T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJI A.B.D.

Sitokrom P4501-3 (CYP1-3) Ve Faz Ii
Enzimlerinin Tiirk Ulseratif Kolit

Hastalarinda Genetik Polimorfizmi

Hazirlayan

Ozgen BUYUKGOZE

Yiiksek Lisans Tezi

Ana Bilim Dali: BiYOLOJI A.B.D.
Prof. Dr. Alaattin SEN

DENIZLI, EKIiM 2010



YUKSEK LISANS TEZ ONAY FORMU

Pamulkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii 081461003 nolu 6grecisi Ozgen
BUOYUKGOZE tarafindan haziflanan “Sitokrom P4501-3 (CYP1-3) Ve Faz Il
Enzimlerinin Tirk Ullseratif Kolit Hastalarinda Genetik Polimorfizmi ” baghkli tez
tarafimizdan okunmus, kapsamui ve niteligi acisindan bir Yiksek Lisans tezi olarak
kabul edilmistir.

Tez Damsmant:  Prof. Dr. Alaattin SEN (PAU)
(Jiiri Bagkany)

Jiiri Uyesi: Dog. Dr. Hakan AKCA (PAU) W ?’;0

Jiiri Uyesi : Yrd. Doc. Dr. Sevki ARSLAN (PA §

Pamukkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulu'nun 2. 3 w}. 2oid tarih
ve .Z22.4.12,. ... sayih karariyla onaylanmmstir.

Prof. Dr. HaﬁﬁéigHAN

Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



Bu tezin tasarimi, hazirlanmas, yiiriitiilmesi, arastrmalarinm yapiimasi ve bulgularmin
analizlerinde bilimsel etize ve akademik Kurallara ozenle riayet edildigini; bu
calismamn dogrudan birincil {iriinii olmayan bulgularin, verilerin ve materyallerin
bilimsel etige uygun olarak kaynak gsterildigini ve alinti yapilan gahismalara
atfedildigine beyan ederim.

= 4 V
Imza : %ﬁk

Ogrenci Adi Soyadi :0zgen BUYUKGOZE



TESEKKURLER
Sitokrom P4501-3 (CYP1-3) Ve Faz II Enzimlerinin Tiirk Ulseratif Kolit
Hastalarinda Genetik Polimorfizmi calismasi, Pamukkale Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji A.B.D. biyokimya ve molekiiler toksikoloji arastirma laboratuarinda

yapilarak yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmstir.

Calisma konumuzun belirlenmesinde yardimci olan ve yardimlarini bizden

esirgemeyen degerli danismanim, Prof. Dr. Alaattin SEN’ ¢ tesekkiirti bir borg bilirim.

Ayrica egitimimiz siiresince yardimlarini eksik etmeyen tim Bolim
Hocalarimiza, laboratuar ¢alismalarimda destegini ve bilgilerini esirgemeyen Yard.
Dog. Dr. Sevki ARSLAN Hocamiza, arastirma Gorevlisi Asli SEMIZ Hocamiza, kan
aliminda bize biiyiik yardimlari olan sayin Prof. Dr. Necla. OSMANOGLUna ve
Dr.Ildeniz DURAN’a ve her zaman yanimizda olan ve beni bu giinlere dzveriyle getiren

aileme sonsuz tesekkiirler.

20.10.2010 Ozgen BUYUKGOZE



ICINDEKILER

LGIRIS oottt 1
1.1. DNA POlIMOITIZMI.....oiiiiiiice e 1
1.1.1.Tek Niikleotid Polimorfizmi (TNP) .......cccccorviiiiiiiniiiceeec 2
1.2, UISEratif KON v..vuvevecvieeiiseccecteieies st sttt seae et en e en e 3
L2 1 BEIITHEE .o 7
1.2.2. KOMPEIKASYONIAT ..o 8
1,23 TEUAVI ..ot 8
1.2.4. KoloreKtal KanSEr ..........cccoviieiiiiiiiiiie s 9
1.3. Ksenobiyotik MetaboliZmast ..........cocveiiiiiiiiiiiiiee e 9
L3 L. CYP LATL*2A o 14
1.3.2. Mikrozomal Epoksit Hidrolaz.............ccccoevieiiiieiiesccc e 16
1.3.3. GlUtatyoNn-S-TranSTeIaZ........ccceoiiiriiieieee e 20
1.3.4. XRCC1 (X-ray repair complementing group 1) ......ccccceverererenenenennnnn 22
135, CYP 2C0% 3 .. 23
1.3.6. TPMT (Tiyopiirin metiltrasferaz) ..........coccovieeriiiiieiic e 24
137 CYPSALFLB ...t 26
1.3.8. CYPZDG™ 2 ... 27
1.4, CaliSManIn AMACT.....cccueiiiiiiie ettt be e be e e 28
2. BOLUM ..ot 29
2.1 IMALEIYAL ... e 29
2.1.1. Kan Orneklerinin TOPlanmast...........coo.vvevrreverierersseresssesessssesssesesessesnns 29
2.1.2. Enzimler ve Kimyasallar...........ccooooiiiiiiiieee e 30
2.1.3. PIIMEIIEI ..o 30
2.2. IMIBEOM ... 33
2.2.1. Insan Kanindan Genomik DNA 1zolasyonu ...............ccccoeeverriricrcverennnnn. 33
2.2.2. Genomik DNA’ nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Gériintiilenmesi .......... 34
2.2.3. Polimeraz ZinCir REAKSIYONU .........ccueiiiriiiiiiiiiisiesieeeee e 34
2.2.4. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleriyle Kesimi ............. 37
2.3 IStatiSIKSE]l ANAIIZ.....vcveveeeeceeeeieseeceeee ettt 39
S.BULGULAR ... 40
3.1.1. CaliSma GIUDU .....vveeiiiicciie e 40
3.1.2. HASTA GIUDU ... 40
3.2. Insan Kanindan Genomik DNA Izolasyonu ve Analizi..............ccccevvevrinnan. 41
3.3.1. CYP1A1*2A geni polimorfizmiyle ilgili bulgular .............c.ccoooeviennnnn. 42
3.3.2. CYP2C9*3 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular............ccoooieiiiinninnns 44
3.3.3. mEPHX*3 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular ...........cccoooieiininnnnns 46

\Y



3.3.4. mEPHX*4 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular ..........cccoooooiinninnis 48

3.3.5. CYP3A4*1B geni polimorfizmiyle ilgili bulgular.............ccccoooininnnns 49
3.3.6. CYP2D6*2 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular ..............cccooveviiieinennn 51
3.3.7. GST geni polimorfizmiyle ilgili bulgular ............cccocooveiiiiiie 53
3.3.8. TPMT*2 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular ...........cccccoviviiiiiiiens 56
3.3.9. TPMT*3B geni polimorfizmiyle ilgili bulgular............cccoooiinnns 57
3.3.10. TPMT*3C geni polimorfizmiyle ilgili bulgular..............ccccoooviiiiinnnnn 58
3.3.11. XRCC1 Kodon 194 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular ...................... 60
3.3.12. XRCC1 Kodon 399 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular ...................... 62
ATARTISMA .ottt 67
5. SONUC ..ottt ettt e et n et en e n s en s 86
e S PSP 105
B ettt et r ettt re et nen 111
TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. 1 Ulseratif Kolitin Genetik Gegisini Destekleyen Ozellikler (Lukas M, ve dig.

7400 TSRS 4
Tablo 1. 2 Hastaligin etiyolojisinde infeksiy6z nedenlerin bulunmadiginin kanitlar

sunlardir (Lukas M, ve dig. 2000) ........cccouriiiiiiiiiiieiie e 6
Tablo 1. 3 Sigaranin UK iizerine olumlu etkileri su nedenlere baglanabilir (Lukas M, ve

IZ. 2000) ...ttt bbbt b e ae e e 7
Tablo 1. 4 Faz I ve Faz II’de gerceklesen reaksiyonlar (Ingelman-Sundberg, M. 2001)11
Tablo 2. 1 Primerler ve OZeIIKIEIT ..........ccvoiiei i 31
Tablo 2. 2 Primerler ve 0ZeIlKIETT .......ccooviiiiiiiiiiec e 32
Tablo 2. 3 PZr KOSUIIATT .....viiiiiiiiiie et 35
Tablo 2. 4 GST Pzr KOSUIIATT......cuviiiiiiiice e 35
Tablo 2. 5 Pzr sicaklik, dOngii ve Zzamanlart ...........cc.ceceovrineriiineneisc e 36
Tablo 2. 6 PZR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesim sartlart...........c.cccocevennennnn 38
Tablo 3. 1 Hasta grubuna iliskin bilgiler............cccooiiiiiiiinii e 41

Tablo 3. 2 1A1*2A, 2C9*3, mEPH*3, mEPH*4, 3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2,
TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon 194, XRCC1 kodon 399 genlerinin allel

dagilimlari (%) ve 0dss Oranlart ..........ccooeeiieiiiiiieicee e 65
Tablo 3. 3 Genlerin allel SIKIKIATT ......ooiiviiiiiiii e 66
Tablo 4. 1 Farkli poptilasyonlarda mEPHX genotip sikliklart.........ccccoocveriiinniiinninnnns 73
Tablo 4. 2 Farkli populasyonlarda CYP2C9*3 polimorfik allel siklig1..........ccccceennnnene. 81

Vi



SEKILLER DiZIiNi

Sekil 1. 1 Ulseratif kolitin etiyopatogenezinin sematik goriniimii...........ococeveverevererennnen. 5
Sekil 1. 2 Ksenobiyotik metabolizmast (Murray K. R. 1996) ........ccccoooeiiiiiiiiiiiien. 12
Sekil 1. 3 Ksenobiyotikler tarafindan baslatilan karsinogenez siireci (Perera, F. P. 1996)
............................................................................................................................... 13
Sekil 1. 4 Benzopren aktivasyonu ve DNA-adduct olusumu (Best, W., Kane).............. 18
Sekil 1. 5 GST enzimlerinin katalizledigi ksenobiyotik metabolizmast......................... 20
Sekil 1. 6 TPMT tarafinda 6MP nin metilasyonu .........cccovvveriiieniiiesiiiesniie e 25
Sekil 2. 1 Kan 6rneklerinin alindigi K3-EDTA” 1 tipler .....ooocovviieiiiiiiiiie e 29
Sekil 3. 1 Izole edilen pargalanmamis genomik DNA’ nin %1’ lik agaroz jel
elektroforezinde tanIMIanNMAST..........cocviiieiiiiiiiie e 42
Sekil 3.2 IA1*2A geninin PZR ve restriksiyon enzimleri ile kesiminin agaroz jelde
GOTUNTUSTL . .veetei e 43
Sekil 3. 3 CYP1A1*2A i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlart....................... 44
Sekil 3. 4 2C9*3 geninin PZR ve restriksiyon enzimleri ile kesiminin agaroz jelde
GOTUNTUSTL +veetie ettt e b e nn e e be e e neennr e 45
Sekil 3. 5 2C9*3 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlart..............c.cccovvinnnne. 46
Sekil 3. 6 mEPHX*3 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari..............ccoeueennee. 47
Sekil 3. 7 mEPHX*4 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlart.............cccceoeeeee. 49
Sekil 3. 8 mEPHX*3 ve mEPHX*4 genlerinin ve restriksiyon enzimleri ile kesiminin
%2 agaroz jelde gOTUNLUSTL. ... ...cvveiiieriiieriee sttt 49
Sekil 3. 9 3A4*1B i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari.............cccoeennennen. 51
Sekil 3. 10 3A4*1B geninin restriksiyon enzimleri ile kesiminin %2 agaroz jelde
GOTUNTUSTL 1ttt e e e e sb e e e e e e s 51
Sekil 3. 11 2D6*2 geninin restriksiyon enzimleri ile kesiminin %2 agaroz jelde
GOTUNTUSTL 1ttt e e e e e e e b e e s 52
Sekil 3. 12 2D6*2 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlart..........c.c.ccoovreennn. 53
Sekil 3. 13 GSTT]1 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlart ............ccccooeeviiennn. 54
Sekil 3. 14 GSTMI i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlart ...........ccccocevneenen. 95
Sekil 3. 15 GSTT1 ve GSTM1 genlerinin %2 agaroz jelde gorintiisil. ............cevvvreenne. 56
Sekil 3. 16 TPMT*2 geninin %2 agaroz jelde gortintlisii. ..........cceevvrviiiiiiiieiiiiiieen, 56
Sekil 3. 17 TPMT*3B geninin restriksiyon enzimi ile kesiminin %2 agaroz jelde
GOTUNTUSTL 1 uvvei ettt e e sb b e e e e e s s 57
Sekil 3. 18 TPMT*3B i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari ......................... 58
Sekil 3. 19 TPMT*3C geninin restriksiyon enzimi ile kesiminin %?2 agaroz jelde
GOTUNTTSTLL +vveeettie ettt e et e et e e ab e e sab e s bt e e e nbb e e e nbbeeennreas 59
Sekil 3. 20 TPMT*3C igin hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlart...........c..ccoeeee. 60
Sekil 3. 21 XRCC1 kodon 194 geninin restriksiyon enzimi ile kesiminin %?2 agaroz
JELAE GOTUNTISTL. ...ttt nne e 61
Sekil 3. 22 XRCC Kodon 194 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari............ 62
Sekil 3. 23 XRCC1 kodon 399 geninin restriksiyon enzimi ile kesiminin %?2 agaroz
JE1AE GOTUNTUSTL ... veeieveee ittt e e nne e 63
Sekil 3. 24 XRCC kodon 399 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlart............. 64

vii



KISALTMALAR DiZiNi
MO = Monooksijenaz

FMO-= Flavin monooksijenaz

cDNA= Komplementer deoksiriboniikleik asit
GSH= Glutatyon

CO= Karbonmonoksit

PAH= Poliaromatik hidrokarbon

NADP= Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NADPH= Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat’in indirgenmis formu
FAD= Flavin adenin diniikleotit

FMN= Flavin adenin mononiikleotit

PCB= Poliklorlu bifeniller

EROD-= 7-etoksirezorufin O-deetilaz

TCDD= 2,3,7,8-tetra klorodibenzo-p-dioksin
B(a)P= Benzopren

EDTA= Etilen diamin tetra asetik asit

SDS= Sodyum dodosil siilfat

KCIl= Potasyum kloriir

NaCl= Sodyum kloriir

MgCl,= Magnezyum klortir

TKME-= Tris-Potasyum kloriir-Magnezyum kloriir-EDTA
EtOH= Etil alkol

TAE= Tris-Asetik asit-EDTA

EtBr= Etidyum bromdir

PZR= Polimeraz zincir reaksiyonu

viii



RFLP= Restriction fragment length polymorphism
BSA= Bovine serum albumin

BC=Baz Cifti

CYP1A1*2A= Sitokrom p450 1A1*2A
CYP2C9*3=Sitokrom P450 2C9*3
mEPH*3=Mikrozomal epoksit hidrolaz ekzon 3
mEPH*4=Mikrozomal epoksit hidrolaz ekzon 4
CYP3A4*1B=Sitokrom P450 3A4*1B
GSTT1=Glutatyon S Transferaz thetal
GSTM1=Glutatyon S Transferaz miil
TPMT*2=Tiyopiirin Metil Transferaz *2
TPMT*3B= Tiyopiirin Metil Transferaz *3B
TPMT*3C=Tiyopiirin Metil Transferaz *3C
XRCC1= X-ray repair cross-complementing
O.R.= Odds Ratio

TNP=Tek Niikleotid Polimorfizmi

AZA=Azatiyoplirin



OZET
Sitokrom P4501-3 (CYP1-3) ve Faz II Enzimlerinin Tiirk Ulseratif Kolit

Hastalarinda Genetik Polimorfizmi
Ozgen BUYUKGOZE
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji TURKIYE
Danigsman: Prof. Dr. Alaattin SEN

Ekim 2010, 127 Sayfa

Ilaglar1 metabolize eden enzimlerin genetik polimorfizmi, sitokrom P450 gibi,
insanda ilag yanitsizliginin gesitliliginde biiyiik rol oynamaktadir. Bu ¢aligmada yaygin
polimorfizim gdsteren sitokrom P450 enzimlerinden CYP1A1*2A, CYP2C9*3,
CYP2D6*2, mEPHX*3, mEPHX*4, CYP3A4*1B, GSTT1l, GSTM1, TPMT*2,
TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon 194 ve XRCC1 kodon 399 genlerinin
polimorfizmlerinin prevalansin1 belirlemek ve bu enzimlerinin polimorfizmlerinin
normal ve kolit hastalarindaki dagilimlari tespit edilmeye c¢alisilarak iilseratif Kkolit
hastaligi ile olas1 bagintilar1 saptanmaya calisilmistir. Bu amaci gerceklestirebilmek igin
CYP1A1*2A geni i¢in Tirk populasyonunu temsil eden 200 kontrol ve 115 iilseratif
kolit, 2C9*3, 2D6*2, mEPH*3, mEPH*4, 3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2,
TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon 194, XRCC1 kodon 399 genleri i¢in 130 kontrol
115 iilseratif kolitli goniillii bireyden kan ornekleri toplanmig, her birinin genomik
DNA'’lar1 izole edilmis ve her biri i¢in “PCR-RFLP” yontemiyle bu genlerinin allel
cesitliligi ve odds oranlar1 hesaplanmigtir. 2D6*2, 2C9*3, mEPH*4, 3A4*1B, GSTM1,
TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC kodon 194 genlerinin odds oranlar1 sirasiyla
polimorfik ve heterozigot bireylerinin odds oranlar sirasiyla 1,56; 0,75; 1,76; 1,14,
1,24, 0;1,73; 1,44, 0; 0; 1,96; 0; 1,15; 1,71; 0,93 hesaplanmistir ve istatiksel olarak bir
anlam ifade etmemektedir. Ulseratif kolit gelisiminde bu genler risk faktorii
olusturmamaktadir. 1A1*2A, mEPH*3, GSTT1 ve XRCC kodon 399 genlerinin odds
oranlar1 sirastyla 6,42, 4,62, 1,87 ve 2,28 olarak hesaplanmistir ve istatistiksel olarak
anlam ifade etmektedir. Ulseratif kolit gelisimde bu genler bir risk faktérii olusturur
diyebiliriz.

Anahtar kelimeler: 1A1*2A, 2C9*3, 2D6*2, mEPH*3, mEPH*4, 3A4*1B, GSTT1,
GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon 194, XRCC1 kodon 399,
Polimorfizm; Tiirkiye, Ulseratif kolit



ABSTRACT
Genetic Polymorphisms Of Cytochrome P4501-3 (CYP1-3) And Phase Il Enzymes

in Turkish Ulcerative Colitis Patients
Ozgen BUYUKGOZE
Master’s Thesis
Supervisor: Prof. Dr.Alaattin SEN
October 2010, 127 Pages

Genetic polymorphisms of drug metabolizing enzymes, such as CYPs, play major
roles in the variations of drug responsiveness in human. The aim of the present study
was to determine the prevalence of the most common allelic variants of the polymorphic
CYP enzymes 1A1*2A, 2C9*3, 2D6*2, mEPH*3, mEPH*4, 3A4*1B, GSTTL,
GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 codon 194, XRCC1 codon 399 and
to predict the allel frequency for each polymorphism in the Turkish population. For this
purpose, whole blood samples were collected from 200 healthy volunteers and 115 case
for CYP1A1*2A, 130 healthy volunteers and 115 case with ulcerative colitis for 2D6*2,
2C9*3, mEPH*3, mEPH*4, 3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B,
TPMT*3C, XRCC1 codon 194, XRCC1 codon 399 representing Turkish population
and genomic DNA for each subject was isolated and was used to determine the
frequency and odds ratio of these genes allelic variants by the PCR-RFLP. The odds
ratio for 2D6*2, 2C9*3, mEPH*4, 3A4*1B, GSTML1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C,
XRCC1 codon 194 were determined as 1.56; 1.76; 1.14; 0; 1.44; 0; 0; 0; 1.71. These
results suggested that these genotypes are not possible factor for risk of incidence of
ulcerative colitis. On the other hand, the odds ratio’s, for 1A1*2A, mEPH*3, GSTT1
and XRCC codon 399 were found to be as 3.5; 3.0881; 2.0491. These results suggested
that the genotypes of these genes might be a possible factor for the risk of incidence of
ulcerative colitis since we found that these variant genotypes had a 6.42; 4.62; 1.87 and
2.28 fold higher risks of developing ulcerative colitis than these with the wild type
genotype .

Keywords: 1A1*2A, 2C9*3, 2D6*2, mEPH*3, mEPH*4, 3A4*1B, GSTT1, GSTML,
TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 codon 194, XRCC1l codon 399,

Polymorphism, Turkish, Ulceratice colitis.
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1.GIRIS

insan genomu yaklasik 3x10° baz ciftinden olusmaktadir. Genetik bilgiyi
tastyan yaklasik otuzbin gen, 23 ¢ift kromozomda bulunmaktadir. insanlarin DNA’s1
yaklasik %99.9 oraninda benzerdir ve genetik ¢esitlilik DNA zincirindeki kiiglik
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bazi DNA dizilerindeki farklar fenotipi
etkilememekte, bazisi ise dogrudan hastaliga neden olmaktadir (Hemminki ve
Shields, 2002).

Genom hareketliligine bagli olarak DNA’nmin baz dizilimlerindeki
degisimlerin bireyler arasi farkliliklar gostermesine polimorfizm ve bu degisimlerin
kalic1 kahtsal hastaliklara neden olanlarina da mutasyon denir. Bu degisiklikler,
delesyon, duplikasyon, substitiisyon, inversiyon, insersiyon gibi mutasyonlarin yan
sira yapisal ve sayisal kromozom anomalileridir (Kantarci ve dig., 1999; Nussbaum
ve dig., 2005). Mutasyonlar, genom mutasyonu, kromozom mutasyonu ve gen
mutasyonlari olarak ii¢e ayrilir (Nussbaum ve dig., 2005).

