp’lik fragmentler
Arg/Arg; 402 bp, 269 bp ve 133 bp’lik fragmentler
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Arg/Gln; 402 bp’lik fragmentler ise Gln/Gln olarak
belirlendi.’

Istatistiksel degerlendirme
Her bir genotipin goriilme siklig1 yiizde deger
olarak hesaplandi. Her bir alele ait alel frekanslar
bulunarak calisilan toplumun denge kontrolii
Hardy-Weinberg ve x testleri ile belirlendi.

Bulgular

XRCC1 geninin ekson 6 kodon 194’deki
C->T degisimi, Arg>Trp degisimine bagl olarak
belirlenen Arg ve Trp alellerinin olusturdugu
genotipleme sonucu; 66 (%88) bireyin Arg/Arg, 9
(%12.0) bireyin Arg/Trp, 0 (%0) bireyin Trp/Trp
genotipinde oldugu saptandi. Arastirilan toplumda
Arg alel frekanst 0.94, Trp alel frekans: ise 0.06
olarak hesaplandi (Tablo 1).

Bazi bireylere ait XRCC1 geni Argl94Trp
fonksiyonel polimorfizmini iceren elektroforez
ornekleri Sekil 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. XRCC1 194 genine ait genotiplerin
dagilimu ve alel frekanslari.

Gozlenen $ Alel
Genotipler frekanslar (%) SD=2 p Aleller frekansi
Arg/Arg 66 (88.0) Arg 0.94
Arg/Trp 9 (12.0) 031 >005 Trp 0.06
Trp/Ttp 0 (00.0)
Toplam 75 (100.0)

Sekil 1. XRCCI geni Argl94Trp polimorfizmine ait genotip
ornekleri.

M; DNA 100 bp marker (DNA Ladder MBI, Fermentas);
1,2,34,5 ve 7 numarali 6rnekler: Arg/Arg genotipinde, 6
numarali 6rnek: Arg/Trp genotipindeki bireyler.
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Tablo 2. XRCC1 399 genine ait genotiplerin
dagilimi ve alel frekanslari.

Gizlenen i Alel
Genotipler frekanslar (%) SD=2 p Aleller  frekansi
Arg/Arg 28 (37.3) Arg 0.65
Arg/GIn 42 (56.0) 4.15 >0.05 Gln 0.35
GIn/Gln 5(6.7)
Toplam 75 (100.0)

XRCC1 geninin ekson 10, kodon 399’daki
G2>A degisimi Arg>GIn aminoasit degisimine
bagli olarak belirlenen Arg ve Gln alellinin
olusturdugu genotip sonucu 28 (%37.3) bireyin
Arg/Arg, 42 (%56) bireyin Arg/Gln, 5 (%6.7)
bireyin GIn/GIln genotipinde oldugu saptandi.
Arastirilan toplumda Arg alel frekansi 0.65, Gln alel
frekansi ise (.35 olarak hesaplandi (Tablo 2).

Bazi bireylere ait XRCC1 geni Arg399GIn
fonksiyonel polimorfizmini iceren elektroforez
ornekleri Sekil 2’de gosterilmistir.

Incelenen toplumun XRCC1 Argl94Trp ve
XRCC1 Arg399GIn gen polimorfizmlerine ait
genotiplerin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu
goriilmiistiir (Tablo 1, 2).

Tartisma

XRCC1 kodon 194 geninin fonksiyonel
polimorfizminde Arg ve Trp alellerinden olusan
Arg/Arg, Arg/Trp, Trp/Trp genotipleri ile XRCC1
kodon 399 geninin fonksiyonel polimorfizminde
ise Arg ve GIn alellerinden olusan Arg/Arg,
Arg/Gln, GIn/Gln genotipleri tammlanmugtir,"*'®

Bu gendeki fonksiyonel polimorfizmler, DNA
onarim kapasitesinin degismesine neden olarak
kanser i¢in bir risk olusturabilmektedir. Fakat, bu
alellerin  hangisinin DNA onariminda daha
fonksiyonel  oldugu  heniiz  tam  olarak
belirlenmemistir. Bu caligmada, XRCC1 genine ait
iki polimorfizm saglikli bireylerde ¢alisildi. XRCCl1

Sekil 2. XRCC1 geni Arg399GlIn polimorfizmine ait genotip
ornekleri.

M; DNA 100 bp marker (DNA Ladder MBI, Fermentas); 1, 3,
4, 5 ve 10 numarali 6rnekler: Arg/Arg genotipinde, 2, 7, 8, 9
ve 11 numarali 6rnekler: Arg/Gln genotipinde, 6 numarali
ornek: Gln/Gln genotipindeki bireyler.

Tablo 3. Farkli toplumlarda kontrol ve hasta gruplarina ait XRCC1 Geni Arg194Trp polimorfizmi genotip

dagilimi ve alel frekanslari.

Genotipler Aleller
Toplum Arg/Arg Arg/Trp Trp/Trp Arg Trp Kaynak
Amerika Siyah %91 %9 %0 %95 %5
Beyaz %89 P11 %0.5 %94 %96 7
Tayvan Kontrol %56 %35 %8 %83 %27
Amerika Deri kanseri %88.8 %10.8 %0.5 %94.1 %35.9 3
Kontrol %85.6 %14.4 %0 %92.8 %7.2
Amerika Akciger kanseri %96 %4 9
Kontrol %95 %5
Amerikan (Beyaz) Mesane kanseri %88 %12 %0 %94 %6
Kontrol %83 %17 %0 %91.5 %8.5 5
Amerikan (Siyah)  Mesane kanseri %95 %5 %0 %97.5 9%?2.5
Kontrol %77 %23 %0 %88.5 %11.5
Kolombiya Prostat kanseri %88 %12 %0 %94 %6 15
Kontrol %84 %15 %1 %91.5 %8.5
Cin Akciger kanseri %46.6 %42.7 %10.7 %67.9 %32.1 17
Kontrol %55.9 %39.5 %4.9 %75.4 %24.6
Bu calisma sonuglari %88.0 %12.0 %0.0 %94 %6
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Tablo 4. Farkli toplumlarda kontrol ve hasta gruplarina ait XRCC1 Geni Arg399GIn polimorfizmi genotip
dagilimi ve alel frekanslari.