Insan genomunda polimorfizmlerin en yaygin tipi genetik ¢esitliligin %90
tizerinde oldugu tek niikleotid polimorfizmleri (TNP)’dir (Monzo ve dig., 2006).
DNA dizilerindeki gen mutasyonlar: tek niikleotid degisimlerinden yiizlerce baz cifti
degisimlerine kadar olabilmektedir. Bu degisimlerin belirlenmesinde molekiiler
diizeyde 6zel teknikler kullanilir. DNA’daki bu baz degisiklikleri gen ekspresyonun
azalma veya kaybina, hatali protein sentezine ve fenotipik degisimlere sebep olur.
DNA’daki bu baz degisimleri DNA’nin replikasyonu sirasinda meydana gelen ya da
DNA hasarinin  giderilmesi sirasinda olusan hatalardan kaynaklanmaktadir.
Hasarlarin bazilari dogal olarak bazilari ise fiziksel veya kimyasal mutajenlerden
kaynaklanmaktadir (Hemminki ve Shields, 2002).

1.1. DNA Polimorfizmi

Organizmada gelisimsel planlar1 belirleyen ve tiim hiicresel aktivitelerin
yonetiminden sorumlu olan molekiill DNA’dir. DNA dizilerindeki degisiklikler
bireylerin birbirinden farkli olmasma yol agar. Genom proteine doniisecek olan
genler ve ¢ok miktarda protein kodlamayan dizilerinden olusur. Genlerin icinde de
ekzon ve intron adi verilen iki farkli kisim vardir. Bunlardan ekzonlar protein
yapisina katilirken protein kodlamayan ve genomun %25’ini olusturan intronlar
RNA islenirken kesilerek sifreden uzaklastirilirlar. Diger yandan genomun

%60’indan fazlasii, cesitli tipte tekrarlayan DNA dizileri, psddogenler, genler
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arasindaki tekrarlanmayan aralayici diziler ve mRNA’larin 5° ve 3’ uglarinda
bulunan, proteine g¢evrilmeyen diziler olusturur (Cooper, 2006). Boylece genetik
cesitlilige yol actigin1 var saydigimiz degisikliklerin DNA’nin hangi kisminda
oldugu onem kazanir. Protein kodlayan ve olusan proteinin islevini énemli 6l¢iide
siirlayan DNA degisiklikleri mutasyon olarak adlandirilir ve hastaliga yol acarlar.
Proteinlerde farklilik yaratmayan, ya da olusan farkliliklarin fenotipte degisiklige yol
agcmadigi, DNA dizi degisiklikleri ise ‘normal varyasyonlar’ ya da polimorfizm
kavrami altinda ele alimir. Evrim boyunca segici baski altinda olan mutasyonlar
toplumda nadir gozlenen degisiklikler olmasina karsin polimorfizmler toplumda
yaygin olarak bulunurlar (%]1’in lizerinde). Olus mekanizmalarina ve bulunduklar

yere gore farkli tipte polimorfizmler mevcuttur.
1.1.1.Tek niikleotid polimorfizmi (TNP)

Burada tek bir DNA bazinda (Ornegin Adenin) baska bir baza degisme
(Ornegin Guanin) séz konusudur. Bu degisiklik genomun sifreye dénmeyen
kisimlarinda meydana geldigi zaman yorumlanmalari bireyler arasinda genetik
cesitlilige yol acar. Genetik materyaldeki normal varyasyonlar bazen gen ic¢inde hatta
ekzonlar i¢inde de olabilir. Proteinlerin yapisina katilan amino asitler 3’lii DNA baz
dizilerince (codon) tanimlanirlar. Ornegin GTT dizisi daima Valin amino asidini
kodlar. Bu i¢lii yapmin ilk iki bazindaki degisiklikler amino asit yapisinda
degisiklige yol acarken son bazdaki degisiklik (GTC;GTA;GTG gibi) yine valin
amino asidini tantyarak, sonugta olusan amino asit sifresinde bir farklilik yaratmaz.
Bu tip degisiklikler gen i¢inde olduklar1 halde proteinde degisiklik yapmadiklari igin
“esanlaml1” (sinonim) mutasyonlar olarak adlandirilirlar. Baz1 durumlarda da olusan
DNA degisikligi amino asidi degistirir ancak bu degisiklik proteinin fonksiyonunda
etkili olmaz. Bu tip degisiklikler de “sessiz mutasyonlar” ya da es anlamli olmayan
(nonsinonim) degisiklikler olarak adlandirilir. Biitiin bu degisiklikler polimorfizim
kapsami i¢inde ele alinirlar, toplumda yaygin olarak bulunurlar ve bireylerin genetik
materyalini birbirinden farklilastirarak genetik gosterge olarak kullanilabilirler. SNP
degisikliklerinin son yillarda fark edilen 6nemli bir yarar1 da bu degisikliklerin pek
cogunun gen icinde yer almalar1 nedeni ile gen haritalama c¢aligmalarinda hastaligin
dogrudan calisilan gene baglanti gosterip gdstermediginin saptanabilmesine yardimci
olmasidir. TNP’ler bugiin 6zellikle DNA ¢ip teknolojisinin gelismesi ile ilgili

hastaliklara genetik yatkinliklarin sinandigi en 6nemli gosterge haline gelmislerdir



(Akarsu, 1999). TNP degisiklikleri ile calismak, DNA par¢aciginda biiyiikliik farki
yaratan diger polimorfizmlerle ¢alismaktan farklidir. Burada tek bir baz baska bir
baza degismektedir ve biiyiikliik farki olusmadigi i¢in bu bolgeleri PZR metodu ile
cogaltip jelde olusturacag biiyiikliik farklar1 agisindan degerlendirmenin bir anlami
yoktur. Alellerden birinde olusan bu baz degisikligini taniyacak ve c¢ogaltma
sonrasinda iki allel arasinda biiylikliik fark:i yaratacak farkli primer kullanilmasina
dayali “allele 6zel amplifikasyon” bu amagla kullanilan yontemlerden biridir. Olusan
degisiklik belli DNA boélgelerini taniy1ip kesen enzim bolgelerinde olusmussa, ilgili
enzimin DNA’y1 kesip kesmemesini denemeye dayali DNA’y1 kesen enzimlerin
olusturdugu uzunluk polimorfizmleri (Restriction Fragment Length Polymorphism;
RFLP) de kullanilabilir. Yine bu degisimi florasan isaretlerle taniyan otomatik
analizatorlerin kullanilmasi da bu amagcla kullanilan pahali fakat etkin yontemlerdir

(Akarsu, 2004).

1.2. Ulseratif Kolit

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH), gastrointestinal kanalda kronik veya
tekrarlayan immiin aktivasyon ve inflamasyon ile karakterli hastaliklardir. Genel
olarak, Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit (UK) olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar
(Stenson, 2004). Ulseratif kolit rektum ve kolon mukozasinin inflamasyon ve
tilserlesmesi ile seyreden, etiyolojisi tartismali, nonspesifik inflamatuar bagirsak
hastaligidir. Tlk kez 1859 yilinda Samuel Wilks tarafindan tanimlanmis ve sonraki
yillarda bagirsak mukozasindaki patolojik degisiklikler ortaya konmustur (Bliss DZ
ve Sawchuk L. 2004, Devecioglu S ve dig. 1996, Jewell DP 2002). UK prevelansi %
0,08-0,12 , insidans1 ise 100.000 de 3-15’dir. Irk , etnik kdken, yasanilan cografya
insidans1 ve prevalanst etkiler. Yahudilerde daha sik goriiliir. Kuzey Avrupa'da kadin
erkek orani kadin aleyhine degismistir (Lashner B. 1995, Mendeloff ALCalkins BM
1995 ). 15-35 yas arasinda daha sik goriiliir ve 60'l1 yaslar civarinda ikinci bir pik
yapar (Anders PG. ve Friedman LS. 1999). Tutulum yeri ve hastaligin siddetine
bagli olarak farkliliklar gosterse de ana semptomlar rektal kanama, karin agris1 ve
kanli mukuslu diare'dir (Farmer R.G. 1994, Both H. ve dig. 1983, Rao SS. ve
Holdsworth CD. 1988, Sandle GI. ve dig. 1990).

Ulseratif kolitin etiyolojisinde psikosomatik, genetik, immiinolojik,

bakteriyel ve cevresel faktorlerin ilizerinde durulmaktadir (Aksoy G. ve dig. 1992,

3



Bliss DZ ve Sawchuk L. 2004, Devecioglu S ve dig. 1996, Hawsk JH. 1997, Jewell
DP. 2002, Mercan S. 2002, Selimen D. 1998). Ulseratif kolit icin aile insidansi
yillardir bilinmektedir. Veriler farklilik arzetmekle birlikte iilseratif kolitli bireylerin
%10 ile %20'sinin ailesinde en az bir birey daha etkilenmistir (Satsangi J. ve dig.
1994). Ailesel iliski genelde birinci derece akrabalarda goriiliir. Etkilenen aile
tiyelerinde ya tilseratif kolit yada Crohn hastaligi olmakla birlikte genellikle iilseratif
kolit bulunur (Benett RA. ve dig. 1991, Satsangi J. ve dig. 1996). ikizlerde yapilan
caligmalar genetik ve cevresel etkilesimi agiklamada yardimer olmustur. Ciinkii
bunlar hem genetik olarak benzerdir ve hem de ¢evre kosullar1 aymidir. Crohn
hastalig1 i¢in monozigot ikizlerde %30-67 konkordans var iken, dizigotlarda bu
%d4'diir. Ulseratif kolit igcinse monozigotlarda konkordans %13 ve dizigotlarda
%?2'dir. Bundan dolay1 genetik, minor rol oynar ve Crohn'da daha baskindir (van
Heel da. ve dig. 2000). 2, 3, 6, 7 ve 12'inci kromozomlarda bulunan genlerin
iilseratif kolit egilimi yarattiklar1 kabul edilmektedir. Ozellikle 12. kromozomdaki
lokusun, 6nem arzettigi bir¢ok fakli merkez tarafindan ortaya konmustur (Parkes M.
ve dig. 2000). Bu lokuslann bazilar1 Crohn hastalig1 tarafindan da paylasilmaktadir
ve bu durumda inflamatuvar bagirsak hastaligina yatkinlik yaratan gen havuzu
fikrini ortaya koymustur. Genetik yatkinlik, bakteriyel antijenler ve mukozal immun
cevap bozuklugu intestinal inflamasyonun major faktorleridir (Lukas M, ve dig.
2006). UK igin genetik yatkin kisilerde bakteriyel antijenlere karsi uygunsuz immun
cevap gelistigi, inflamasyon olustugu, cesitli faktorlerin etkisiyle olusan

inflamasyonun baskilandig1 yada alevlendigi diistiniilmektedir (Sekil 1.1).

Tablo 1. 1 Ulseratif Kolitin Genetik Gegisini Destekleyen Ozellikler (Lukas M, ve
dig. 2006).

Auyni ailede birden ¢ok UK hastasi bulunmasi
Nadir ailevi sendromlarla birlikteligi

Ayni aile bireylerinde benzer patern gostermesi

Bazi etnik gruplarda sik goriilmesi

UK ve infeksiydz kolit arasindaki bazi benzerlikler kalin bagirsaktaki kronik

inflamasyonun olusumunda bilinmeyen mikroorganizmalarin etkili olabilecegi



goriisiinii giindeme getirmistir. Inflamatuvar bagirsak hastaligi olanlarda enterik
bakterilere karsi anormal mukozal immun reaktivite gelistigi ve boylece bagirsak
hasarinin  olustugu distiniilmektedir. Bati tipi beslenme, kemoteropatik ve
antibiyotik kullanimi, bebek mamalari, yiiksek hijyenik standart ve sanitasyonlar
intestinal bakteriyel floranin gelisimini etkilemektedir (Lukas M, ve dig. 2006).
Bagirsak bakterileri bagirsak mukozal immun sisteminin olusumu ve intestinal
epitelyum hiicrelerin indiiksiyonunda 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Ayrica lenfosit
apopitozisinin énlenmesi ve lenfositlerin uyarilmasinda da rol alirlar (Marteau P. ve

dig. 2004).
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Ulseratif kolit gelisimi

Sekil 1. 1 Ulseratif kolitin etiyopatogenezinin sematik goriiniimii.

Gram pozitif bakteriler interlokin 12 ve gram negatif bakteriler interlokin 4
araciligiyla selektif bakteriyel stimulasyona neden olabilirler (Lukas M. ve dig.
2006). Standart tekniklerle mikrofloradaki organizmalarin ancak %30 kadar
saptanabilmektedir. UK’li hastalarda bifidobakteri ve laktobasiller gibi yararl
bakteriler genellikle yoktur (Kleessen B. ve dig. 2002). Ayrica E.coli, Fusobacterium
gibi gram negatif anaerob bakterilerin arttig1 gdsterilmistir. Baz1 ¢alismalarda UK li
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hastalarin kolon biyopsi orneklerinde mukozal bakteriyel invazyon saptanmistir
(Furrie E. ve dig. 2004, Macfarlane S, ve dig. 2004, Ohkusa T. ve dig. 2002 ,
Tamboli CP. ve dig. 2004). Genetik yatkin kisilerde luminal bakteri mevcudiyeti
kronik intestinal inflamasyona yol agabilir (Dieleman LA. 2003, Schultz M.ve dig.
2002). Bu calismalar UK’de bakteriyel etkenlerin énemini vurgulamaktadir. Ancak
aksi goriisii savunan ve UK etiyolojisinde infeksiydz nedenlerin bulunmadigini ileri
siren ¢alismalar da mevcuttur. Giinimiize kadar hastalik etiyolojisinde

suclanabilecek spesifik bir mikrobiyal ajan saptanamamistir (Lukas M, ve dig. 2006).

Tablo 1. 2 Hastaligin etiyolojisinde infeksiy6z nedenlerin bulunmadiginin kanitlart

sunlardir (Lukas M, ve dig. 2006)

Hastalar arasinda UK gegisinin olmamasi

Bagirsak infeksiyonlarmin diisiik sikhikla goriildiigii bolgelerde UK’in sik
saptanmasi

Diisiik sanitasyon ve islenmemis gidalarin hastalik riskini azaltic etkisi

Cocukluk caginda erken ve sik antibiyotik kullaniminin hastalik riskini
artirici etkisi

Antimikrobiyal ajanlarm UK tedavisinde kalic1 etkisi olmamasi

UK li hastalarda diski kiiltiir sonuglarinin tutarsizlig

UK hastalarinda epitel hiicrelerinde de anormallikler bildirilmistir. Bu
anormallikler B oksidasyon eksikligi, hiicre membran gecirgenliginde anormallik,
mukus anormallikleri, strese hiicresel cevapta bozukluk, “toll-like” gen reseptor
polimorfizmi gibi eksikliklerdir (Lukas M, ve dig. 2006). Intestinal epitel
hiicrelerinin kendi aralarinda iletisimi ve patojenlerin saptanmasi i¢in sahip olduklari
mekanizmalardan en iyi bilineni “toll-like” reseptoér (TLR) ve “nucleotidebinding
oligomerisation domain” (NOD) reseptordiir. Bakteriler epitel hiicreleri ve lenfoid
dokular1 uyararak lokal veya sistemik immun cevabi1 aktiflestirir. Bakteriyel
antijenlerin temas1 membrandz TLR veya intraselliiler NOD reseptorlerince taninir.
Bakteriyel ligandlar intestinal hiicre reseptorlerine baglandiginda sitokinler,
eikosanoidler ve antimikrobiyal peptitler gibi degisik molekiillerin yapimina yol
acarlar. Bu asamadan sonra sinirlanamayan kronik bir inflamasyonun olustugu
diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar TLRlerden &zellikle 4 ve 9’un UK etiyoloji ve
patogenezinde sorumlu olabilecegini desteklemektedir (Ismail AS. ve Hooper LV.
2005). Immun supressiflerin UK tedavisindeki etkinligi ve immun hastaliklarla

birlikteligi patogenezde immun sistemin etkisini diistinmektedir (Zhang SZ. ve dig.
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2006). UK hastah@ sigara igmemis ya da icip birakmis kisilerde daha sik
goriilmektedir. Sigara i¢imi ataklar1 diizeltebilir, oral steroid kullanim1 ve kolektomi

ihtiyacim1 azaltabilirken kesilmesi hastaligin aktivasyonunu artirir (Thomas GA.

1998).

Tablo 1. 3 Sigaranin UK iizerine olumlu etkileri su nedenlere baglanabilir (Lukas M,
ve dig. 2006)

Musin sentezini artirmast

Proinflamatuvar sitokinlerin yapimini azaltmasi
Bagirsaklardaki diiz kas tonusunu azaltmasi
Makromolekiillerin intestinal permiabilitesini degistirmesi

UK’de oral kontraseptif kullamminin etkisi tartismali olmakla birlikte
hastaligin aktivasyonunu tetikleyebilecegi diisliniilmektedir (Godet PG. ve dig.
1995). Bazi calismalarda stresin lokal ve sistemik immun cevap {izerinden
inflamasyonu etkileyebilecegi gosterilmistir (Mayer EA. ve 2000). Remisyondaki
inflamatuvar  bagirsak  hastaliinda depresyon skorunun artist  hastaligin
aktivasyonunda 6nemli bir risktir (Mittermaier C. ve dig. 2004) ve negatif emosyonel
olaylar UK’i aktive edebilir (Bitton A. ve dig. 2003, Mawdsley JE. ve Rampton DS.
2005). Asir1 miktarda siit ve siit irlinlerinin veya az miktarda lifli gidalarin alimi
(Fernandez-Banares F. ve dig. 1999) ile siilfat ve siilflir iceren gidalarla beslenmenin
UK’i aktive edebilecegi diisiiniilmektedir (Russel MG. ve dig. 1998, Tilg H. ve
Kaser A. 2004). Tan1 ncesi apendektomi yapilan hastalarda UK gelisim riski ve atak
ciddiyetinin azaldig1 (Koutroubakis IE. ve Vlachonikolis 1G. 2000), cografik ve
sosyal durum gibi ¢esitli cevresel faktorlerin inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH)

i¢in risk faktorii oldugu bildirilmistir (Danese S. ve dig. 2004).

1.2.1.Belirtiler

Ulseratif kolitin en belirgin belirtileri kanli ishal ve kramp tarzinda karin
agrilaridir. Orta diizey {lseratif kolit vakalarinda kanamalar artar ve sistemik
belirtiler ortaya cikar (ates, halsizlik, istahsizlik). Ciddi vakalarda ise giinde 10-20
kez kanli- mukuslu ishaller, yiiksek ates, beden agirliginin % 10'undan daha fazla
kilo kaybi, anemi, tasikardi ve su kaybi1 da tabloya ilave olur (Aksoy G. ve dig.
1992, Bliss DZ ve Sawchuk L. 2004, Devecioglu S ve dig. 1996, Hawsk JH. 1997,
Jewell DP. 2002, Mercan S. 2002, Selimen D. 1998).



1.2.2. Komplikasyonlar

Ulseratif kolite 6zgii komplikasyonlar bagirsaga ait ve bagirsak dis1 olarak
iki bolimde incelenir. Barsaga ait komplikasyonlar kanama, darlik, delinme, toksik
megakolon ve kolonun dilatasyonudur. Bagirsak dist komplikasyonlar ise
eklemlerde (periferal artrit, ankilozan spondilit), deride (eritema nodosum,
piyoderma gangrenosum), agizda (aft iilserleri), gozlerde (uveit, konjonktivit) ve
hematolojik sistemde (anemi, l6kositoz, trombositoz) ortaya cikar. Ayrica, ince
bagirsak patolojisine bagli olarak malabsorbsiyon, safra ve bobrek taslari
goriilebilir. Primer sklerozan kolanjit, osteoporozis, amiloidozis ve peptik llser
tilseratif kolite eslik edebilir (Aksoy G. ve dig. 1992, Bliss DZ ve Sawchuk L. 2004,
Devecioglu S ve dig. 1996, Hawsk JH. 1997, Jewell DP. 2002, Mercan S. 2002,
Selimen D. 1998).

1.2.3. Tedavi

Ulseratif kolit tedavisinde asil ama¢ remisyonu saglamak ve devam
ettirmektir. Remisyonda iltihap belirtilerinin (rektal kanama, ishal) kaybolmasi ile
birlikte mukozada iyilesme gozlenir. Idame tedavisi ile remisyonun devami ve
niikksiin 6nlenmesi amaglanmaktadir (Akkiz H. 2000, Bliss DZ ve Sawchuk L.
2004).

Ulseratif kolitin patogenezinde genetik, cevresel ve ozellikle immiinolojik
faktorlerin 6nemli roli oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle immiino-inflamatuar
yollar1 hedefleyen ilaglar son 10 yildan beri iilseratif kolit tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu amagla bir¢cok yeni ila¢ gelistirilmis olmakla birlikte, halen
giinlimiizde iilseratif kolitin tedavisinde en ¢ok kullanilan ilag¢lar aminosalisilatlar ve
kortikosteroidlerdir. Mesalazin (5-aminosalisilik asit) hafif veya orta siddetteki UK
vakalariin primer tedavisinde topikal veya sistemik ajan olarak siklikla kullanilan
bir molekiildiir. Proksimal ince bagirsaklardan hizla absorbe edilir, intestinal epitel
ve karacigerde metabolize edildikten sonra idrarla atilir. Mesalazin kullaniminin
UK ’li hastada kolon kanseri riskini azalttigma dair yaymnlar mevcuttur (Eaden J. ve
dig. 2000). Kortikosteroidler ciddi yan etkileri nedeniyle uzun dénem tedavisi
Onerilmeyen semptomlarin geriletilmesinde oldukea etkili ilaglardir. Hiicre i¢indeki

glukokortikoid reseptorleri tizerinden etki ederler (Chapman RW. ve dig. 1986). Bu



tedavilere beklenen cevap alinamayan hastalarda immiinomodiilatdr ajanlar olarak
azatiyopiirin (AZA), 6-merkaptopiirin (6-MP), metotreksat (MTX) ve siklosporin
kullanilmaktadir. Tiyopiirin metil transferaz enzimi azatiyopiirin yikiminda énemli
olan, eksikliginde ila¢ yan etkilerinin sik izlendigi ve diizeyi Olgiilebilen bir
enzimdir (Lennard L. ve dig. 1989). Homozigot ya da heterozigot gen defektlerinde
asirt miktarda aktif metabolit birikimi ve sonugta ciddi hematolojik yan etkiler
izlenebilir. Baz1 otorlerce tedavi dncesi enzim diizeyinin bakilmasi 6nerilmektedir.
Azatiyoplirini tolere edemeyen hastalarda 6-Merkaptopiirin kullanilabilir (Collins P.
ve dig. 2006 ). Siklosporin ciddi refrakter kolitlerde salvaj tedavisinde onerilen
kalsindrin inhibitorii bir ajandir (Hawthorne AB. 2003). Ayrica standart tedavilere
cevap vermeyen hastalarda, etkileri kesinlesmis olmamakla birlikte nikotin, heparin,
antibiyotikler, probiyotikler ve kisa zincirli yag asidleri de uygulanmaktadir.
Hastalarin yaklasik % 85'i konservatif tedavi ve iyi bir hemsirelik bakimi ile
remisyona girmektedir (Akkiz H. 2000, Bliss DZ ve Sawchuk L. 2004, Kaymakoglu
S. 2000, Boztas G. 2002, Devecioglu S ve dig. 1996, Hawsk JH. 1997, Jewell DP.
2002, Mercan S. 2002, Selimen D. 1998).

1.2.4. Kolorektal kanser

Etiyolojileri tam olarak bilinmeyen iltihabi bagirsak hastaliklarinda 6zellikle
tilseratif kolitlerde, kolorektal kanser riski hastaliin yasi ile paralel olarak artis
gosterir. Ik 10 yilda % 3-5, ikinci 10 yilda % 20’ye kadar yiikselen malign

dejenerasyon s6z konusu olmaktadir (Malazgirt 1996, Topuz ve dig 1998).
Ulseratif kolitli hastalarda kolon kanseri riski yaygmn ve total kolitli

hastalarda en yiiksektir. Ozellikle 10 yili askin hastalig1 olanlarda belirgindir. Erken
yasta baslayip kronik seyir gosterenlerde, risk daha yiiksek olabilir, fakat bu tiim
caligmalarda bagimsiz bir risk faktorii olarak belirlenmemistir. Proktitli hastalarda
kanser riski artmaz, sol yan hastalif1 olanlarda risk minimal artmistir, fakat
calismalar arasinda celiskiler vardir. Yaygin hastaligi olanlarda, calismalar arasinda

biiyilik capta metodolojik probleme bagli olarak 6nemli farklar izlenmektedir.

1.3. Ksenobiyotik Metabolizmasi

Ksenobiyotikler canli organizmalar tarafindan tiretilmeyen, viicuda disaridan

alman yabanci kimyasallardir. Baglica ksenobiyotikler arasinda ilaglar, bdcek



oldiiriiciiler, anestetikler, petrol {iriinleri, diyet ve sigara dumani igerisinde yer alan
karsinojenler sayilabilir (Pmarbasi H. 2002, Murray K. R. 1996). Canl
organizmalar ¢evre kaynakli ¢ok ve ¢esitli sayidaki ksenobiyotiklere maruz kalirlar.
Bu kimyasallarin ¢ogu lipofilik bilesiklerdir ve uzaklastirilmadiklar1 siirece
hiicrelerde kolaylikla birikip ¢ok cabuk toksik ya da letal konsantrasyonlara
ulagabilirler. Boyle bir birikimi engellemek i¢in organizmalar ksenobiyotikleri suda
¢Ozlinen ve viicuttan kolaylikla uzaklastirilabilen bilesikler haline doniistiirerek
elimine eden enzimatik yollar gelistirmislerdir. Ksenobiyotiklerin enzimatik
detoksifikasyonu iki faz da gergeklestirilir. Faz I ve faz II reaksiyonlariyla lipofilik
ve nonpolar Ozellikteki ksenobiyotikler, suda ¢oziinebilen, daha az toksik ve
hiicrelerden daha kolay uzaklastirilabilen tiriinlere doniistiiriiliir. Faz I reaksiyonlari
sitokrom P450 enzimleri tarafindan katalizlenirken, faz II reaksiyonlar1 N-asetil
transferaz, glutatyon S-transferaz, aldehit dehidrogenaz, siilfotransferaz, tiyopiirin
metiltransferaz ve epoksit hidrolaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarla

gerceklesir (Ingelman-Sundberg, M. 2001).

Kanserojen olan polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve diger bazi bilesikler,
viicutta karaciger mikrozomal enzimleri tarafindan epoksid tlirevlerine
donistiiriiliir. Lipofilik ve son derece elektrofilik olan epoksidler, DNA, RNA gibi
makromolekiillerin niikleofilik gruplarina kovalent baglarla baglanarak onlari
ariller, alkiller ve bdylece yapilarin1 bozarlar. Epoksidler genelde ¢ok kisa dmiirlii
ara metabolitler olmalarma ragmen, reaktiflikleri nedeni ile ksenobiyotiklerin ve
bazi zehirli maddelerin karsinojenik, mutajenik, teratojenik, hepatotoksik ve diger
bazi toksik etkilerinden sorumludurlar (Indulski, J. A. ve Lutz, W. 2000).
Karsinojenlerin, metabolik aktivasyonu, faz [ enzimleri tarafindan hidroliz,
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar1 araciligi ile yiirtitiillmektedir. Faz 11 enzimleri,
faz 1 reaksiyonlar1 sonucu aktive olan ara iiriinlerin detoksifikasyonuna katilirlar
(Tablo 1.4).
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Tablo 1. 4 Faz I ve Faz II’de gergeklesen reaksiyonlar (Ingelman-Sundberg, M.

2001)

Faz I reaksiyonlar:

Faz Il reaksivonlari

Oksidasyon Rediiksivon Hidroliz Konjugasyon
Aromatik halka Azo ve nitro grubu- Hidroliz Glukuronik asitle
hidroksilasyonu amin déntistim birlesme

(AHH) reaksiyonlari
Alifatik hidroksilasyon Glutatyon
(yan zincir konjugasyonu
oksitlenmesi)
N-,0-.S- dealkilasyon N-,0-.S- metilasyon
Desiilfiirasyon Nitro grubu - Dekarboksillenme Siilfat konjugasyonu

N-, S- oksidasyon

(stilfidril olugumu)

N- hidroksilasyon

hidroksilamin

déniistim reaksiyonlar

o -metilli aminlerin
oksidatif

deaminasyonu

Aldehid-alkol

déniistim reaksiyonlar

Glikozidlerin hidrolizi

Asetilasyon

Aminoasitlerle

birlesme

Faz Il enzimleri glukuronidasyon, siilfasyon, asetilasyon, metilasyon ve

glutatyon ile konjugasyon gibi reaksiyonlar ile aktive tiirevleri, nonreaktif ve suda

coziinebilen trilinler haline getirip safra ve idrarla atilimini saglayan reaksiyonlar

katalizler (Sekil 1.2).
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KSENOBIYOTIK METABOLIZMAS!
,—4—"-'_‘_'_‘_’_#_" Rﬁ\
FAZI FAZII
Temel reaksryon'u sit P450 tirlen (moncoksijenaziar) Faz I'de olugan veya dger
tarafindan katalizienen: bilesikier
Spesific enzmienr
HIDROKSILASYON araciky o

Aynica difer Faz | reaksiyonian Glukironk asit
Saifat
Bazen  REDUKSIYON ve Aselat

HIDROLIZ 1 igeririer wur
a8

Inaktd ksenobiyotider _’ﬁ.thf ksenobiyotik ile konjugasyon veya
(proilag=prokarsincien) metilasyon sonucy

Bazen
Konjugasyon dncas!
Fazl ie

Aktif bilegikler Daha az aktif veya inakif bil
Bazen

Fazl Konjugasyon
Inaictf BA. mup Akt bl smmmenllys Az 2kt veya inakiif bl mmp Safra veya
idrar ile WDcuttan Atilim
lHBl:ﬁl'en atihim

Korjugasyon I
Ksencbiyotik Daha akif ksenobiyotk

Sekil 1. 2 Ksenobiyotik metabolizmasi (Murray K. R. 1996)
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Faz 1 ve faz Il enzimatik aktiviteleri arasindaki denge kansere bireysel

yatkinlikta kritik bir noktadir (Sekil 1.3) (Perera, F. P. 1996).

Pro karsinojenlere ve pro-
ilaclara maruz kalma
AKTIVASYON
FAZ I METABOLIZMASI

Sitokrom P450 (CYP1A1,CYP2E,
CYP2De6)

AKTIVE OLMUS KARSINOJEN, AKTIVE

OLMUS ILAC

DETOKSIFIKASYON
FAZ II METABOLIZMASI - F— ,
Glutatyon S-Transferaz (GSTTI) ; > OKSIDATIF STRES

N-Asetil Transferaz (NAT1, NAT?2) DNA EKLENTILERI

DNA HASARI

DNA
SUDA COZUNUR ONARIMI
BILESIKLERIN
ATILIMI

e Onkogen
e Tiimor supressir gen
MUTASYON

KANSER

Sekil 1. 3 Ksenobiyotikler tarafindan baglatilan karsinogenez siireci (Perera, F. P.

1996)
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1.3.1. CYP 1A1*2A

Sitokrom  P450’ler arasinda  sitokrom  P4501A  kanserojenlerin
biyoaktivasyonunda énemli bir rol oynar. CYP1AT1’in indiiklenmesine; akciger ve
plasenta gibi ekstrahepatik dokularda sigara kullanimi ve polisiklik aromatik
hidrokarbon (PAH) maruziyeti neden olur. P4501A1, ¢esitli organik kimyasallarin
oksidasyonunu katalizleyerek onlar1 daha hidrofilik veya Faz I enzimleri tarafindan
ileri konjiigasyonlara ugratilabilecek formlara doniistliriip viicuttan atilimini
saglayan sitokrom P450 bagimli monooksijenazlarm alt ailesidir. Ozellikle
P4501A1 izozimi, PCB, PAH ve dioksin gibi kimyasallarin reaktif ara iiriinlere
doniistimlerini katalize eder. PAH’larin bir {iyesi olan, sigarada, petrol iirinlerinde
ve endiistriyel atiklarda bulunan benzo(a)piren (B(a)P), mutajenik ve karsinojenik
forma CYPIAI tarafindan katalize edilerek doniistiiriiliir (Alaattin Sen ve Emel
Aring 1998). Bu reaktif ara metabolitler kuvvetli karsinojenik maddelerdir. Bu
nedenle ksenobiyotikler tarafindan bir hiicrenin karsinogenez siirecinin
baslatilmasinda, CYP1Al geninin ekspresyonun indiiklenmesi  Onemli
mekanizmalardan birini olusturmaktadir. CYPIA1l enziminin indiiklenmesiyle
hiicrenin kanser formasyonu arasindaki iliski iki sekilde aciklanmaktadir. Birincisi;
besin ve diger yollarla organizmaya alinan ksenobiyotiklerin, hiicrede CYP1Al
geninin ekspresyonunu indiikledigi ve enzimin hiicre i¢i konsantrasyonunu
yikselttigi belirtilmektedir. Boylece CYPIA1l enzimi tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar artacak ve olusan zararli ara metabolitler, Glutatyon S-Transferaz
(GST) gibi Faz II enzimlerince yeterli bicimde polar ve zararsiz metabolitlere
doniistiiriilemeyecektir. Hiicre icerisinde biriken bu zararli reaktif ara metabolitler
Deoksiriboniikleik Asit (DNA), Riboniikleik Asit (RNA) ve proteinlerin yapisini
degistirebilmektedir. Hiicre organik molekiillerinin yapisinda meydana gelen
degisiklikler, hiicrenin karsinojenik forma doniisiimiinii baglatmaktadir (Ma ve Lu,
2003). CYPIAl'in indiikklenmesiyle, hiicrede karsinogenez siirecinin baslamasi
arasindaki iliskiyi ag¢iklamaya yonelik ikinci yaklasim ise; CYP1 Al'in
indiiklenmesiyle baslayan katalitik reaksiyonlar sonunda olusan reaktif oksijen
tirleriyle ilgilidir. CYP1A1 gibi monooksijenazlarin katalitik aktiviteleri sirasinda
reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri, DNA, RNA ve
proteinlerin oksidasyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle, indiiklenen CYP1A1

enzimleri tarafindan, bir takim ksenobiyotik metabolizmasi sonucu olusan reaktif
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oksijen tiirlerinin hiicrenin karsinojenik forma doniisiimiinii tetikleyebilecegi

bildirilmektedir (Barouki ve Morel, 2001).

Bazi ¢alismalar sitokrom P4501A1 geninin indiiklenme seviyesinin kisiler
arasinda farkli oldugunu yansitmaktadir. Sitokrom P4501A1 geninin ¢esitli toksik,
karsinojenik ve terapotik ilaglarla indiiklenmesi; belirtilen bu farkliligin bireylerin
kansere olan yatkinliklariyla pozitif iliski igerisinde olabilecegi goriislinii
dogurmaktadir. Bu konuda yapilan bazi ¢aligmalarda, P4501 A'nin indiiklenmesinin

artan akciger kanseriyle iligkili oldugu bildirilmektedir (Ma ve Lu., 2003).

Sitokrom P450 1A1 geni kromozomun 15¢922—q24 bolgesinde lokalizedir,
5987 bg¢ uzunlugundadir ve 512 amino asitlik bir proteini kodlar. CYP1A1*2A gen
polimorfizmi 3° kodlanmayan boélgede 6235. pozisyonda olan Timin (T) baz1 yerine
Sitozin (C) bazi gelmesiyle olugsmaktadir. Bu bolge Mspl restriksiyon kesim bdlgesi
olarak ta bilinir. Bu polimorfizm enzim aktivitesini arttirir (Crofts, ve dig. 1994).

CYPIA1*2A geni ml varyanti olarak ta bilinmektedir.

CYPI1ALI geninin varyant tiplerine bagli indiiklenme potansiyeli ¢aligsmalari
yaninda, bir ¢ok irkta ve farkli hastalik tiplerinde CYP1A1 geninin polimorfik
varyantlariin arastirildigi polimorfizm ¢aligmalar1 bulunmaktadir. Bu ¢alismalar
sonucunda ml, m2 ve m4 varyantlannm artan kanser riskiyle iligkili oldugu ve bu
varyantlarda CYP1A1 geninin daha fazla indiiklendigi belirtilmektedir (Arvanitis ve
dig., 2003; Balta ve dig., 2003; Canelle ve dig-., 2004; Crofts ve dig., 1993; D'alo
ve dig., 2004; Galleos ve dig., 2004; Krajinovic ve dig., 1999; Mathonnet ve dig.,
2003). CYPIA1 enzimini kodlayan gen polimorfizmi ile ilgili solid tiimdrler
(akciger, servikal, bas-boyun ve prostat kanserleri) ve hematolojik neoplazilerde
yapilan gesitli caligmalar bulunmaktadir (Aktas ve dig., 2004; Aktas ve dig., 2002;
Chang ve dig.,2003; Goodman ve dig., 2001; Hefler ve dig., 2004; Olshan ve dig.,
2000; Song ve dig., 2001, Suzuki ve dig., 2003). Suzuki ve dig. (2003) tarafindan,
Japon populasyonunda prostat kanserli bireyler degerlendirilerek yaptiklar: ¢caligma
sonucunda; CYPIA1 geni ml ve m2 genotiplerinin artmis prostat kanseri riskiyle
orantil1 oldugu gosterilmektedir. Nagai ve arkadastan taratindan (2002), lenfoid ve

myeloid seride CYPIA1 geninin ekspresyon seviyesinin artiginin kan hiicrelerinin
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karsinogenezi ile birliktelik gosterebilecegi bildirilmistir. Aynacioglu ve dig.'nin
(1998), iilkemiz Giiney Dogu Anadolu sinirlart igerisinde yaptiklart CYP1A1 geni
polimorfizm aragtirmasinda Tiirk populasyonunda CYP1A1l geni ml, m2 ve m4
varyantlarinin yliksek oldugu belirtilmektedir. Bu ¢alismada, sagliklt ve herhangi
bir malignensisi olmayan, toplam 271 bireyin degerlendirildigi rapor edilmektedir
(Aynacioglu ve dig., 1998). Balta ve dig.'nin (2003) ALL hastalar1 iizerinde yaptigi
ml aleli polimorfizm calismasinda, kontrol grubu bireylerde ml alelinin yiiksek
oldugu bildirilmektedir. Dj De Jong ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada bu genin
iilseratif kolite ¢ok yakin bir hastalik olan Crohn hastalig1 ile olasi iligkisine

bakilmis ve hastaligin 1A1*2A ile iliskili olmadigin1 gostermislerdir.

1.3.2. Mikrozomal epoksit hidrolaz

Epoksit hidrolazlar memeli, bitki, bocek, fungus, bakteri gibi pek cok
organizmada genis bir dagilim gosteren enzim grubudur. Organizmadan
organizmaya biyolojik rolleri degisir. Epoksit hidrolazlarin detoksifikasyon,
karbon kaynaklarmin yikimi ve sinyal molekiil diizenlenmesi seklinde ii¢ ana
fonksiyonu vardir. Detoksifikasyon gorevini memeli hiicrelerinde genotoksik
epoksitleri inaktive ederek gercgeklestirir. Katabolizma gorevini bakterilerde
bulunan limonen epoksit hidrolaz basarir. Sinyal molekiil diizenlenmesi memeli
hiicrelerinde daha ¢ok sEH ve mEH enzimleri ile gergeklestirilir (Arand, M. ve
dig. 2003). Epoksit hidrolazlar ilk kez 1973°de Oesch tarafindan detoksifikasyon
enzimleri olarak tanimlanmustir (Oesch, F. 1973). Epoksit hidrolazlar oksiren
tirevlerinin hidrolitik par¢alanmasimni saglarlar. Yani hidratlamayla basit
epoksitleri ve aren oksitleri transdihidrodiollere g¢evirir. Birgok doku
mikrozomlarinda da bu enzimin aktivitesi goriiliir. sEH endojen olarak
tiirevlenen yag asidi epoksitlerinin metabolizmasina katilan ve ekzojen olarak
trans-stilben oksit gibi ksenobiyotikleri metabolize eden bir enzimdir. Bu enzim
sinyal molekiilii gibi davranan lipit epoksitlerinin islenmesinde anahtar bir rol
oynar. Ayrica sEH vazoaktif arasidonik asit epoksitlerinin yikimindan da
sorumludur. Bu enzimi kodlayan gen 8p21-p12 nolu kromozom iizerinde lokalize
olmustur (Arand, M. ve dig. 2003, J. Fretland, A. ve Omiecinski, C.J. 2000).
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Mikrozomal epoksit hidrolaz enzimi benzopren gibi epoksitleri
hidrolizleyerek reaktif ara iiriinler olusturan faz I enzimi olarak gdrev aldig1 gibi
(Laasanen, J. ve dig. 2002), aren, alken ve alifatik epoksitlerin hidrolizi sonucu
olusan reaktif ara iirlinlerin detoksifikasyonundan sorumlu faz II enzimi olarak da
fonksiyon gormektedir (Raunio, H. ve Pelkonen, O. 1995, Gsur, A. ve dig. 2003).
Dolayisiyla mEH biyoaktivasyonda ikili rol oynayan bir enzimdir. Insan mEH
enzimi (E.C.3.3.2.3.) 1 nolu kromozomun uzun kolu iizerinde lokalize olan tek bir
fonksiyonel gen (EPHX 1) tarafindan kodlanir (Seidegard, J.ve Ekstrom, G. 1997).
Bu gen 16 kb uzunlugunda olup 8 intronla ayrilmis 9 ekzona sahiptir. Mikrozomal
EH yaklasik 50 kDa proteini karsilayan 455 aminoasit kalintis1 igerir (Falany, C.N.
ve ark. 1987, Skoda, R.C. ve ark. 1988). EPHX 1 prenatal 1. trimesterden itibaren
hepatositlerde ifade edilmeye baslar (McCarver, D.G. ve Hines, R.N. 2002).
Mikrozomal EH neredeyse biitiin memeli dokularinda bulunur. Ratlar {izerinde
yapilan ilk ¢aligmalarda en ¢ok karaciger olmak {izere akciger, testis, beyin, 16kosit
gibi 26 farkli organ ve dokuda mEH aktivitesi belirlenmistir. Beyinin bir¢cok
kisminda da mEH ifadesi tespit edilmistir (IHOP 1993, Newman, J.W. ve ark.
2005). Bir organda bulunan mEH ifadesi daha ¢ok o organin belli hiicrelerinde
lokalize olmustur. mEH diger ila¢ metabolize eden enzimlerle birlikte beyin kilcal
damarlarinda yiiksek oranda bulundugu igin kan-serebrospinal-beyin bariyeri gibi
fonksiyonu olan dokularda koruyucu giicii énemli 6l¢iide artirir. mEH aktivitesi
koroid pleksusda neredeyse karacigerdeki kadar fazladir. Lenfosit ve monosit gibi
kan hiicrelerinde de mEH aktivitesi ve gen ifadesi belirlenmistir (Newman, J.W. ve
ark. 2005).