Genotipler Aleller
Toplum Arg/Arg Arg/Gln GIn/GIn Arg Gln Kaynak
Amerika (Beyaz) Kontrol %38 %49 9013 9%62.5 %37.5
Amerika (Siyah) Kontrol %69 %028 %3 %83 Y017 7
Tayvan Kontrol %53 %43 P4 %74.5 %25.5
Amerika Deri kanseri %46.3 %37.9 %15.8 %75.3 %34.7 ]
Kontrol %42.7 %46.5 %10.8 %75.9 %34.1
Amerika Akciger kanseri %65 %35 9
Kontrol %65 %35
Finlandiya Akciger kanseri %48 %44 %8 %70 %30 13
Kontrol %49 %42 %9 %70 %30
Amerika (Beyaz) Mesane kanseri %40 %50 %10 %65 %35
Kontrol %40 %47 %13 %63.5 %36.5 5
Amerikan (Siyah) Mesane kanseri %47 %53 90 %73.5 %26.5
Kontrol %69 %31 %0 %84.5 %15.5
Kolombiya Prostat kanseri %49 %39 P12 %68.5 %31.5 15
Kontrol %42 %43 %15 %63.5 %36.5
Kafkas Pankreas kanseri %44 %42 %14 %65 %35
Kontrol %48 %40 %12 %68 %32
Afrika-Amerika Pankreas kanseri %62 %38 %0 %81 %19 16
Kontrol %69 %31 %0 %85 %15
Asya Pankreas kanseri %65 %23 P12 %76 %24
Kontrol %57 %33 %10 %74 %26
Cin Akciger kanseri %53.4 %41.7 %4.9 %74.2 %?25.8 17
Kontrol %52.5 %41.7 %4.9 %74.2 %25.8
Italya Kontrol %43.6 %45.3 %11.1 %66 %34 18
Bu calisma sonuglari %37.3 %56.0 %6.7 %65 %35

Argl94Trp polimorfizminde Arg alel frekanst 0.94, Kolombiya, Kafkas, Afrika-Amerika, Asya ve Cin
Trp alel frekans1 0.06, XRCCI Arg399GIn orijinli bireylerden farkli gen frekanslarina sahip
polimorfizminde ise, Arg alel frekansi1 0.65, GIn oldugu gozlenmistir.'®"®

alel frekans1 0.35 olarak hesaplandi. Diger XRCC1 geni Argl94Trp polimorfizmi ile
tilkelerdeki bu gene ait hasta ve saglikli kisilere ait iliskili Amerika (siyah-beyaz), Kolombiya ve Cin
genotipler ve alel frekanslan Tablo 3 ve 4'te toplumlarinda yapilan calismalarda; deri, akciger,
gosterilmistir. mesane, prostat kanserleri icin Arg alelinin daha

Tablo 3’te Arg ve Trp alelleri dikkate alinarak riskli oldugu, Cin toplumunda ve akciger

incelendiginde;  bizim toplumumuz, XRCCl kanserinde Trp alelinin daha riskli oldugu Tablo
Argl94Trp geni fonksiyonel polimorfizmi 3’te goriilmektedir.
bakimindan; Amerika (beyaz), Kolombiya orijinli XRCC1 geni Are399GIn  polimorfizmi ile

bireylerle yakin-benzer gen frekanslarina; Tayvan, iliskili Amerika, Finlandiya, Kolombiya, Kafkas,
Amerika (siyah) ve Cin orijinli bireylerden farkli Afrika-Amerika, Asya ve Cin toplumlarinda
gen frekanslarina sahip oldugu gozlenmistir. ' yapilan calismalarla ilgili Tablo 4 incelendiginde
Tablo 4’te Arg ve Gln alelleri dikkate alinarak riskli alel toplum ve kanser tiplerine gore farklilik
incelendiginde; bizim toplumumuz, XRCCl1 gostermektedir.
Arg399GIn  geni  fonksiyonel  polimorfizmi
bakimindan; Italya, Finlandiya, Amerika (beyaz),
Kolombiya, Kafkas orijinli bireylerle yakin-benzer
gen frekanslarina; Tayvan, Amerika (siyah),

Sonu¢ olarak; DNA onarilmasinda rol alan
proteinleri kodlayan XRCC1 genindeki fonksiyonel
polimorfizmin genotip ve alel frekanslar1 cesitli
toplumlarda farklihik gosterdigi gibi kanser riski
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acisindan  kanser tipine gore de farklilhik
gostermektedir. Bu nedenle bizim toplumda da
cesitli kanser tiirlerinde ¢alismalar yapilarak XRCCl1
geni riskli alel belirlenmesi, bu alellere sahip
bireylerin DNA hasarlarina neden olan iyonize

radyasyon, UV ve alkilleyici mutajenlerden
korunmasi yoniinde bilgilendirilmesi agisindan
faydal olacaktir.
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