Mikrozomal EH’in detoksifikasyon roliiniin daha ¢ok karacigerde olmak
tizere ekstrahepatik dokularda ve beynin koroid pleksusunda da oldugu bildirilmistir.
Mikrozomal EH’in steroid metabolizmasinda onemli rol oynadigi bilinmektedir.
Epoksi-steroidler endojen bilesikler olarak bilinir. mEH steroidojenik dokularda
bulunur. mEH antidstrojen baglayan bolgenin bir altbirimi olarak tanimlanmistir ve
epoksi streoidleri vicinal diollerine hidroliz eder. Epoksit steroidler toksik olabilir.

Ornegin dstrojen epoksit kritik bir meme kanseri baslatic1 faktdr olabilir (Newman,
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J.W. ve ark. 2005). Mikrozomal EH hepatositlerde diiz ER’ye Na+ bagimli konjuge
safra asidi gegisine aracilik eder. lyi bilinen bir PAH olan ve sigara dumani, egzoz
dumani ve ¢ok pigsmis gidalarda bulunan benzo (a) pren CYP’ler ile benzo (a) pren
7,8 oksite cevrilir. Yeni olusan molekiili mEH enzimi metabolize ederek onu ¢ok
karsinojenik olan benzopren 7,8 dihidrodiole ¢evirir (Sekil 1.4). Burada mEH’in
kimyasal madde detoksifikasyon gorevinin yani sira bazen de kimyasal maddeleri

aktive edebilecegi goriiliir (Hirvonen, A. 1999).

Koy bolgesi
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Sekil 1. 4 Benzopren aktivasyonu ve DNA-adduct olusumu (Best, W., Kane).

mEH enziminin yedi polimorfik varyasyon bdlgesi vardir. Bu polimorfik
varyasyon bolgeleri 113 (ekzon-3), 139, 148 (ekzon-4), 348 (ekzon-8), 396, 406,
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420 (ekzon-9) aminoasit kalintilarindadir. PZR-genotip analizlerinden insan
mEH’in iki polimorfik varyasyonunun protein iizerinde etkili oldugu gosterilmistir
(Hassett, C. ve ark. 1994). Bunlardan birincisi ekzon-3 polimorfizmi olup burada
proteinin 113. pozisyonundaki tirozin aminoasidi histidin aminoasidi ile yer
degistirmistir (Tyr113—His113). Burada esas olarak T bazinin C bazina doniistiigii
tek niikleotid degisimi bulunmaktadir. Bu olay enzim aktivitesinde % 50 oraninda
bir azalmaya neden oldugundan ekzon-3 polimorfizmi yavas allel olarak bilinir.
Ikincisi ekzon-4 polimorfizmi olup burada proteinin 139. pozisyonundaki histidin
amino asidi arjinin amino asidi ile yer degistirmektedir (His139—Argl39). Yine
burada A bazinin G bazina doniismesiyle enzim aktivitesinde % 25 oraninda bir
artis meydana geldiginden ekzon-4 polimorfizmi hizli allel olarak bilinir (Takeyabu,
K. ve ark. 2000). Japonya’da 96 epileptik hastanin yer aldig1 bir ¢alismada, EPHX 1
genine ait bes yeni SNP bulunmustur. Bu polimorfizmler; baslama kodonunda,
ekzon 2, ekzon 8, intron 8 ve ekzon 9’da bulunmustur. Bu polimorfizmlerin mEH

enzim aktivitesini etkilemedigi bildirilmistir (Shiseki, K. ve ark. 2003).

Kimyasal karsinojenlerin metabolizmasinda 6énemli rol oynayan mEH enzimi
ve onun polimorfizmi ile kanser arasindaki iliski c¢ok yogun bir sekilde
incelenmistir. Ornegin akciger kanseri ile mEH polimorfizmi arasindaki iligki pek
cok populasyonda calisilmis ve yavas allelin (ekzon 3) akciger kanserine karst
koruyucu, hizli allelin (ekzon 4) ise risk olusturdugu tespit edilmistir. Bu ¢alismalar
sonucunda sigara dumani, kimyasallar gibi gevresel faktorlerin yani sira kimyasal
karsinojen metabolizmasina dahil olan enzimleri kodlayan genlerdeki
polimorfizmlerin akciger kanserine kisisel egilimi degistirdigi bulunmustur
(Benhamou, S. ve ark. 1998, Lin, P. ve ark. 2000, Yin, L. ve ark. 2001, Zhao, H. ve
ark. 2002, Wu, X. ve ark. 2001). Mikrozomal EH polimorfizmi ile 6zefaranjial ve
larinks kanserleri arasinda da bir iligki bulunmustur (Figueras, J.T. ve ark. 2002,
Gasson, A.G. ve ark. 2003, Jourenkova — Mironova, N. ve ark. 2000). Kolerektal
polipte ¢cok pismis et ve sigara tiiketimi varliginda yavas fenotipi (ekzon 3) bir risk
artistyla iligskilendiren ¢aligmalar vardir (Ulrich, C.M. ve ark. 2001, Cortessis, V. ve
ark. 2001). Smith ve arkadaslart mEH polimorfizmi ile amfizem arasinda 6nemli
iliskiler bulurken (Smith, C.A.D. ve ark. 1997), Kore populasyonunda yapilan
caligmada boyle bir iligski bulunamamistir (Yim, J.J. ve ark. 2000). Aflatoksin B1’e

bagli hepatoselliiler karsinoma (HCC) ile mEH polimorfizmi arasinda anlaml
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iligkiler bulunmustur (Timersma, E.W. ve ark. 2001, McGlynn, K. A. ve ark. 1995).
Ingiltere populasyonunda yapilan bir calismada mEH polimorfizmi ile ovaryum
kanseri arasinda bir iliski bulunamazken (Baxter, S.W. ve ark. 2002), Kafkas
populasyonunda yapilan ¢alismada ekzon-4 polimorfizmi ile ovaryum kanseri
arasinda bir iliski bulunmustur (Lancaster, J.M. ve ark. 1996). Kafkasyali bir hasta
kontrol ¢aligmasinda mesane kanseri ile mEH polimorfizmi arasinda bir iliski
gosterilememistir (Ulrich, C.M. ve ark. 2001). Dj De Jong ve arkadaglarinin yaptigi
bir ¢aligmada bu genin iilseratif kolite ¢ok yakin bir hastalik olan Crohn hastaligi ile

olas1 iligkisine bakilmis ve hastalifin 1A1*2A ile iliskili olmadigin1 géstermislerdir.
1.3.3. Glutatyon-S-Transferaz

GST’lar, oksidatif stres ve elektrofilik metabolizma iiriinlerine karsi koruyucu
rol oynayan faz Il metabolizma enzimleridir. GST’ler glutatyonla konjugasyon
yoluyla viicutta bulunan degisik karsinojenik bilesiklerin atilimini saglarlar (A. Sen
ve A. Kirikbakan 2004). GST’ler elektrofil bilesiklerle, niikleofil glutatyonun
konjugasyonunu katalizleyen ¢ok fonsiyonlu enzim ailesidir. GST enzimlerinin
katalizledigi ksenobiyotik metabolizmasi asagidaki sekilde goriilmektedir (Sekil 1.5).
GST’lerin katalizledigi reaksiyon (Ruddon RW. 2007);

SH

O
NH- NH _COOH - :
_YA,V,J\N“ N KSENOBivoTiKk (X))
COOH O

GLUTATYON
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O ~S-X
; )| '
NHa~ _/A“*xh,/\-\,}

COOH Q
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GLUTATYON-S-KONJUGAT

Sekil 1. 5 GST enzimlerinin katalizledigi ksenobiyotik metabolizmasi
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Oncelikli gorevleri DNA’ya baglanabilecek elektrofilleri detoksifiye
etmektir. Ayrica dokular1 oksidatif stresten koruyan hidroperoksit rediiksiyonunu da
katalizlerler (68). GST enzimleri 4 ana smifta incelenebilir. Bunlar o (GSTA),
W(GSTM), n(GSTP) ve O(GSTT)dir (Mannervik B. ve ark. 1982). GSTT1 ve
GSTMI1 enzimleri, CYP’lerin katalizledigi reaksiyon iirlinlerinin, lipid ve DNA
peroksitlerin detoksifikasyonunu saglar (Taningher M. ve ark. 1999). GSTM1’in en
onemli substratlar1 arasinda; aril oksid, aflotoksin B-1, aflotoksin B1 7,8 epoksid yer
almaktadir (Scarpato ve ark., 1996; Autrup, 2000). Enzim, bu karsinojenleri,
glutatyon ile konjlige ederek detoksifiye etmektedir. GSTM1 null bireyler teorik
olarak daha fazla seviyede karsinojen-DNA bilesenlerine sahip oldugu sdylense
(Hemminki ve ark., 1997) de bu konuda celiskili sonuglar vardir (Motykiewicz ve
ark., 1998).GSTM1 geni icin kromozom 1pl13.3 {izerinde ii¢ farkli alel
tanimlanmistir. Bunlardan biri GSTM1 geni tizerindeki gen delesyonudur, null alel
olarak adlandirilir ve homozigot etki gdsterir. GSTM1’in null aleli enzim aktivitesi
gostermez. Diger iki polimorfizm enzim aktivitesinde degisiklife neden olmaz
(Rebbeck TR. 1997). GSTMI1 null alelinin goriilme frekans1 beyaz irkta yaklasik
%50’lerdeyken diger popiilasyonlarda %23-62’dir (Cotton SC. ve ark. 2000).
GSTMI1 null genotipinin kolon kanseri iizerindeki etkisinin arastirildigr 15
calismadan 3 tanesinde GSTM1 ve kolon kanseri arasinda baglanti bulunamamistir
(Deakin M. ve ark. 1996, Butler WJ. ve ark. 1997, Gertig DM. ve ark. 1998). 5
tanesinde azalan risk bulunmustur (Chenevix Trench G. ve ark. 1995, Lee E. ve ark.
1998, Slattery ML. ve ark. 1998, Abdel RS. ve ark. 1999, Slattery ML. Ve ark.
2000). 7 calismada GSTMI1 null aleli ile kolon kanseri arasinda artan risk
bulunmustur (Strange RC. ve ark. 1991, Zhong S. ve ark. 1993, Katoh T. ve ark.
1996, Welfare M. ve ark. 1999, Gawronska SB. ve ark. 1999, Kiss 1. ve ark. 2000,
Chen CL. Ve ark. 1996). Artan riskin bulundugu 7 calismanin yalniz 2’sinde
istatistiksel anlama ulasilmistir.

GSTTI geni enzimi biiyiik miktarda karacigerde ifade edilse de diger bazi
dokularda (eritrosit, akciger, bobrek, beyin) da az miktarda ifade edilmektedir
(Juronen ve ark., 1996a; Juronen ve ark., 1996b; Landi, 2000). Enziminin substratlari
arasinda diklormetan (DCM)), etilendibromid (EDB), p-nitrobenzil klorid (PNBC), p-
nitrofenetil bromid (PNPB), metilklorid (MeC), metiliodid (Mel) ve degisik
halojenize metan ve etanlar bulunmaktadir (Whittington ve ark., 1999; Landi, 2000).

GSTTI1 i¢in kromozom 12q11.2 {izerinde iki farkli alel tanimlanmistir. Bu alellerin

21



biri gen delesyonudur ve null alel olarak adlandirilir. GSTT1’in null alelinde enzim
aktivitesi goriilmez (Rebbeck TR. ve ark. 1997). Beyaz irkta %20 olarak bulunan
null alel frekans1 diger popiilasyonlarda %16-64 arasinda bulunmaktadir. GSTT1’in
null aleli ile kolon kanseri arasindaki baglantiy1 arastiran 8 ¢alismanin 4’iinde kanser
riskinin azdig1 bulunmustur (Gertig DM. ve ark. 1998, Chenevix Trench G. ve ark.
1995, Ali-Osman F. ve ark. 1997). Diger 4 ¢alisma da GSTT1’in null aleli ile kolon
kanseri arasinda artan bir iliski bulunmustur (Deakin M. ve ark. 1996, Butler WJ. ve
ark. 1997, Katoh T. ve ark. 1996, Welfare M. ve ark. 1999). Artan riskin bulundugu
calismalarin 2°sinde istatistiksel anlama ulagilmigtir. GSTT1 delesyonunun GSTM1
ile etkilesimi birgok arastirici tarafinda calisilmistir. Teorik olarak GSTT1 ve
GSTMI1 genlerinin null alelini tasiyan bireyler kimyasal karsinojenlere agik hale
gelmektedirler. Bu sebepten GSTT1 ve GSTMI1’in birlikte ¢alisildigi metotlar
gelistirilmistir. Chen ve ark. yaptiklari calismaya gére GSTTI1 null aleli tasiyan
beyaz irkta GSTM1 geninde de null alel bulunmas1 Afrikan-Amerikanlara gore daha
yiiksektir (Chen CL. Ve ark. 1996). Abdel Rahman ve ark. yaptigi baska bir
calismada da GSTM1’in null alelinin sikligt Kuzey Amerikalilarda %51 iken
Misirlilar da bu %44 olarak bulunmustur. GSTT1 null aleli ise sirasiyla %15, %14.7
olarak bulunmustur (Abdel RS. ve dig. 1999).

1.3.4. XRCC1 (X-ray repair complementing group 1)

DNA tamir kapasitesi ile karsinogenezis ve genetik instabilite arasinda iligki
gosterilmistir. Eriskin gliomasi, mesane, meme, 6zafagus, akciger, prostat, mide, bas
ve boyun kanseri, melanoma gibi bir¢ok kanser tiirii ile DNA tamir genleri arasindaki
iliski arastirilmistir (OGG1, RCC1, ERCCI1, XPC, XPD, XPF, BRCA2, XRCC3,
gibi). Mutajenler eksojen ve endojen olarak DNA’ya etki ederler. DNA onarim
mekanizmalar1 ile onarilmayan genler apoptoz veya kansere yol agabilir. Onarim
mekanizmalarinin amaci replikasyonun korunmasidir. Hiicresel seviyede kontrol
noktalar1 aktive olur ve hiicre dongiisii duraklar. Genetik biitlinliigli korumak ve
DNA seviyesinde tamir saglanmis olur (Gros L. ve ark. 2002). DNA tamir genlerinin
polimorfizmleri enzimleri degistirir ve karsinogenezise neden olur. Ayrica sitotoksik
ve radyasyon tedavisinin etkinligi ile farmakogenetik yatkinlik iliskisi

arastirilmaktadir.

22



“X-ray repair complementing group 1” (XRCC1) DNA tamir genlerinden
olup, 19. kromozomun g 13.2 bdlgesinde yer alan 17 ekzonu, 2087 baz c¢ifti (bg)
transkripsiyon iiriinii olan bir gendir. XRCC1 gen iirlinii, DNA polimeraz beta ve
DNA ligaz III gibi DNA proteinleri ile BER ve tek iplik kirilmalarinin tamirinde
gorev almaktadir. BER DNA tamir mekanizmasinin hasarinda etkili olan faktorler
Iyonize radyasyon, alkilleyici ajanlar ve oksidasyondur (Chacko ve ark., 2005).

XRCC1 DNA tamir geninde yaygin ii¢ polimorfizm vardir. Bunlar kodon 194
(Arg—Trp), kodon 280 (Arg—His) ve kodon 399 (Arg—Gln)’dur. XRCCI1 kodon
399 evrim siirecinde tiirlerde korunmustur. XRCC kodon 399°da, poly (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) ile BRCT (BRCAL C-ucu) proteini ile iliskilidir. BER yolunda,
PARP DNA iplik kirilmalarini ortaya ¢ikaran ¢inko parmak seklinde enzim olup,
endojen oksidatif DNA hasarinin tamirinde biiylik 6neme sahiptir (Duell ve ark.,
2000; Lei ve ark., 2002; Chacko ve ark., 2005). XRCC1 hasarli bazlarin ve tek iplik
kiriklarinin tamirinde etkili rol oynar. XRCC1’in enzimatik bir aktivitesi yoktur
ancak diger BER mekanizmasi proteinleri igin bir iskelet gérevi goriir (Hu Z. ve ark.
2005). XRCC1’in yoklugu DNA ligaz III diizeyinde azalmaya sebep olur (Hung RJ.
ve ark. 2005).

XRCC1 geni polimorfizmleri birgok hastalikta ve dokuda ¢aligilmistir.
Ozellikle kolorektal kanserlerde, meme kanserlerinde (Duell ve ark., 2001; Moullan
ve ark., 2003; Smith ve ark, 2003), pankreas kanserinde (Duell ve ark., 2002) mesane
kanseri (Stern ve ark., 2001; 2002), bas ve boyun kanserlerinde (Tae ve ark., 2004;),
akciger kanserleri (David-Beabes ve London, 2001; Park ve ark., 2002; Sreeja ve
ark., 2007), prostat kanserinde (Rybicki ve ark., 2004), deri kanserlerinde
(Hemminki ve ark., 2001), 16kosit hastaliklarinda (Duell ve ark., 2000; Qiao ve ark.,
2002) ve hematolojik malignansilerde DNA tamir geni XRCC1 geni polimorfizmleri
incelenmistir (Seedhouse ve ark., 2002; 2004; 2006). Deri, mesane, prostat, akciger
kanserinde ve hematolojik malignnasilerde XRCC-1 polimorfizminin koruyucu etkisi
gosterilirken meme kanseri gelisimde risk faktorii oldugu gosterilmistir. Kolon

kanserinde ise istatistiksel anlama ulasan bir sonug elde edilmemistir.
1.3.5. CYP 2C9*3

CYP2C9 geni kromozomun 10 q24.1 bolgesinde haritalanmis yaklasik 55 kb
uzunlugunda ve 9 ekzondan olusan bir gendir. CYP2C9 da diger P450 enzimleri gibi

substratlarinin  dealkilasyon, demetilasyon ve hidroksilasyonundan sorumludur.
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Ayrica diger P450 enzimleri gibi CYP2C9'un metabolize ettigi substratlar arasinda
endojen bilesiklerde yer almaktadir. CYP2C9 karaciger arasidonik asitini tek bagina
metabolize etmektedir. CYP2C9 bir¢ok ilacin metabolize edilmesine katilir ve bu
gendeki polimorfizm ilaglarin etkisini degistirebilir veya toksisitesini artirabilir
(Ablin ve ark 2004). CYP2C9 i¢in en iyi bilinen ila¢ substratlari yapilarinda
karboksilik grup iceren zayif asitlerdir. Tolbutamid gibi oral hipoglisemik ajanlar,
fenitoin gibi antiepileptik ilaglar, oral antikoagiilan kumadin, ibubrufen gibi
nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglar ve losartan gibi angiotensin II blokerleri
CYP2C9 tarafindan metabolize edilir (Ablin ve ark 2004, Tabrizi ve ark 2002).
CYP2C9'da olusan genetik polimorfizm enzim aktivitesi iizerinde Onemlidir.
CYP2C9*3 ekson 7'de A1075C transversiyon sonucu izoldsinin ldsin ile yer
degistirmesiyle olusur (Herrman ve ark. 2003, Ablin ve ark 2004, Tabrizi ve ark
2002). CYP2C9*3 genotipini heterozigot (CYP2C9*I/*3) ya da homozigot (CYP2C9
*3/*3) olarak tasiyan, bir ya da her iki allellinde mutasyon olan bireylerdir. CYP2C9
lle359Leu (A1075C) olarak da bilinen bu genotipe sahip bireylerde CYP2C9 enzimi
%5 kapasite ile ¢aligir. CYP2C9*3 varyantinin fonksiyonel énemi in vitro ve in vivo
olarak pek ¢ok substrat i¢in c¢alisilmistir (Miners, J.O. ve Birkett, D.J. 1998).
CYP2C9*3 varyanti i¢in enzim aktivitesinde farkli substratlar s6z konusu oldugunda

3-30 kat arasinda bir azalma oldugu gosterilmistir (Takanashi, K. ve dig. 2000).
1.3.6. TPMT (Tiyopiirin metiltrasferaz)

Tiyopiirin ~ metiltransferaz  (TPMT) Faz 11 grubundan olan ilag
metabolizmasinda yer alan sitoplazmik bir enzimdir. Hem prokaryot hem
okaryotlarda mevcuttur. Onceleri fare ve siganlarin bdbrek ve karacigerlerinde
bulundu daha sonra insan kalp, plesanta, kan hiicreleri, pankreas ve bagirsak
dakularinda da oldugu gosterilmistir. (Krynetski ve Evans 2003).

TPMT geni kromozomun 6p22.3. bolgesinde lokalizedir. Bu gen yaklasik 34
kb uzunlugunda 10 ekzon 9 introndan olusur. (Szumlanski ve dig. 1996). TPMT geni
yaklasik 35 kD molekiiler agirliginda ve 245 amino asitten olusan bir proteini kodlar.
TPMT enzimi tiyopiirin igeren ilaglardaki aromatik S-metilasyonu ve heterosiklik
siilfidril bilesikleri katalizler (Ames ve dig. 1986). Metiltransferaz bagimli S-
adenosil-L-metiyonin (SAM) alt ailesi TPMT vye aittir ve metil donérii olarak SAM
kullanir. Sekil 1.6. TPMT nin katalizledigi reaksiyonu gosterir. Fakat bu enzim diger
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metiltransferaz bagimli SAM’ler ile dizi olarak bir benzerlik tasimaz. Ayni zamanda

bilinen SAM baglama motiflerinden yoksundur.

SH SCH,
TPMT

- N - N
LY Y
N N N N
H H
SAM SAH
(S-Adenosil metiyonin)  (S-Adenosil homosistein)

6- Merkaptopiirin 6- Metilmerkaptopiirin
Sekil 1. 6 TPMT tarafinda 6MP nin metilasyonu

TPMT endojen substrat icermez ve biyolojik rolii heniiz cevaplanamamustir.
Tiyopiirin kullanilmadik¢a fenotipik olarak TPMT eksik bireylerde yaban tip
bireylerden bir fark ayirt edilemez. Bu gercek TPMT’nin viicutta hayati bir
fonksiyonu olmadigini gosterir. Caligmalar TPMT nin endojen substratlarini tespit
etmeye yonelik devam etmektedir. Karsilastirmali genomik ¢alismalar bu enziminin
biyolojik roliinlin arastirllmasinda iyt bir aragtir. Karsilastirmali genomik
caligmalardaki veriler gosteriyor ki TPMT nin biyolojik rolii muhtemelen siilfiir,
selenyum, tellur igeren organik ve inorganik bilesiklerin metil grubu kaynagi olarak
SAM ile metilasyondur. Sican detoksifikasyon yolagindaki dimetil selenide
teskilinden dolayr insanda TPMT nin siilfiir, selenyum ve tellurun daha az toksik
metilli bilesiklere detoksifikasyonunda rol aldig1 varsayiyilir. (Hassoun ve ark. 1995;
Krynetski ve ark. 1995).

TPMT monomerik bir enzimdir ve 2 set alfa heliks yapinin arasindaki 9 beta
yaprak yapidan olusan tek domainli bir proteindir. (Rutherford ve Daggett, 2008).
Tek niikleotid degisimleri olan genetik polimorfizmler TPMT’de amino asid
degisimi ile sonuglanir. Bu amino asid degisimleri aktif bolgede bozukluga yok agar
ve protein yapisinda bozukluk olur (Rutherford ve Daggett, 2008).

Degisik TPMT alleleri polimorfizmler tasirlar ve bunlarda enzim eksikligi
veya diisiik aktiviteye neden olur. Mutasyon tasimayan TPMT allelerinde

(homozigot yaban tip) genellikle yiiksek enzim aktivitesi goriiliir. Homozigot mutant
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allellerde ise TPMT eksikligi goriiliirken heteroziogot olan bir mutant bir yaban tip
allel tagiyan bireylerde orta seviyede enzim aktivitesi goriiliir.

Bugune kadar 23 tane tek niikleotid degisinin TPMT de enzim aktivitesini
degistirdigi bildirilmistir. (Teml ve dig. 2007). Gendeki tek niikleotid degisimi ile
eksik amino asit kodlanir ve enzim aktivitesi degismis olur. Defektif allellerde enzim
aktivitesi % 80 den daha fazla diiser (G238C, G460A ve A719G) ve bunlar TPMT*2,
TPMT*3B ve TPMT*3C olarak isimlendirilmistir. (Yates ve dig. 1997). TPMT*2’de
ekzon 5’teki G238C degisimi Ala80Pro aminoasid degisimi ile sonuglanir.
(Krynetski ve dig. 1995). TPMT*3B’de ekzon 7’deki G560A degisimi Alal54Thr
aminoasid degisimi ile sonuclanir. TPMT*3C’de ekzon 10°daki A719G degisimi
Tyr240Cys aminoasid degisimi ile sonuglanir. (Loennechen ve dig. 1998).

1.3.7. CYP3A4*1B

CYP3 karacigerde en ¢ok bulunan ailedir ve tek bir alt aileyi igerir. N-
dealkilasyon reaksiyonlarini katalize eden CYP3A4 ila¢ metabolizmasinda rol alan
CYP450 enzimleri i¢inde, en aktif olanmidir. Ayrica kalin bagirsakta  yiiksek
yogunlukta bulunur (Rendic ve ark. 1997, Thummel ve ark. 1998).

CYP3A alt ailesi, protein seviyesi bireyler arasinda 40 kat degisebilmesine
ragmen, insan karacigerindeki toplam P450°nin %30’unu olusturur (Shimada ve ark.
1994, Pelkonen ve Breimer 1994). Bu alt aile 3 {iyeden olusur (Nelson ve ark. 1996).
Insan karacigerinde en ¢ok bulunan CYP enzimi CYP3A4’tiir ve pek ¢ok dokuda
ekspres edilir. Ancak ilaglarin ve diger kimyasallarin metabolizmasinda, karaciger
kadar ince bagirsaktaki ekspresyonda ¢ok onemlidir (Guengerich 1999). CYP3A4
giinimiizde kullanilan ilaglarin yarisinin metabolizmasina katilir (Bertz ve
Granneman 1997). Ornegin; testosteron 6B-hidroksilasyonu, midazolam 1°- ve 4-
hidroksilasyonlari, nifedipin oksidasyonu ve eritromisin N-demetilasyonu bu enzim
tarafindan katalize edilir. CYP3A4’{in bilinen substratlari, asetaminofen (Mr 151),
siklosporin A (Mr 1201) gibi diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir (Guengerich
1999).

3A4*1B nin polimorfik varyantlarinda enzim aktivitesi degismektedir. Enzim
aktivitesi degisen bireylerde ilag detoksifikasyonu da degismektedir. 3A4*1B de tek

niikleotid degisimi polimorfizmi vardir. 3A4*1B’nin 5° kodlanmayan bolgesinde
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A293G degisimi vardir. Bu genetik allele sahip bireylerde prostat kanserine
yakalanma riski saglikli bireylere gore daha fazladir. (Rebbeck TR. ve ark. 1998)

1.3.8. CYP2D6*2

Genetik polimorfizm gosteren CYP2D6 enzimi, CYP2D alt-ailesine ait; 1
geni ve 4 pseudogeni bulunmaktadir. CYP2D6 (E.C.1.14.14.1.) gen kiimesi, 22.
(22q13.1) kromozomun uzun kolu iizerinde CYP2D8P, CYP2D7P/CYP2D7AP ve
CYP2D7BP pseudogenleriyle (inaktive edici mutasyonlar1 igerirler) birlikte yer
almaktadir (Benny, K. ve Abraham, C. 2001). CYP2D6 geni 4.3 kb (4381 bp)
uzunlugunda olup 7 intronla ayrilmis 9 exon igerir ve 497 amino asit (55.769 Da)
igeren bir proteini kodlar (Ingelman-Sundberg, M. ve Benjamin, M. 2005).

Genotipleme ¢alismalartyla, CYP2D6 lokusunun 70’den fazla varyant alleli
oldugu ve bunlardan en azindan 15 tanesinin fonksiyonel olmayan gen iirlinlerini
kodladig1 saptanmistir (Aynacioglu, A. S. 2001). Defektif allellerin, gen delesyonu
sonucu pseudogenlerle ve tek baz mutasyonlariyla meydana gelen ¢ergeve kaymasi,
yanlis anlamli, anlamsiz ya da “splice-site” mutasyonlariyla olustugu
diisiiniilmektedir. Bu alleller normal genden farklilik gdstermekte ve enzimin
etkinligini 6nemli oranda degistirmektedir. Sonugcta; ilag toksisitesinden, kanser ve
bazi hastaliklara olan yatkinliktan sorumlu olabilen; yavas, orta, hizli ya da ultra hizli
metabolizor fenotipleri meydana gelmektedir (Kayaalp, O. 1994).

CYP2D6*2 olarak adlandirilip sonradan CYP2D6*41 olarak degistirilen *41
allelinde, -1584 C>G polimorfizminin yanisira, 2988G>A polimorfizmininde intron
6 bolgesinde meydana geldigi, yapilan arastirmalarla ortaya konmustur. Yeni
caligmalarda bu allelin olusum siirecinde alternatif splayzing’inde rol oynayabilecegi
fikri {lizerinde durulmaktadir. CYP2D6*41 alleli tiim populasyonlarin % 8’ini
olustururken, beyaz irk'da IM (orta metabolizor) fenotipine sahip bireylerin %
50’sini olusturmaktadir (Ulrich, M. ve ark. 2004). Fonksiyonel allel grubunun bir
diger {iyesi olan ve artan enzim  aktivitesi gdsteren allellerden
(CYP2D6*1xN,*2xN,*35xN), CYP2D6xN allelleri (UM), Bati  Avrupa
populasyonunda % 1-2°lik bir dagilim gosterirken, Etiyopyalilarda, Suudi
Arabistanlilarda ve Ispanyollarda bu dagilimin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Fonksiyonel allel grubunun son iiyesi olan ve normal fonksiyon gosteren alleller ise

CYP2D6*1,*2,*33 ve *35 allelleridir (Griese, E. U. ve dig. 1998, Dahl, M. L. ve dig.
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1995, Agundez, J. A.. ve dig. 1995, Ingelman-Sundberg, M. ve dig. 1999, Sachse, C.
ve dig. 1997).

1.4. Calismanin Amaci

Insandan insana genom farkliliklar1 (polimorfizm), immiin cevabin ve ilag
etkinliginin ~ kigsiden kisiye degismesinin, insanlarin  hastaliliklara  kars1
yatkinliklarinin gercek nedeni olarak gosterilmektedir. Farmakogenetik, ilaca yanit
olusturmanin veya toksisitenin gelismesi bakimindan bireyler veya cesitli toplumlar
arasinda gozlenen farkliliklarin olusumunda genetik faktorlerin katkisini inceler.
Bireylerde 6zellikle ilag metabolize edici enzimlerin genetik varyasyonlari, en uygun
ilag veya doz se¢imi yapmaya olanak saglayan farmakogenetik/toksikogenetik veya
toksikogenomik yaklasim giderek daha fazla klinik ve terapdtik Onem
kazanmaktadir.

llaglarin biiyiik bir ¢ogunlugunun oksidatif metabolizmasindan sorumlu
sitokrom P450 enzimlerinde karsilagilan genetik farkliliklar ilag tedavilerinin yetersiz
kalmasina ya da toksik reaksiyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olarak bir ¢ok ilacin
metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Bu arastirmada ila¢ metabolizasinda 6nemi rol oynayan sitokrom P450 enzim
ailerinden genetik polimorfizm go6zlenen 3 aileye ait (CYP1, CYP2 ve CYP3) ve Faz
II enzimlerinin polimorfizmlerinin normal ve kolit hastalarindaki dagilimlar: tespit
edilmeye caligilacak ve kolit hastaligi ile olasi bagntilari saptanacaktir. Ulseratif
kolit hastalar1 tedavi amagh fazla miktarda ilag kullanmaktadirlar bu calismadaki
enzim gruplarindan TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, 3A4*1B, 2C9*3 ve 2D6*2
kullanilan bu ilaglarin metabolizmasinda gérev alan 6nemli enzimlerdir ve bu
genlerdeki polimorfizmler hastaligin seyrini, tedavisini veya gelisimini Onemli
ol¢iide etkileyebilir. Ayrica iilseratif kolit hastalarinin kanser gibi ikincil hastaliklara
yakalanma riskleri yiiksektir. Bu nedenle 1A1*2A, mEPHX*3, mEPHX*4, GSTT],
GSTM1, XRCC1 kodon 194 ve XRCC1 kodon 399 gibi kanser metabolizmasinda

gorev alan enzimlerin polimorfizmleri de incelendi.
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2. BOLUM
2.1. Materyal
2.1.1. Kan orneklerinin toplanmasi

CYPIA1*2A geni i¢in 200, CYP2C9*3, CYP2D6*2, mEPHX*3, mEPHX*4,
CYP3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon
194, XRCC1 kodon 399 genleri icin 130 kan Ornegi Yenisehir Aile Sagligi
Merkezi’nde Dr. Ildeniz DURAN kontroliinde saglikli goniillii bireylerden alindi.
Kanlar1 alinan her birey i¢in ad1, soyadi, cinsiyeti, dogum yeri ve yili, ebeveynlerinin
dogum yeri, sigara kullanip kullanmadig1 ve kronik rahatsizliginin olup olmadigin
iceren goniilli formu verilmis ve imzalatildi. Bu formlardan bir 6rnek ek-1 kisminda

belirtilmistir. Kronik rahatsizli§i bulunan kanser, diyabet vb. bireyler bu ¢aligmaya
dahil edilmedi.

CYP1A1*2A, CYP2C9*3, CYP2D6*2, mEPHX*3, mEPHX*4,
CYP3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon
194, XRCC1 kodon 399 genleri igin 115 kan 6rnegi Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Boliimiinde Prof. Dr. Necla OSMANOGLU kontroliinde iilseratif
kolit teshisi konmus bireylerden alindi. Kanlar1 alinan her birey i¢in adi, soyad,
cinsiyeti, dogum yeri ve yili, ebeveynlerinin dogum yeri, sigara kullanip
kullanmadig1 ve kronik rahatsizliginin olup olmadigini igeren goniillii formu verildi
ve imzalatildi. Bu formlardan bir 6rnek ek-1 kisminda belirtilmistir. Kronik

rahatsizlig1 bulunan kanser, diyabet vb. bireyler bu ¢alismaya dahil edilmedi.

Gonilli bireylerden vakumlu K3-EDTA’ ©1 tiiplere alinan 2 mL’ lik kan
ornekleri kullanilana kadar -80°C” de saklandi. Bu kanlar kullanim sirasinda 4'C’ de

tutulmustur.

Sekil 2. 1 Kan 6rneklerinin alindigt K3-EDTA’ I tiipler
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2.1.2. Enzimler ve kimyasallar

Agaroz (A-9539), etilen daimin tetra asetik asit (EDTA; E-5134), sodyum
dodesil siilfat (SDS; L-4390), 2-amino-2(hidroksimetil)-1,3-propendiol (Tris; T6066)

Sigma Kimyasal Firmasindan alinmaistir.

Etidyum bromiir (CAS#N/A), Triton X-100 (CAS#9002-93-1) Bio Basic Inc.

Firmasi, Saint Louis, Missouri, USA’ den saglanmaistir.
Absolut etanol (121086) Pancreac Firmasindan alinmustir.

Sodyum kloriir (NaCl; 13423), Potasyum kloriir (KCl; 12636) Riedel de Haén

Firmasi, Seelze’ den alinmustir.

Hot start Taq DNA polimeraz (#£P0602), dNTP (#R0191), 10X PCR
tamponu (00023213), MgCl, (00022182) ve restriksiyon enzimleri Mspl (Hpa II;
#ERO0541), Eco47l (Ava Il; #ER0311), Mph1103I (Ava IlI; #ER0731), Mboll
(#ER0821), Hhal (#ER1851), Mwol (#ER1731), Accl (#ER1482) ve Pvull
(#ER0631) tamponlart da Buffer TANGO (#YBY5), Buffer R (#BR5) MBI

Fermentas, USA firmasindan saglanmigtir.
2.1.3. Primerler

CYP1A1*2A, CYP2C9*3, CYP2D6*2, mEPHX*3, mEPHX*4,
CYP3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon
194, XRCC1 kodon 399 genlerinin polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in 13 set
oligoniikleotid primer kullanilmistir. Kullandigimiz bu primerler HPLC safliginda ve
100 nmol skalada Bio Basic Inc. firmasindan saglanmis ve -20°C’de saklanmustir.

Kullanilan primerler tablo 2.1 ve 2.2’ de verilmistir.
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Tablo 2. 1 Primerler ve ozellikleri

Gen ileri Primer ve Geri Primer Uzunluk| ;GG | ErimeSwcakhqu (M e i Asirin
Icerigi Na+)

CVPLAT*IA 5-TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT-3’ 21Baz | 47,62% 68,88 6,403.10 pg/umol

5’-CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT-3’ 21Baz | 57,14% 72,79 6,511.21 pg/umol

Cvpocgra |3 -AAT AAT AAT ATG CAC GAG GTC CAG AGATGC-3" | 30Baz | 40% 75,4 9272,03 pg/umol

5-GAT ACT ATG AAT TTG GGA CTT C-3’ 22Baz | 36,36% 65,73 6764,37 pg/umol

CYPIDE*2 5-GCTGGGGCCTGAGACTT-3 17Baz | 52,68% 69,86 5786,98 pg/umol

5-GGCTATCACCAGGTGCTGGTGCT-3 23Baz | 51,36% 66,63 7021,63 pg/umol

EPHX*3 5’- CTTGAGCTCTGTCCTTCCCATCCC -3’ 24Baz | 54% 68,76 6809,76 pg/umol

5~ AATCTTAGTCTTGAAGTGACGGT -3’ 23baz | 51,66% 67,09 6730,47 pg/umol

N 5’- GGGGTACCAGAGCCTGACCGT -3’ 21Baz | 44,98% 68,98 6231,09 pg/umol

5’- AACACCGGGCCCACCCTTGGC -3’ 21Baz | 43,89% 67,9 6243,87 pg/umol

CVPAALFLE 5’- GAACTCCCTGAAAAGCTAAAG -3’ 21Baz | 42,36% 66,93 6432,26 pg/umol

5~ GTTGGGCTCAAATATACGGTGG -3’ 22Baz | 50% 71,32 6830,47 pg/umol

- 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC -3’ 23Baz | 47,33% 71,76 6876,44 pg/umol

5~ TCACCGGATCATGGCCAGCA -3’ 20Baz | 60% 72,35 6086,99 pg/umol
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Tablo 2. 2 Primerler ve ozellikleri

Gen ileri Primer ve Geri Primer Uzunluk | ;GG | ErimeSwcakhigtAM 1 wp i A
Icerigi Na+)
CSTML 5’- GAACTCCCTGAAAAGCTAAAG -3’ 21Baz | 42,86% 66,93 6432,26 pg/umol
5’- GTTGGGCTCAAATATACGGTGG -3’ 22Baz | 50% 71,32 6830,47 pg/umol
CVPLAL 5’- GAACTGCCACTTCAGCTGTCT -3° 21Baz | 52,38% 70,83 6357,14 pg/umol
5’- CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC -3’ 21Baz | 52,38% 70,83 6437,2 pg/umol
5’- GTATGATTTTATGCAGGTTTG 3’ 21Baz | 33,33% 63,02 6497,24 pg/umol
TPMT*2 5’- GTATGATTTTATGCAGGTTTC 3’ 21Baz | 33,33 63,02 6497,21 pg/umol
5 - TAAATAGGAACCATCGGACAC-3’ 21Baz | 42,86% 66,93 6432,26 pg/umol
TPMTH3E 5’- AGGCTCCTAAAACCATGAGGG -3 21Baz | 52,38% 70,83 6464,26 g/umol
5’- GTATACTAAAAAATTAAGACAGC -3’ 23Baz | 26,09% 62,85 7072,7 pg/umol
PTG 5-CAGGCTTTAGCATAATTTTCAATTCCT C-3° | 27Baz | 45,78% 60,78 8987,43 pg/umol
5 - TGTTGGGATTACAGGTGTGAGCCA C-3’ 25Baz | 41,43% 70,12 8675,09 pg/umol
5’- GCCCCGTCCCAGGTA -3’ 15Baz | 73,33% 66,57 4513,96 pg/umol
XRCC1 Kodon 194 5°- AGCCCCAAGACCCTTTCACT -3° 20Baz | 55% 70.3 5981,91 pg/umol
RCCL Kodon 399 5- TCTCCCTTGGTCTCCAACCT -3’ 20Baz | 55% 70,3 5954,85 pg/umol
5’- AGTAGTCTGCTGGCTCTGG -3’ 19Baz | 57.89% 69,71 5850,81 pg/umol
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2.2. Metod
2.2.1. insan kanindan genomik DNA izolasyonu

Insan kanindan genomik DNA izolasyonu igin toplanan kanlardan 750 pL
kan eppendorf tiiplerine aktarildi. Bu miktarin tizerine 750 uLL TKME (Tris-CI-KCI-
MgCl,-EDTA) tamponu (pH 7,6) ve 80 uL Triton X-100 eklendi (Bu ¢ozeltilerin
hazirlanislart Ek-2’ de belirtilmistir). Bu karisim el yardimiyla 3 kez asagi-yukari
hareket ettirilerek karistirildi. Karistirmadan sonra oda sicakliginda 10000xg” de 10
dakika Sigma 1-4 (Sigma Aldrich, Germany) masaiistii santrifiijii kullanilarak
karisim 2 faza ayristirildi. Santrifiij isleminden sonra supernatant kismi mikropipet
(Finnepippette) yardimiyla atildi. Pelet kismina 750 pL TKME eklenerek 3 kez pelet
yikama islemi gerceklestirildi.

Yikama isleminden sonra arta kalan pelet iizerine 200 pL TKME ve 20 pL
%10’ luk SDS (Sodyum dodesil siilfat) eklenip vortex ile 8 saniye karistirildi.
Ardindan 60°C’ de Pasteur firminda 10 dakika inkiibasyon islemine tabi tutuldu.

Inkiibasyon isleminden sonra karisimin iizerine 75 pL doymus NaCl
(Sodyum kloriir) ¢ozeltisi eklenerek 4'C’de 14000xg’ de Sigma 1-15K santrifiijiiyle
10 dakika santriftij islemi yapildi. Bu islem yapilirken yeni steril eppendorflar
hazirlandi ve santrifiij isleminden ¢ikan karistmin supernatant kismi yeni

eppendorflara aktarildi.

Yeni eppendorflardaki supernatantin tizerine 590 pL %100’ lik EtOH (Etil
alkol) eklendi. Bu karigim -20'C’ de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
isleminden sonra bu karisim 4 C’ de 10000xg’ de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra supernatant kismi atilip {izerine %70’ lik EtOH ilave edildi ve 4 C’
de 10000xg’ de 10 dakika santrifiij edildi. Bu islemden sonra supernatant kismi atilds

ve oda sicakliginda pelet kurumaya birakildi.

Kurutma isleminden sonra pelet tizerine 200 uL. TE (TrisCI-EDTA) tamponu
(pH 8.0) eklenerek 37°C’de Pasteur firninda inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan
sonra par¢alanmamis genomik DNA izole edildi ve -80°C’ de sifreli bir bigimde

saklandi.
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2.2.2. Genomik DNA’ nin agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi

Izole edilen DNA’ lar %1’ lik agaroz jel hazirlanarak 8 cm x 9 cm tablaya
sahip Thermo yatay agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiildii. %1’ lik agaroz jel, 0,4 gr
agaroz erlende tartilip tizerine 10X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponundan 40
mL 1X’ lik TAE tamponu ilave edildi. Bu karisim mikrodalga firminda kontrollii bir

sekilde agaroz ¢oziinene dek 1sitma islemi gerceklestirildi.

Coziinme isleminden sonra agaroz soliisyonu sogutularak tizerine 1 pL EtBr
(Etidyum bromiir) eklendi ve daha o©nceden kurulmus elektroforez tablasina
dokiilerek kati hal olusuncaya kadar beklendi. Kati hal alan agaroz jel, taraklar
cikarildiktan sonra elektroforez tankina, kuyucuklar DNA’nin —° den +’ ya

yiirliyebilmesi i¢in elektroforezin (—) kutbuna dogru yerlestirildi.

Elektroforez tanki DNA’ y1 vyiirlitmek icin 250 mL 1X TAE yiiriitme
tamponuyla dolduruldu. Yiiriitme tamponu tanka jele zarar vermeyecek sekilde
dikkatli bir bigimde jelden 1 mm yukarida olacak sekilde dolduruldu. 6 L DNA
Oornegi 2 pL yiirlitme boyasi ile muamele edilerek mikropipet ile jelde bulunan
kuyucuklara aktarildi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglandi 90 Volt, maksimum 500
mA de 50 dk siiresince yiritiildii. Ydrlitme bitince jel UV transilluminatdrde
incelenip DNR LightBis Prolmage Analysis System (DNR Biolmaging System Ltd.

Jerusalem, Israel) cihazinda fotograflandi.
2.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu

Izolasyonu yapilan DNA’ lar polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile
cogaltildi. Bu amagla CYP1A1*2A, CYP2C9*3, CYP2D6*2, mEPHX*3,
MEPHX*4, CYP3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C,
XRCC1 kodon 194, XRCCI1 kodon 399 genleri igin ayr1 ayr1 polimeraz zincir
reaksiyonu i¢in sicaklik, dongli ve zamanlari optimize edildi. Polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi Techne Progene (Techne Ltd., Duxford, Cambridge) cihazi ile
gergeklestirildi. Pzr kosullar1 Tablo 2.3 ve 2.4’te, sicaklik, dongii ve zamanlar ise

Tablo 2.5’te verilmistir.
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Tablo 2. 3 Pzr kosullar1

dNTP Ileri Geri
10X Pzr MgSOq Karisim (10 Primer Primer Genomik | Taq Polimeraz _

Gen Tamponu | @smm) mM) (10 pmol) | (10 pmol) DNA (5U/uL) Steril Ultra Saf Su
CYP1AL1*2A 2,5uL 2 ulL 0,75 uL 0,5 uL 0,5 uL 1ug 0,4 uL 25 pL ye tamamlayana kadar
CYP2C9*3 2,5uL | 1,75 uL 0,75 uL 0,5 uL 0,5 uL 1ug 0,4 uL 25 uL ye tamamlayana kadar
CYP2D6*2 2,5 ul 2 uL 0,75 uL 0,5 uL 0,5 uL 1 ug 0,4 uL 25 uL ye tamamlayana kadar
MEPH*3 2,5 ul 2 uL 0,75 uL 0,5 uL 0,5 uL 1ug 0,4 uL 25 uL ye tamamlayana kadar
mEPH*4 2,5 uL 2 uL 0,75 uL 0,5 uL 0,5 uL 1ug 0,4 uL 25 uL ye tamamlayana kadar
CYP3A4*1B 2,5 uL 2ulL 0,75 uL 0,5 uL 0,5 uL 1 ug 0,4 uL 25 pL ye tamamlayana kadar
TPMT™*2 2,5 ul 1 uL 0,75 uL 1 uL 1 uL 1ug 0,4 uL 25 uL ye tamamlayana kadar
TPMT*3B 2,5uL 2 ulL 0,75 uL 1 uL 1 uL 1ug 0,4 uL 25 pL ye tamamlayana kadar
TPMT*3C 2,5 uL 1 uL 0,75 uL 1 uL 1 uL 1ug 0,4 uL 25 uL ye tamamlayana kadar
XRCC1 Kodon 194 2,5uL 1,5uL 0,75 uL 0,5 uL 0,5 uL 1 ug 0,4 uL 25 pL ye tamamlayana kadar
XRCC1 Kodon 399 2,5ul 1,5 uL 0,75 uL 0,5 uL 0,5 uL 1 pg 0,4 uL 25 pL ye tamamlayana kadar

Tablo 2. 4 GST Pzr kosullar
L g . Ta
G | fompons| M50 | T ™ | oA o nay | A ey | oA | Polmeras | el i saf
GST 25uL | 2puL 0,75 pL 1,5 uL 1,5 uL 1 ng 0,4 uL 25 uL yek;aég';‘mlaya“a
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Tablo 2. 5 Pzr sicaklik, dongii ve zamanlari

Gen Baslangic Denaturasyonu | Denaturasyon Yapisma Uzama Son Uzama
°C Dakika °C Saniye °C | Saniye °C Saniye | °C | Dakika

CYP1A1*2A 95 3 94 60 55 90 72 75 72 6
CYP2C9*3 95 3 95 60 59 90 72 120 72 6
CYP2D6*2 95 3 94 45 62 45 72 75 72 6
MEPH*3 95 5 94 60 54 60 72 60 72 10
mEPH*4 95 5 94 60 64 60 72 60 72 10
CYP3A4*1B 95 3 94 45 61 90 72 150 72 6
GST 94 5 94 120 59 60 72 60 72 10
TPMT*2 95 5 94 60 57 120 72 60 72 7
TPMT*3B 95 3) 94 60 53 120 72 60 72 7
TPMT*3C 95 5 94 60 55 120 72 60 72 7
XRCC1 Kodon 194 95 3 94 30 61 45 72 45 72 5
XRCC1 Kodon 399 95 3 94 30 57 45 72 45 72 5
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2.2.4. PZR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesimi

Mspl, Mboll, Mph1103l, Hhal, Mwol, Accl, Pvull, Mspl, Tthlll, Rsal
restriksiyon endoniikleazlar1 sirasiyla 1A1*2A, 3A4*1B*, 2C9*3, 2D6*2,
TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 Kodon 194, XRCC1 Kodon 399, mEPH*3 ve

mEPH*4 genlerinin polimorfizleri i¢cin RFLP analizinde kullanilmistir.

Tablo 2.6’da PZR firiinlerinin kesim sartlar1 verilmistir. 8 pLL PZR {irtinii 2 pL
tampon, 10 puL ultra steril saf su ve 2,5 {inite restriksiyon enzimi ile eppendorf tlipiin
icerisinde 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi. inkiibasyon isleminden sonra genotip

analizi i¢in kesim tiriinlerine % 2’lik agaroz jel elektroforezi uygulandi.

2.2.4.1. GST’lerin genotip Analizi

PZR isleminden sonra. homozigot dominant, ve null polimorfizmlerini (polimorfik)
belirleyebilmek i¢in %2’ lik agaroz jel -elektroforezinde yiiriitiilme islemi
gerceklestirilmistir. Gorilintiileme sonucunda GSTT1 i¢in 459 be bir bandin, GSTM1
icin 219 be¢’lik bir bandin varligmma veya yokluguna goére sirasiyla homozigot
dominant veya null olduguna karar verilmistir. CYP 1A1 geni internal kontrol olarak

kullanilmistir 314 bg lik bir bant her zaman goziikmelidir.

2.2.4.2.TPMT*2’nin Genotip analizi

PZR isleminden sonra. homozigot dominant, ve null polimorfizmlerini (polimorfik)
belirleyebilmek i¢in %2’ lik agaroz jel -elektroforezinde yiiriitilme islemi
gerceklestirilmistir. Goriintiileme sonucunda her iki PZR i¢in 254 bg bir bandin
varligina veya yokluguna gore sirasiyla homozigot dominant veya null olduguna

karar verilmistir.

37



Tablo 2. 6 PZR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesim sartlari

Gen Tampon (10x) PZR Uriinii Enzim (10 U/uL) Saf Su
Ad1 Eklenen Hacim Eklenen Hacim Ad1 Eklenen Hacim Eklenen Hacim

CYP1A1*2A TANGO 2 ul 8 uL Mspl 0,25 uL 10 uL
CYP2C9*3 R 2 ul 8 uL Mph1103I 0,25 uL 10 uL
CYP2D6*2 TANGO 2 ulL 8 uL Hhal 0,25 uL 10 uL
mEPH*3 B 2uL 8 uL Tthlll 0,25 uL 10 uL
mEPH*4 TANGO 2 ul 8 uL Rsal 0,25 uL 10 uL
CYP3A4*1B B 2 uL 8 uL Mboll 0,25 uL 10 uL
TPMT*3B TANGO 2 uL 8 uL Mwol 0,25 uL 10 uL
TPMT*3C B 2 uL 8 uL Accl 0,25 uL 10 uL
XRCC1 Kodon 194 G 2 uL 8 uL Pvull 0,25 uL 10 uL
XRCC1 Kodon 399 | TANGO 2 ul 8 ulL Mspl 0,25 uL 10 uL
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2.3. istatistiksel Analiz

Saglikli kontroller ve ilseratif kolitli hastalarda genlerin polimorfizmlerinin
genotip, allel frekanslar: ve haplotip dagilim frekanslarmin Sisa (Simple Interactive
Statistical Analysis) Online istatistik programinda Chi Square (y2) ve logistik
regression analizi (Odds ratios (ORs) testi; %95 confidance intervals (%95 ClIs)

yapilmistir ve p< 0,05 olan degerleri istatistiksel agidan anlamli kabul edilmistir.
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3.BULGULAR
3.1.1. Cahisma grubu

CYP1A1*2A geni i¢in 200, CYP2C9*3, CYP2D6*2, mMEPHX*3, mEPHX*4,
CYP3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon
194, XRCCI1 kodon 399 genleri i¢in 130 kan 6rnegi Tiirk populasyonuna ait saglikli
goniillii bireylerden, CYP1A1*2A, CYP2C9*3, CYP2D6*2 mEPHX*3, mEPHX*4,
CYP3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon
194, XRCC1 kodon 399 genleri i¢in 115 kan 6rnegi Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Béliimiinde Prof. Dr. Necla OSMANOGLU kontroliinde iilseratif
kolit teshisi konmus bireylerden alindi ve bu kanlardan DNA izolasyonu yapilarak”
PZR-RFLP” teknigiyle bu genlerin allel dagilimlarina ve odds oranlarina bakildi.

3.1.2. Hasta grubu

Ulseratif kolitli 115 hastadan 48’i (%41,7) kadin, 67’si (%58,3) erkektir.
Hasta grubunun yas ortalamasi 45,69’dur. Erkek hastalarin yas ortalamasi 48,74 iken
kadin hastalarin yas ortalamasi1 41,23’tlir. Hasta grubunun yas araligi ise 18 ile 77
arasinda degismektedir. Tan1 Oncesi sigara igme orani %26,1 (30) iken tan1 sonrasi
sigara igme orani %7,83 (9)’tiir. Alkol igme orani ise tan1 dncesi %13,04 (15) iken
tan1 sonrast %9,57 (11)’dir. Ailesinde inflamatuvar bagirsak hastalig: olanlar %12,17
(14)°dir. Ulseratif kolitten baska kronik rahatsizlig1 olanlarin oram %33,04 (38)’tiir.
Tablo 3.1°de hasta grubuna iligkin bilgiler verilmistir.
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Tablo 3. 1 Hasta grubuna iligkin bilgiler

Birey Sayisi Hasta n (%)
Cinsiyet
Toplam 115
Erkek 67 (58,3)
Kadin 48 (41,7)
Yas
Aralik 18-77
Yas Ortalamasi
Erkek 48,74
Kadin 41,23
Sigara Hikayesi
Tanm1 Oncesi igenler 30 (26,1)
Tam Sonras1 igenler 9 (7,83)
Alkol Hikayesi
Tan1 Oncesi 15 (13,04)
Tan1 Sonrasi 11 (9,57)
Ailede IBH Hikayesi
Var 14 (12,17)
Yok 101 (87,83)
Baska Kronik Rahatsizlik
Var 38 (33,04)
Yok 77 (66,96)

3.2. insan Kamindan Genomik DNA izolasyonu ve Analizi

DNA izolasyonu bu calismanin en kritik basamagidir c¢iinkii ¢alismanin
dogrulugu i¢in DNA’nin parcalanmamis bir bigimde elde edilmesi gerekmektedir.
Bu ylizden PZR basamagina saglikli bir sekilde gecebilmek i¢in ¢alisilan her DNA
Orneginin agaroz jel elektroforezinde tam bir sekilde goriintiilenmesi gerekmektedir.
Parcalanmis DNA bu tiir calismalarda yaniltici sonug¢ olusturabilecegi icin tercih
Sekil 3.1°de

edilmez. izolasyonu yapilan genomik DNA’larin fotograflar

goriintiilenmistir.
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Sekil 3. 1 Izole edilen pargalanmamis genomik DNA’ nin %1’ lik agaroz jel

elektroforezinde tanimlanmasi.

Her kuyucuga 6 puLL. DNA 06rnegi yiiklenmistir ve 50 dk siiresince 90 Volt’ ta
yirltilmusttir. Sekilde 14, 15, 17, 20, 21, 82 numarali DNA 0&rnekleri

goriintiilenmistir.
3.3.1. CYP1A1*2A geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra Mspl restriksiyon enzimiyle kesim gerceklestirildi. 16
saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot ve homozigot
cekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek igin %?2’lik agaroz jel elektroforezinde
yirlitilme islemi gerceklestirildi. Sekil 3.2°de 1A1*2A geni i¢in homozigot,
heterozigot ve polimorfik bireyler goériintiilenmistir. Goriintiileme sonucunda PZR
iriinii 340 be¢’lik tek bant, homozigot dominant 340 bg’lik tek bant, heterozigot 340,
200 ve 140 bg’lik 3 bant, homozigot resesif (polimorfik) 200 ve 140 bg’lik 2 bant

seklinde bulunmustur.
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PZR Aa AA

Sekil 3. 2 1A1*2A geninin PZR ve restriksiyon enzimleri ile kesiminin agaroz jelde
goruntisu.

1A1*2A geni i¢in kontrol grubunda homozigot yaban 164 (%82), heterozigot
34 (%17) ve homozigot ¢ekinik 2 (%]1) birey bulunmustur. Vaka grubunda ise
homozigot yaban 75 (%65), heterozigot 33 (%29) ve homozigot ¢ekinik 7 (%6) birey
bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu gende polimorfik bireylerin odds orani
6,42 (%95 Cl 1,31<0.R.<31,4308) p degeri 0,00167 olarak hesaplanmigtir ve
istasitiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 3.2) (Sekil 3.3.).

CYP1A1*2A Kontrol Grubu n=130

1%

H AA
H Aa

@ aa
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CYP1A1*2A Hasta Grubu n=115

HAA
H Aa

M aa

Sekil 3. 3 CYP1A1*2A i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari

Istatistik olarak anlamli olan bu gen icin hasta analizlerine baktigimizda
polimorfik olan 7 bireyin 4 tanesi erkek 3 tanesi kadindir ve cinsiyet bakiminda bu
genin polimorfizm orani degismemektedir. Polimorfik olan 7 birey de hastalik tanisi
oncesi ve sonrasi sigara veya alkol kullanmamaktadirlar. Bu hastalardan 2 tanesinde
tilseratif kolit diginda hipertansiyon vardir. Diger 5 hastanin ise iilseratif kolit disinda
herhangi bir kronik rahatsizlig1 yoktur. Polimorfik olan 7 hastadan 2 tanesinin birici

derece akrabalarinda inflamatuvar bagirsak hastaligi vardir.
3.3.2. CYP2C9*3 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra Mphl1103l restriksiyon enzimiyle kesim
gerceklestirildi. 16 saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot
ve homozigot ¢ekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek i¢in %2’ lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilme islemi gerceklestirildi. Sekil 3.4’de 2C9*3 geni i¢in
homozigot, heterozigot ve polimorfik bireyler goriintiilenmistir. Goriintiileme
sonucunda PZR {irlinii 165 bg’lik tek bant, homozigot dominant 134 ve 31 bg’lik iki
bant, heterozigot 165, 134 ve 31 b¢’lik ii¢ bant, homozigot resesif (polimorfik) 165
be’lik tek bant seklinde bulunmustur.
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Sekil 3. 4 2C9*3 geninin PZR ve restriksiyon enzimleri ile kesiminin agaroz jelde

goruntisu.

2C9*3 geni igin kontrol grubunda homozigot yaban 100 (%76,9), heterozigot
24 (%18,5) ve homozigot ¢ekinik 6 (%4,6) birey bulunmustur. Vaka grubunda ise
homozigot yaban 78 (%67,8), heterozigot 33 (%28,7) ve homozigot ¢ekinik 4 (%3,5)
birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu gende polimorfik bireylerin odds
oran1 0,75 (%95 CIl 0,2048<0.R.<2,7078) p degeri 0,2313 olarak hesaplanmistir ve
istasitiksel olarak anlam ifade etmemektedir (Tablo 3.2) (Sekil 3.5).

CYP2C9*3 Kontrol Grubu n=130

HAA
M Aa

aa
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CYP2C9*3 Hasta Grubu n=115

HAA
o Aa

M aa

Sekil 3. 5 2C9*3 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlar:

3.3.3. mMEPHX*3 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra TthlIlI restriksiyon enzimiyle kesim gerceklestirildi. 16
saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot ve homozigot
cekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek i¢in %2’lik agaroz jel elektroforezinde
yiirtitiilme islemi gergeklestirildi. Goriintiileme sonucunda PZR iirlinii 231 bg’lik tek
bant, homozigot dominant 231 bg’lik tek bant, heterozigot 231, 209 ve 22 bg¢’lik {i¢
bant, homozigot resesif (polimorfik) 209 ve 22 b¢’lik iki bant seklinde bulunmustur.
(Sekil 3.8)

MEPHX*3 geni i¢in kontrol grubunda homozigot yaban 86 (%66,15),
heterozigot 38 (%29,23) ve homozigot ¢ekinik 6 (%4,62) birey bulunmustur. Vaka
grubunda ise homozigot yaban 64 (%56,7), heterozigot 30 (%26,1) ve homozigot
cekinik 21 (%18,3) birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu gende
polimorfik bireylerin odds oran1 4,62 (%95 CI 1,7926<0.R.<11,8915) p degeri
0,00047 olarak hesaplanmistir ve istasitiksel olarak anlamlidir (Tablo 3.2) (Sekil
3.6).
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MEPHX*3 Kontrol Grubu n=130

B Tyrl13Tyr
W Tyr113His
M His113His

mMEPHX*3 Hasta Grubu n=115

B Tyr113Tyr
B Tyr113His
M His113His

Sekil 3. 6 mMEPHX*3 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlar

Istatistik olarak anlamli olan bu gen icin hasta analizlerine baktigimizda
polimorfik olan 21 bireyin 14 tanesi erkek 7 tanesi kadindir ve cinsiyet bakimindan
bu genin polimorfizm orani1 erkeklerde daha fazladir. Polimorfik olan 21 bireyden
12’si hastalik tanis1 Oncesi ve sonrasi sigara veya alkol kullanmamaktadirlar. 9
bireyden 4’t alkol, 5’1 ise tani Oncesi sigara kullanmiglardir. Bu hastalardan 3
tanesinde iilseratif kolit disinda hipertansiyon, 2’sinde diabet ve 1’inde de ankilozan
kolanjit vardir. Diger 15 hastanin ise iilseratif kolit disinda herhangi bir kronik
rahatsizligi yoktur. Polimorfik olan 21 hastadan 2 tanesinin birici derece

akrabalarinda inflamatuvar bagirsak hastalig1 vardir.
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3.3.4. mEPHX*4 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra Rsal restriksiyon enzimiyle kesim gergeklestirildi. 16
saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot ve homozigot
cekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek i¢in %2’lik agaroz jel elektroforezinde
yiirlitiilme islemi gerceklestirildi. Goriintiileme sonucunda PZR iirlinii 357 bg’lik tek
bant, homozigot dominant 295 ve 62 bg’lik iki bant, heterozigot 295, 174, 121 ve 62
b¢’lik dort bant, homozigot resesif (polimorfik) 174, 121 ve 62 bg’lik ii¢ bant
seklinde bulunmustur (Sekil 3.8).

MEPH*4 geni i¢in kontrol grubunda homozigot yaban 94 (%72,3),
heterozigot 32 (%24,6) ve homozigot cekinik 4 (%3,1) birey bulunmustur. Vaka
grubunda ise homozigot yaban 78 (%67,8), heterozigot 33 (%28,7) ve homozigot
cekinik 4 (%3,5) birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu gende
polimorfik bireylerin odds orani 1,14 (0,2774<0.R.<4,6458) p degeri ise 0,2738
olarak hesaplanmistir ve istatistiksel olarak bir anlam ifade etmemektedir. (Tablo

3.2) (Sekil 3.7.)

MEPHX*4 Kontrol Grubu n=130

3%

M His139His
W His139Arg
W Arg139Arg
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MmEPHX*4 Hasta Grubu n=115

W His139His
W His139Arg
Arg139Arg

Sekil 3. 7 mEPHX*4 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlar

A AL AR

AA Aa aa aa AA aa Aa Aa

- . .

mEPH*4 M

Sekil 3. 8 MEPHX*3 ve mEPHX*4 genlerinin ve restriksiyon enzimleri ile

kesiminin %2 agaroz jelde goriintiisii.

3.3.5. CYP3A4*1B geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra Mboll restriksiyon enzimiyle kesim gerceklestirildi. 16

saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot ve homozigot
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cekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek i¢in %2’ lik agaroz jel elektroforezinde
yiirlitiilme islemi gerceklestirildi. Goriintiileme sonucunda PZR iirlinii 385 bg’lik tek
bant, homozigot dominant 175, 169 ve 41 bg¢’lik ii¢ bant, heterozigot 210, 175, 169
ve 41 bg’lik dort bant, homozigot resesif (polimorfik) 210 ve 175 be¢’lik iki bant
seklinde bulunmustur (Sekil 3.10).

3A4*1B geni i¢in kontrol grubunda homozigot yaban 126 (%97), heterozigot
4 (%3) ve homozigot ¢ekinik 0 (%0) birey bulunmustur. Vaka grubunda ise
homozigot yaban 109 (%94,8), heterozigot 6 (%5,2) ve homozigot ¢ekinik 0 (%0)
birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu genin hastalik ile iliskisi

istasitiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Tablo3.2) (Sekil 3.9).

CYP3A4*1B Kontrol Grubu n=130

399%

HAA
H Aa

@ aa
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CYP3A4*1B Hasta Grubu n=115

0%

HAA
H Aa

aa

Sekil 3. 9 3A4*1B i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlar

| OALEe (o

AA AA Aa Aa

N
=)
o

=
o
o

Sekil 3. 10 3A4*1B geninin restriksiyon enzimleri ile kesiminin %2 agaroz jelde
goruntiisu
3.3.6. CYP2D6*2 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular
PZR isleminden sonra Hhal restriksiyon enzimiyle kesim gergeklestirildi. 16
saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot ve homozigot

cekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek igin %2’ lik agaroz jel elektroforezinde

yiirlitiilme islemi gergeklestirildi. Goriintiileme sonucunda PZR {iriinii 1029 bg’lik
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tek bant, homozigot dominant 414, 372, 111, 91 ve 41 b¢’lik bes bant, heterozigot
786, 414, 372, 111, 91 ve 41 b¢’lik alt1 bant, homozigot resesif (polimorfik) 786,
111, 91 ve 41 bg’lik dort bant seklinde bulunmustur (Sekil 3.11).

800

500
400

Sekil 3. 11 2D6*2 geninin restriksiyon enzimleri ile kesiminin %2 agaroz jelde

goruntust

CYP2D6*2 geni igin kontrol grubunda homozigot yaban 83 (%63,85),
heterozigot 38 (%29,23) ve homozigot ¢ekinik 9 (%6,92) birey bulunmustur. Vaka
grubunda ise homozigot yaban 46 (%40), heterozigot 56 (%48,70) ve homozigot
cekinik 13 (%11,3) birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu genin

hastalik ile iligkisi istasitiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Tablo3.2) (Sekil 3.12).
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CYP2D6*2 Kontrol Grubu n=130

HAA
M Aa

@ aa

CYP2D6*2 Hasta Grubu n=115

H AA
H Aa

M aa

Sekil 3. 12 2D6*2 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlar

3.3.7. GST geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra homozigot dominant, ve null polimorfizmlerini
(polimorfik) belirleyebilmek icin %2’ lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilme
islemi gergeklestirildi. Goriintilleme sonucunda GSTTI1 i¢in 459 bg bir bandin,
GSTM1 igin 219 bg’lik bir bandin varligina veya yokluguna gore sirasiyla homozigot
dominant veya null olduguna karar verildi. CYP 1A1 geni internal kontrol olarak
kullanild1 314 bg lik bir bant her zaman goziikmelidir (Sekil 3.15).
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GSTT1 geni i¢in kontrol grubunda homozigot yaban 102 (%78,46) ve null 28
(%21,54) birey bulunmustur. Vaka grubunda ise homozigot yaban 76 (%66,1) ve
null 39 (%33,9) birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu genin odds orani
1,87 (%95 Cl 1,0581<0.R.<3,3027) p degeri 0,0111 olarak hesaplanmigtir ve
istasitiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo3.2) (Sekil 3.13)

GSTT1 Kontrol Grubu n=130

= Wild

= Null

GSTT1 Hasta Grubu n=115

m Wild

H Null

Sekil 3. 13 GSTT1 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari

Istatistik olarak anlamli olan GSTT1 igin hasta analizlerine baktigimizda
polimorfik olan 39 bireyin 23 tanesi erkek 16 tanesi kadindir ve cinsiyet bakimindan
bu genin polimorfizm oram1 degismemektedir. Polimorfik olan 39 bireyden 24’i
hastalik tanis1 6ncesi ve sonrasi sigara veya alkol kullanmamaktadirlar. 15 bireyden

6’s1 alkol, 9’u ise tan1 Oncesi sigara kullanmiglardir. Bu hastalardan 14 tanesinde
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tilseratif kolit disinda hipertansiyon, diabet ve astim gibi kronik rahatsizliklar vardir.
Diger 25 hastanin ise tlseratif kolit disinda herhangi bir kronik rahatsizligi yoktur.
Polimorfik olan 39 hastadan 5 tanesinin birici derece akrabalarinda inflamatuvar

bagirsak hastalig1 vardir.

GSTML1 geni i¢in kontrol grubunda homozigot yaban 74 (%56,92) ve null 56
(%43,08) birey bulunmustur. Vaka grubunda ise homozigot yaban 55 (%47,8) ve
null 60 (%52,2) birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu genin odds orani
1,44 (%95 CI 0,8705<0.R.<2,3871) p degeri 0,0373 olarak hesaplanmistir ve
istasitiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Tablo 3.2) (Sekil 3.14).

GSTM1 Kontrol Grubu n=130

= Wild

H Null

GSTM1 Hasta Grubu n=115

= Wild

H Null

Sekil 3. 14 GSTM1 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari
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CYP1A1

Sekil 3. 15 GSTT1 ve GSTM1 genlerinin %2 agaroz jelde goriintiisii.

3.3.8. TPMT*2 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra. homozigot dominant, ve null polimorfizmlerini
(polimorfik) belirleyebilmek icin %2’ lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilme
islemi gergeklestirildi. Goriintiileme sonucunda her iki PZR icin 254 bg¢’lik bir
bandin varligina veya yokluguna gore sirasiyla homozigot dominant veya null

olduguna karar verilmistir (Sekil 3.16).

Yaban Null
300

200

Sekil 3. 16 TPMT*2 geninin %2 agaroz jelde goriintiisii.
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TPTM*2 geni igin kontrol grubunda homozigot yaban 130 (%2100),
heterozigot 0 (%0) ve homozigot ¢ekinik 0 (%0) birey bulunmustur. Vaka grubunda
ise homozigot yaban 115 (%100), heterozigot 0 (%0) ve homozigot ¢ekinik 0 (%0)
birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu genin hastalik ile iliskisi

istasitiksel olarak anlamsiz bulunmustur. (Tablo 3.2)

3.3.9. TPMT*3B geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra Mwol restriksiyon enzimiyle kesim gergeklestirildi. 16
saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot ve homozigot
cekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek i¢in %2’ lik agaroz jel elektroforezinde
yiirlitiilme islemi gerceklestirildi. Goriintiileme sonucunda PZR iiriinii 317 bg’lik tek
bant, homozigot dominant 240 ve 77 bg¢’lik iki bant, heterozigot 317, 240 ve 77
b¢’lik ii¢ bant, homozigot resesif (polimorfik) 317 bg’lik tek bant seklinde
bulunmustur (Sekil 3.17).

aa Pzr AA Pzr AA

300

200

Sekil 3. 17 TPMT*3B geninin restriksiyon enzimi ile kesiminin %2 agaroz jelde

goruntiisi.
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TPTM*3B geni i¢in kontrol grubunda homozigot yaban 127 (%97,69),
heterozigot 3 (%2,31) ve homozigot g¢ekinik 0 (%0) birey bulunmustur. Vaka
grubunda ise homozigot yaban 108 (%93,9), heterozigot 5 (%4,3) ve homozigot
¢ekinik 2 (%1,2) birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu genin hastalik
ile iliskisi istasitiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Tablo 3.2) (Sekil 3.18).

TPMT*3B Kontrol Grubu n=130
29%
mAA
W Aa
TPMT*3B Hasta Grubu n=115
2%
mAA
W Aa

Sekil 3. 18 TPMT*3B i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari
3.3.10. TPMT*3C geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra Accl restriksiyon enzimiyle kesim gergeklestirildi. 16
saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot ve homozigot
cekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek i¢in %2’ lik agaroz jel elektroforezinde

yiirlitiilme islemi gerceklestirildi. Goriintiileme sonucunda PZR iiriinii 293 bg’lik tek
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bant, homozigot dominant 293 bg¢’lik tek bant, heterozigot 293, 207 ve 86 bg¢’lik ii¢
bant, homozigot resesif (polimorfik) 207 ve 86 be¢’lik iki bant seklinde bulunmustur

(Sekil 3.19).
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Sekil 3. 19 TPMT*3C geninin restriksiyon enzimi ile kesiminin %2 agaroz jelde
goruntusu.

TPTM*3C geni i¢in kontrol grubunda homozigot yaban 127 (%97,69),
heterozigot 3 (%2,31) ve homozigot g¢ekinik 0 (%0) birey bulunmustur. Vaka
grubunda ise homozigot yaban 110 (%95,7), heterozigot 3 (%2,6) ve homozigot
¢ekinik 2 (%1,7) birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu genin hastalik

ile iligkisi istasitiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Tablo3.2) (Sekil 3.20).
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TPMT*3C Kontrol Grubu n=130

29%

mAA

M Aa

TPMT*3C Hasta Grubu n=115

2% 2%

mAA

H Aa

Sekil 3. 20 TPMT*3C i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlar
3.3.11. XRCC1 Kodon 194 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra Pvull restriksiyon enzimiyle kesim gergeklestirildi. 16
saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot ve homozigot
¢ekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek i¢in %2’ lik agaroz jel elektroforezinde
yiirlitiilme islemi gerceklestirildi. Goriintiileme sonucunda PZR iiriinii 490 bg’lik tek
bant, homozigot dominant 490 b¢’lik tek bant, heterozigot 490, 294 ve 196 bg¢’lik ii¢
bant, homozigot resesif (polimorfik) 294 ve 196 b¢’lik iki bant seklinde bulunmustur
(Sekil 3.21).
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Sekil 3. 21 XRCC1 kodon 194 geninin restriksiyon enzimi ile kesiminin %2 agaroz

jelde goriintiisii.

XRCC1 Kodon 194 geni i¢in kontrol grubunda homozigot yaban 105
(%80,8), heterozigot 23 (%17,7) ve homozigot ¢ekinik 2 (%1,5) birey bulunmustur.
Vaka grubunda ise homozigot yaban 93 (%80,9), heterozigot 19 (%16,5) ve
homozigot ¢ekinik 3 (%2,6) birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu
genin odds orami 1,71 (%95 Cl 0,2814<0.R.<10,4448) p degeri 0,2933 olarak
hesaplanmustir ve istasitiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Tablo3.2) (Sekil 3.22).
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XRCC Kodon 194 Kontrol Grubu
n=130

1%

HAA
M Aa

M aa

XRCC Kodon 194 Hasta Grubu n=115

3%

HAA
H Aa

@ aa

Sekil 3. 22 XRCC Kodon 194 igin hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari
3.3.12. XRCC1 Kodon 399 geni polimorfizmiyle ilgili bulgular

PZR isleminden sonra Mspl restriksiyon enzimiyle kesim gergeklestirildi. 16
saatlik inkiibasyon sonrasinda homozigot dominant, heterozigot ve homozigot
cekinik (polimorfik) genleri belirleyebilmek i¢in %2’ lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilme islemi gergeklestirildi. Goriintiileme sonucunda PZR {iriinii 402 bg¢’lik tek
bant, homozigot dominant 269 ve 133 bg¢’lik iki bant, heterozigot 402, 269 ve 133
b¢’lik 1i¢ bant, homozigot resesif (polimorfik) 402 bg¢’lik tek bant seklinde
bulunmustur (Sekil 3.23).
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Sekil 3. 23 XRCC1 kodon 399 geninin restriksiyon enzimi ile kesiminin %2 agaroz

jelde goriintiisii.

XRCC1 Kodon 399 geni igin kontrol grubunda homozigot yaban 98 (%75,4),
heterozigot 21 (%16,2) ve homozigot ¢ekinik 11 (%8,4) birey bulunmustur. Vaka
grubunda ise homozigot yaban 58 (%50,4), heterozigot 37 (%32,2) ve homozigot
¢ekinik 20 (%17,4) birey bulunmustur. Bu verilerden yararlanilarak bu genin odds
orani 2,28 (%95 CI 1,0403<0.R.<4,9863) olarak hesaplanmistir Ve istasitiksel olarak
anlamli bulunmustur (Tablo3.2) (Sekil 3.24).
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XRCC Kodon 399 Kontrol Grubu
n=130

H AA
H Aa

M aa

XRCC Kodon 399 Hasta Grubu n=115

H AA
H Aa

@ aa

Sekil 3. 24 XRCC kodon 399 i¢in hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlar

Istatistik olarak anlamli olan XRCC-399 icin hasta analizlerine baktigimizda
polimorfik olan 20 bireyin 10 tanesi erkek 10 tanesi kadindir ve cinsiyet bakimindan
bu genin polimorfizm orant degismemektedir. Polimorfik olan 20 bireyden 17’si
hastalik tanis1 Oncesi ve sonrasi sigara veya alkol kullanmamaktadirlar. 3 bireyden
1’1 alkol, 2’si ise tam1 Oncesi sigara kullanmislardir. Bu hastalarin 8 tanesinde
iilseratif kolit disinda hipertansiyon, diabet ve sklorozan kolanjit gibi kronik
rahatsizliklar vardir. Diger 12 hastanin ise iilseratif kolit disinda herhangi bir kronik
rahatsizligi yoktur. Polimorfik olan 20 hastadan 5 tanesinin birici derece

akrabalarinda inflamatuvar bagirsak hastalig vardir.
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Tablo 3. 2 1A1*2A, 2C9*3, mEPH*3, mEPH*4, 3A4*1B, GSTT1, GSTM1,
TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon 194, XRCC1 kodon 399 genlerinin

allel dagilimlar1 (%) ve odss oranlar1

Polimorfizm Genotip | Kontrol n (%) | Hasta n (%) | O.R. %095 CI P Degeri
CYP1A1*2A
T/T 164 (82) 75 (65,2)
T/C 34 (17) 33(28,7) |2,12*| 1,2228<0.R.<3,6837 | 0,003244
C/C 2(1) 7(6,1) 6,42* | 1,31<0.R.<31,4308 | 0,001671
CYP2C9*3
wit/wt 100 (76,92) 78 (67,8)
wt/mt 24 (18,46) 33(28,7) 1,76 | 0,9641<0.R.<3,2232 | 0,022119
mt/mt 6 (4,62) 4 (3,5) 0,75 | 0,2048<0.R.<2,7078 | 0,231262
CYP2D6*2
wit/wt 83 (63,85) 46 (40)
wt/mt 38 (29,23) 56 (48,70) | 2,66 | 1.538<0.R.<4.596 | 0,0004
mt/mt 9 (6,92) 13 (11,3) 1,56 | 0,642<0.R.<3,792 |0,322879
MEPHX*3
Tyr/Tyr 86 (66,15) 64 (55,7)
Tyr/His 38 (29,23) 30 (26,1) 1,06 | 0,5953<0.R.<1,8905 | 0,114786
His/His 6 (4,62) 21(18,2) |4,62*]1,7926<0.R.<11,8915 [ 0,00047
MEPHX*4
His/His 94 (72,3) 78 (67,8)
His/Arg 32 (24,6) 33(28,7) 1,24 | 0,7018<0.R.<2,2008 | 0,08782
Arg/Arg 4(3,1) 4 (3,5) 1,14 | 0,2774<0.R.<4,6458 | 0,273755
CYP3A4*1B
wit/wt 126 (96,9) 109 (94,8)
wt/mt 4(3,1) 6 (5,2) 1,73 | 0,4769<0.R.<6,3047 | 0,179283
mt/mt 0 0
GSTT1
Homozigot | 102 (78,46) 76 (66,1)
Null 28 (21,54) 39(33,9) ]1,87*] 1,0581<0.R.<3,3027 | 0,011071
GSTM1
Homozigot | 74 (56,92) 55 (47,8)
Null 56 (43,08) 60 (52,2) 1,44 | 0,8705<0.R.<2,3871 | 0,037285
TPMT*2
wt/wt 130 (100) 115 (100)
wt/mt 0(0) 0(0) - - -
mt/mt 0 (0) 0(0) - - -
TPMT*3B
wt/wt 127 (97,69) 108 (93,9)
wt/mt 3(2,31) 5(4,4) 1,96 | 0,4578<0.R.<8,3903 | 0,187104
mt/mt 0 (0) 2(17) - - -
TPMT*3C
wt/wt 127 (97,69) 110 (95,7)
wt/mt 3(2,31) 3(2,6) 1,15 | 0,2284<0.R.<5,8373 | 0,311722
mt/mt 0 (0) 2(1,7) - - -
XRCC1 Kodon 194
Arg/Arg 105 (80,8) 93 (80,9)
Arg/Trp 23 (17,7) 19 (16,5) 0,93 | 0,4779<0.R.<1,8202 | 0,132468
Trp/Trp 2 (1,5) 3(2,6) 1,71 | 0,2814<0.R.<10,4448 | 0,293237
XRCC1 Kodon 399
Arg/Arg 98 (75,4) 58 (50,4)
Arg/GIn 21(16,2) 37(32,2) ]2,98*| 1,5915<0.R.<5,5688 | 0,0003
GIn/GIn 11 (8,4) 20(17,4) |2,28*| 1,0403<0.R.<4,9863 | 0,017413

Not: * ile isaretli olanlar istatistiksel olarak anlam ifade eder.
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Calismamizdaki genlerin allel sikliklar1 tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3. 3 Genlerin allel sikliklari

GEN Kontrol Hasta

P q P q
CYP1A1*2A| 0,905 0,095 0,796 0,204
CYP2C9*3 | 0,862 0,138 0,822 0,178
CYP2D6*2 0,78 0,22 0,64 0,36
CYP3A4*1B | 0,9847 | 0,0153 | 0,974 | 0,026
MEPH*3 0,808 0,192 0,687 0,313
mEPH*4 0,846 0,154 | 0,822 0,178

TPMT*2 1 0 1 0
TPMT*3B | 0,988 0,012 0,961 0,039
TPMT*3C | 0,988 0,012 0,97 0,03
XRCC1-194 | 0,891 0,109 0,891 0,109
XRCC1-399 | 0,835 0,165 0,665 0,335
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4. TARTISMA

Ilag etkilesimlerine yanit verme ve ksenobiyotiklere kars1 gelistirilen koruma
mekanizmalar1 bakimindan bireyler arasinda sik sik biiylik farkliliklar goriilmektedir.
Bu cesitliligin  sebebi olarak bireyin yasi, 1irki, beslenme aligkanligi, sigara
kullanmasi, ilag etkilesimleri ve en biiyiik faktor olarak kiginin ilag

metabolizmasindaki farmakogenetik polimorfizmi ve sahip oldugu gen gosterilebilir.

Insan genom projesinin agiga kavusturulmasina bagl olarak son zamanlarda
ilag metabolize eden enzimlerin polimorfizmlerinin tanimlanmasi, calismasi ve
fenotiplerinin belirlenmesi kolaylagmistir. Polimorfizm ¢alismalariyla toplumdaki
bireylerin allel sikliklar1 belirlenebilmekte ve toplumlar arasinda karsilastirma
yapilabilmektedir. Bunun sonucunda ortaya konan sonugclarla alternatif ilaclar ya da

tedaviler gelistirilebilmektedir.

TPMT, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6 genleri ila¢ metabolizmasinda rol
almalarindan dolay1 bu genlerin polimorfizmlerinin belirlenmesiyle ila¢ dozlarinin
ayarlanmas1 ve yeni gelistirilecek ilaclarin 6zelliklerinin belirlenmesi saglanabilir.
Kanser metabolizmasindan sorumlu olan CYP1Al, GST, mEPHX ve XRCC
genlerinin polimorfizminin belirlenmesiyle de kanser i¢in alternatif Onlemler
alinabilir. Ayrica, Ilag metabolizmasinda rol alan enzimlerdeki polimorfizmler
diyabet ve kanser gibi bir¢ok hastaliga yakalanma yatkinlifinida artirmaktadir. Bu
hastaliklardan biri de tilseratif kolittir.

Bu c¢alismada CYP1A1*2A, CYP2C9*3, CYP2D6*2 mEPH*3, mEPH*4,
3A4*1B, GSTT1, GSTM1, TPMT*2, TPMT*3B, TPMT*3C, XRCC1 kodon 194,
XRCCI kodon 399 genlerinin polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in laboratuvarda
her bir gen i¢in uygun kosullar optimize edilerek en dogru sonuglara ulasabilmek i¢in
prosediirlerde zaman zaman degisiklikler yapilmistir ve 130 saglikli birey ile 115
ilseratif kolitli bireyin genotip dagilimlar1 belirlenip hastalik ile olasi iligkileri tespit

edilmeye ¢alisilmistir.

CYPIA1 geninin 3’ kodlanmayan bdlgesinde timin sitozin degisiminden
kaynakli polimorfizm, gen expresyon seviyesini, lokasyonunu, ve zamanlamasini ya
da CYPIA1 mRNA’sinin stabilasyonunu degistirerek indiiklemis bir fenotipe neden
olmaktadir. Bunun sonucuda bu polimorfizmlere sahip insanlarda bazi kanser

tiirlerine olan yatkinlik artmaktadir (Crofts ve dig. 1994).
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Kawajiri, Hayashi, Nakachi, Japon popiilasyonunda ayri ayr1 yaptiklar
caligmalarda artan akciger kanseri riski ile Mspl polimorfizmi arasinda iliski
bulmuglardir (Kawajiri ve dig. 1990, de Jong MM ve dig. 2002, Hayashi S| ve dig.
1991). Xu ve arkadaslart 1A1*2A heterozigot ve homozigot mutant alelleri ile
akciger kanseri olusumu arasinda istatistiksel anlama ulasan bir iliski bulmuslar ve
1A1*2A mutant varyantlarinin Japon ve beyaz irkta akciger kanseri riskini
arttirdigin1 gostermislerdir (de Jong MM ve dig. 2002).

Anttila ve El-Zein yaptiklar1 ¢alismalarda tiitiin kaynakli karsinojenlerin
CYP’ler tarafindan aktive edildiklerini gostermislerdir (Anttila S ve dig. 1994, El-Zein
RA ve dig. 1997). Bu sonuglar CYP1A1’in enzim aktivitesini arttiran mutant alelinin
sadece akciger kanseri i¢in degil, diger kanserler icin de risk artirict faktor
olabilecegini gostermektedir. Sigara i¢imi ve diyet kaynakli PAH’larin kolon
kanserine neden oldugu yapilan g¢alismalarda belirtilmistir (Giovannucci E ve dig.
1994, de Jong MM ve dig. 2002). Sivaraman ve arkadaslar1 degisik etnik gruplardan
43 hasta ve 123 kontrol {izerinde yaptiklar1 calismada CYP1A1 polimorfizmlerinin
kolon kanseri riski olusturdugunu gostermislerdir. 1A1*2A mutant aleli olan C
alelini bulunduran genotipi ile kolon kanseri arasinda anlamli bir iliski
gostermislerdir (Sivaraman L ve dig. 1994). Taioli ve arkadasalar1 Avrupa ve
Amerikan-Afrikan kadinlarda yaptigi calismalarda Mspl polimorfizmi ve meme
kanseri arasindaki iligkiyi arastirmig, Avrupali kadinlarda kanser ile polimorfizm
arasinda iligki bulunmazken Amerikan-Afrikan popiilasyonunda istatistiksel anlama
ulasan bir iliski bulmuslardir (Taioli E ve dig. 1995). Ishibe ve arkadaslar1 Avrupa
popiilasyonundaki kadinlarla yaptiklar1 ¢alismada CYP1A1 polimorfizmi ile meme
kanseri arasinda iligki bulamamis, sadece 18 yasindan Once sigara i¢cmeye
baslayanlarla hi¢ sigara igmeyenler karsilastirildiginda sigara igenlerde artan meme
kanseri riski bulmuslardir (Ishibe N ve dig. 1998).

Calismamizda CYP1A1*2A geni i¢in polimorfik bireylerin odds orani 6,4, p
degeri 0,001671, heterozigot bireylerin odds orani1 2,12, p degeri de 0,003244 olarak
hesaplanmistir ve hastalik ile iliskili bulunmustur. Daha 6nce Dj Jong ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada bu genin {ilseratif kolite ¢ok yakin bir hastalik
olan Crohn hastalig1 ile olasi iliskisi arastirilmis odds orami1 0,87 bulunmustur (Dj
Jong ve dig. 2003). Arvind P. Singh ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, bas ve
boyun kanserli hastalarda CYP1A1*2A heterozigot bireylerin odds oran1 1,66, p
degeri 0,05 bulunmustur. Polimorfik bireylerin odds orani ise 2,20, p degeri 0,08
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bulunmustur (Arvind P. Singh ve dig. 2009). Soya Sisy Sam ve arkadaslarinin
Hindistan popiilasyonunda yaptigi bir caligmada, tist solunum yolu kanseri olan
hastalarda CYP1A1*2A heterozigot bireylerin odds orami 1,76, p degeri 0,005
bulunmustur. Polimorfik bireylerin odds orami 2,83 p degeri 0,003 bulunmustur
(Soya Sisy Sam ve dig. 2008). M.P. Gallegos-Arreola ve arkadaslarinin Meksika
popiilasyonunda yaptigr bir ¢alismada, ALL olan hastalarda CYP1A1*2A
heterozigot bireylerin odds orani1 8,4, p degeri <0.001 bulunmustur (M.P. Gallegos-
Arreola ve dig. 2008). Ningxia Lu ve arkadaslarinin Cin popiilasyonunda yaptig1 bir
calismada, kisir erkeklerde CYP1A1*2A heterozigot bireylerin odds orami1 1,27, p
degeri 0,258 bulunmustur. Polimorfik bireylerin odds oran1 1,38, p degeri 0,309
bulunmustur (Ningxia Lu ve dig. 2007). Chih-Ching Yeh ve arkadaslarun yaptigi bir
calismada koroner damar hastaliklarinda CYP1A1*2A heterozigot bireylerin odds
odds oran1 0,92 bulunmustur. Polimorfik bireylerin odds orani 0,69, p degeri 0,33
bulunmustur (Chih-Ching Yeh ve dig. 2009). Miige Aydin ve arkadaslarinin Tiirk
popiilasyonunda yaptigi arastirmada CYP1AL1*2A heterozigot bireylerin % 17,9,
allel frekans1 0,846 bulunmustur. Polimorfik bireylerin % 6.4 allel frekansi 0,154
bulunmustur (Miige Aydin ve dig. 2006). R. C. Sobti ve arkadaslarinin kuzey
Hindistan popiilasyonunda akciger kanserli hastalarda yaptigi ¢alismada
CYP1A1*2A heterozigot bireylerin odds orani 1,6 bulunmustur. Polimorfik
bireylerin odds orani 1,17 bulunmustur (R. C. Sobti ve dig. 2003). Adalet Demir ve
arkadaglarimin =~ Tiirk  poplilasyonunda  yaptigi  arastirmada CYP1A1*2A
polimorfizminin akciger kanseri ile olan iligkisi arastirilmis kontrol grubu ve vaka
grubunda polimorfik bireye hi¢ rastlanilmamistir. Heterozigot bireylerin odds orani
1,24, p degeri ise 0,74 bulunmustur (Adalet Demir ve dig. 2005). Tugba Unsal ve
arkadaglarinin Tiirk popiilasyonunda yaptigi bir baska aragtirmada CYPIA1*2A
polimorfizminin polikistik yumurtalik sendromu ile olan iliskisi arastirilmis kontrol
ve vaka grubunda hi¢ polimorfik bireye rastlanilmamistir. Heterozigot bireylerin
odds oram 1,78, p degeri ise 0,188 bulunmustur (Tugba Unsal ve dig. 2009). Yavuz
Silig ve arkadaglarinin Tirk popiilasyonunda yaptig1 bir baska arastirmada
CYP1A1*2A polimorfizminin prostat kanseri ile olan iliskisi aragtirilmis kontrol ve
vaka grubunda polimorfik ve heterozigot bireylerin odds orani 0,67, p degeri ise
0,343 bulunmustur (Yavuz Silig ve dig. 2000).

Yukarida belirtildigi lizere CYPI1A1*2A dlseratif kolit hastalarinda
polimorfik bulunmustur. CYP1A1l ¢ogu karsinojenik olan benzopiren gibi

69



poliaramotik hidrokarbonlar metabolik aktivasyonunda rol almaktadir (Sen ve Arig
1998). Ulseratif kolitli hastalarda bu kimyasallalara olan maruziyet sonuncunda
polimorfik CYP1A1 indiiklenmis fenotipinden dolay1 daha fazla reaktif metabolit
aciga cikacak ve bu kisilerde kansere yakalanma riski artabilecektir.

Bir¢ok kanser calismast CYP1A1 ve GST enzimlerini polimorfizmlerinin
birlikte arastirmistir. GSTM1 enzimi 6zellikle CYP1A1 tarafindan aktive edilmis
PAH’larin faz II metabolizmasindan sorumludur (de Jong MM ve dig. 2002). Nakachi
ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada GSTM1 null ve CYP1ALl enziminin mutant
alellerinin birlikte bulunmasinin PAH kaynakli akciger kanseri riskini arttirdigini
gostermislerdir (Nakachi ve dig. 1993). Alexandrie ve arkadaslar1 Isveg
popiilasyonunda yaptiklari ¢alismada GSTM1 null ve CYPIA1 mutant alelinin
birlikte bulunmasi ile skuaméz hiicre karsinomlari arasinda istatistiksel anlama
ulagmis bir iligki bulmuslardir (Alexandrie ve dig. 1994).

GST’ler faz 1 detoksifikasyonda aktiflenmis elektrofil karsinojenlerle
niikleofil olan glutatyonun konjugasyonunu saglarlar (Pickett CB ve Lu AYH 1989).
GST enzim ailesinin kanser vakalarinda en ¢ok calisilan tiyeleri GSTM1, GSTTI ve
GSTP1°dir. GSTMI1 ve GSTT1, CYP enzimlerinin katalizledigi reaksiyon iirtinlerine
substrat olarak kullanirlar. Bu sayede dokular oksidatif stresten korunmus olur
(Mannervik B ve Danielson UH 1988, Ketterer B ve dig. 1992, Berhane K ve dig.
1994). GSTM1 ve GSTT1 genleri delesyonlu varyantlara sahiplerdir. Delesyonlu
varyantlar null alel adim1 alir (Seidegard J ve dig. 1988, Pemble S ve dig. 1994).
Chen ve arkadaslar1 beyaz irk ve Amerikan-Afrikan’larda yaptiklari ¢aligmalara gore
GSTMI1 geni null genotipi beyaz iwrkta %53,5 iken Amerikan-Afrikan’larda
%27,6’dir. Aymi ¢alismada GSTT1 geni null genotipi ise Amerikan-Afrikan’larda
%24,1 iken beyaz wrkta %]15°tir (Chen vee dig. 1996). Abdel Rahman ve
arkadaslarinin yaptig1 arastirmada ise Kuzey Amerika ve Misir popiilasyonu
incelenmigstir. GSTMI1 null aleli Kuzey Amerika popiilasyonu i¢in %51, Misir
poplilasyonu igin %44 olarak bulunmustur. GSTT1 null alel frekanslar1 Kuzey
Amerikalilarda %15 iken Misirlilarda %14,7 olarak bulunmustur (Abdel Rahman ve
dig. 1996).

Calismamizda GSTM1 null alelinin kontrol grubundaki goriilme siklig1 %43,
hasta grubundaki goriilme siklig1 ise %52,2 olarak bulunmustur. GSTTI1 i¢in null alel
goriillme sikligi kontrol grubunda %21,5, hasta grubunda ise %33,9 olarak

bulunmustur. GSTMI1 null alelinin toplumumuzdaki frekansi beyaz irka benzerlik
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gostermekteyken, GSTT1 null aleli kontrol grubunda beyaz irk ile uyumlu iken hasta
grubunda beyaz irktan yiiksek bulunmustur.

Ayrica ¢alismamizda hasta ve kontrol gruplarinin GSTM1 ve GSTTI1 null alel
frekanslar1 karsilastirilmis GSTMI i¢in istatistiksel bir anlam bulunamamis fakat
GSTT1  igin  istatistiksel anlama  ulasilmistir (O.R.:1,87 (%95 CI
1,0581<0.R.<3,3027) p: 0,0111). GSTT1 null aleli hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha yiiksek oranda bulunmustur.

Seidegard ve arkadaslarinin 1986 yilinda yaptiklari ¢alismada sigara i¢enlerde
GSTMI1 null alelinin akciger kanseri riskini arttirdigi gostermislerdir (Seidegard J ve
dig. 1988,). Kato ve arkadaslart GSTM1 null genotipi varligindan PAH’larin
DNA’ya baglanma seviyelerinin arttigin1 gostermislerdir (Kato S ve dig. 1995).
Ryberg ve arkadaslarinin GSTMI1 null genotipi varliginda aromatik/hidrofobik
karsinojenlerin DNA’ya baglanma seviyelerini kadin ve erkekler arasinda
aragtirmiglardir. Erkeklerde yiiksek bir baglanma seviyesi bulunurken sigara i¢imiyle
de baglantili olarak kadin grubunda baglanma seviyesi erkek grubuna gore daha
yiiksek bulunmustur (Ryberg D ve dig. 1994). Yapilan ¢alismalar GSTM1 geninin
kimyasal karsinojenler karsisinda koruyucu etkisinin oldugunu ve DNA’y1
karsinojenlerin zararlarindan korudugunu gostermistir (de Jong MM ve dig. 2002).
Ryberg ve arkadaslar1 bagka bir ¢alismasinda ise sigara icen ve GSTP1 geni mutant
alelini tasiyanlarda akciger kanser riskinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttigr gosterilmistir. Ayni calismada GSTMI1 null aleli de kanser hastalarinda
arastirilmig ancak istatistiksel anlama ulasamamis artan risk bulunmustur (Ryberg D
ve dig. 1994). Alexandrie ve arkadaslarinin 66 yasin altindaki akciger hastalari
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada GSTMI1 null aleli ve artan akciger kanseri riski
arasinda istatistiksel anlama ulagmis bir iliski bulunmustur (Alexandrie AK ve dig.
1994). GSTM1 sadece akciger kanseri ile degil, diger ¢evresel etkilerle baglantili
kanser tipleriyle de (bas-boyun, mesane, kolon) iliskilendirilmistir. GSTM1 null
alelinin bas boyun kanserinde riski arttirdig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (de
Jong MM ve dig. 2002). Kihera ve arkadasalart GSTM1 null alelinin sigara i¢enlerde
bas boyun kanseri riskini arttirdigini gostermislerdir (Kihara M ve dig. 1997).
Jourenkova ve arkadaglarinin GSTM1 null genotipi ile artan larinks kanseri riski
arasinda istatistiksel anlama ulagsmig bir iligki bulmuslardir (Jourenkova N ve dig.
1998). Katoh ve arkadaslarnin Japon popiilasyonunda yaptiklar1 ¢aligmada mesane

kanseri hastalarinda yiiksek GSTM1 null genotipi frekansi bulmuslardir (Katoh T ve
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dig. 1995). Katoh ve arkdaslar1 bagka bir ¢alismalarinda GSTM1 null aleli ile gastrik
adenokarsinom olusumu arasinda anlamli bir iligski gostermislerdir (Katoh T ve dig.
1995). Zhong ve arkadaslar1 Iskoc¢ popiilasyonunda 196 hasta ve 225 kontrolle
yaptiklar1 calismada GSTM1 null aleli ile artan kolon kanseri riski arasinda
istatistiksel anlama ulagsmis bir iliski gostermislerdir (Zhong ve dig. 1993). Benzer
olarak Gowronksa ve arkadaglarinin Polonya popiilasyonunda GSTMI1 null aleli ile
kolon kanseri olusumu arasinda istatistiksel anlama ulasmis iliski bulmuslardir
(Gowronksa ve dig 1999).

Calismamizda GSTMI1 null aleli ile iilseratif kolit hastalar1 arasinda
istatistiksel iligkiler aranmis fakat fark bulunamamistir. Bu sonuglar goz Oniine
alindiginda, kendi ¢alismamiz i¢in GSTM1 null genotipinin iilseratif kolit gelisimiyle
iligkili olmadigini diisiinmekteyiz.

Deakin ve arkadaslar1 kolon kanseri hastalarinda GSTT1 null genotipini
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek bulmuslardir (Deakin ve dig 1996).
Jahnke ve arkadaslar1 Alman popiilasyonunda yaptiklari ¢alismalarinda GSTT1 null
genotipi ile skuamdz hiicreli larinks karsinomu arasinda iligki oldugunu
gostermislerdir (Jahnke ve dig. 1996). Butler ve arkadaslar1 Beyaz irkta yaptiklar
calismalarda GSTT1 null aleli ve kolon kanseri olusumu arasinda istatistiksel anlama
ulagmis bir iliski bulmuslardir (Butler ve dig. 1997). Saadat ve arkadaslar1 88 gastrik
ve kolon kanseri ilizerinde yaptiklart caligmalarinda GSTM1 ve GSTT1 null
alellerinin mide ve kolon kanseri olusumu {iizerine istatistiksel anlama ulagmis
etkilerinin oldugunu gostermislerdir (Saadat ve dig. 2001). Mittal ve arkadaslari
Hindistan popiilasyonundaki yaptiklar1 ¢aligmalarinda GSTM1 ve GSTTI1 null
alellerinin prostat kanseri riskini arttirdigini gostermislerdir (Mittal ve dig 2004).

Calismamizda GSTT1 null aleli ile {lseratif kolit hastalar1 arasinda
istatistiksel iligkiler aranmis ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Bu
sonuglar g6z Oniine alindiginda, kendi ¢alismamiz igin GSTT1 null genotipinin

tilseratif kolit olusumuyla iliskili oldugunu diistinmekteyiz.

Prokarsinojen metabolizmasindaki genetik degisikliklerin diger kanserlerde
oldugu gibi iilseratif kolitinin devami sayilabilen kolon kanseri i¢in de kisisel
yatkinlik olusturma olasilig1 iizerinde durulmalidir. Viicuda giren prokarsinojenler
insan enzim sistemleri tarafindan aktivasyon ve detoksifikasyona ugrarlar. Ornegin

benzopren insanlarda karsinojen olarak bilinen bir molekiildiir. Bu molekiil sigara
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icimi ve soludugumuz havayla hiicrelerimize ulasir. Ligand-reseptor kompleksi
olusturarak promotor bolgelere baglanir ve karsinojen metabolize eden enzimlerin
indiiklenmesine yol acgar. BoOylece faz 1 (oksidasyon) ve faz II (konjugasyon)
basamaklarindan sonra suda ¢oziilebilen ve idrarla atilabilen triinler olustururlar.
Fakat oksidasyon sonrasi olusan ara {iriinler ¢ok daha reaktif ve dolayisiyla da
karsinojendir. Bu ara {irtinler DNA’ya baglanip DNA-adduct, spesifik hiicre-gen
mutasyonlart ve onkogen mutasyonlarinin meydana gelmesine neden olurlar.
Solunan Kkarsinojenlerin aktive deaktive edilmesi kisiden kisiye degismektedir.
Karsinojen metabolize eden hem faz | hem de faz 1l enzimlerindeki polimorfizmler
ile kanser riski arasindaki iliskiyi inceleyen molekiiler epidemiyoloji calismalar
celiskili sonuglar ortaya c¢ikarmistir. Cilinkii prokarsinojen metabolizmasi
polimorfizmlerinin sikli§i populasyonlar arasinda farklilik gostermektedir ve bir
populasyonda yatkinlik olusturan bir faktor digerinde olusturmayabilir. Farkl
populasyonlarda karsinojen metabolizmasi enzimi olan mEPHX’in polimorfizminin

sikligi, bu ¢aligmada elde edilen sonuglarla birlikte tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4. 1 Farkli popiilasyonlarda mEPHX genotip sikliklar

Populasyonlar Ekzon-3 (% Ekzon-4 (%)
Tyr/Tyr | Tyr/His | His/His | His/His | His/Arg | Arg/Arg

Finlandiya 52 36 12 74 26 <1
Sudan 65 26 9 57 38 5
Kafkasya 50 33 17 67 29 4
Latin 23 52 25 76 24 <1
Japon 25 44 31 67 28 5
Kore 28 29 43 73 21 6
Kanada 14 34 52 69 27 4
Avusturya 48 43 9 68 29 3
Kontrol 66 29 5 72 25 3
Hasta 56 26 18 68 29 3

Bizim ¢alismamizda mEPHX ekzon 3’te polimorfik varyant sikligi kontrol
grubunda % 5 civarindadir bu sonug diger populasyonlara oranla biraz daha diisiiktiir
ve benzerlik gostermemektedir. Kontrol grubu heterozigot sikligt ise % 29 civarinda
olup Sudan, Kafkasya, Kore, Finlandiya ve Kanada polulasyonu ile benzerlik
gosterirken Latin, Japon ve Avusturya populasyonu ile uyum gostermemektedir

(Zhou ve dig. 2001, Timersma ve dig. 2001, Yim ve dig. 2000, Cortessis ve dig.
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2001, Gasson ve dig. 2003, Takeyabu ve dig. 2000, Laasanen ve dig. 2002, Gsur ve
dig. 2003) mEPHX ekzon 4’te konrol grubunda polimorfik varyant sikligt % 3
civarindadir ve bu oran hemen hemen biitiin populasyonlarda aynidir ve benzerlik
gosterir. Heterozigot siklig1 ise % 25 civarinda olup Sudan populasyonu disinda
diger populasyonlarla uyum gostermektedir.

Hasta grubunda mEPHX ekzon 3’te polimorfik varyant sikligi %18
civarindadir ve Kafkasya populasyonu ile benzerlik gosterirken diger populasyonlar
ile uyum gostermemektedir. Heterozigot siklig1 ise %26 civarinda olup Avusturya,
Japon ve Latin popiilasyonu disinda benzerlik gostermektedir. Hasta grubunda
mEPHX ekzon 4’te polimorfik varyant siklig1 %3 civarinda olup hemen hemen tiim
populasyanlar ile uyum gostermektedir. Heterozigot siklig1 da % 29 civarinda olup
diger populasyonlar ile benzerlik gostermektedir.

115 dilseratif kolit hastas1 ve 130 kontrolii igeren ¢alismamizda ksenobiyotik
metabolizmasinda hem faz I hem de faz II enzimi olarak degerlendirilen mEPHX’1n
polimorfik varyantlari ile iilseratif kolit arasindaki iliski incelenmistir. Bu ¢alismanin
sonuglarina gére mEH ekzon-3 polimorfizmi ile ilseratif kolit arasinda anlamli bir
iligki bulunmustur (O.R. :4,62, p:0,00047, %95 CI 1,7926<0.R.<11,8915). mEPHX
ekzon-4 polimorfizmi ile ise anlamli bir iliski bulunamamustir (O.R.:1,14, p: 0,2738,
0,2774<0.R.<4,6458).

Calismamizda mEPHX*3 geni i¢in polimorfik bireylerin odds oram 4,62, p
degeri 0,00047, heteerozigot bireylerin odds orani 1,06, p degeri ise 0,1148
bulunmustur. Daha 6nce Dj Jong ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada bu genin
tilseratif kolite cok yakin bir hastalik olan Crohn hastalig1 ile olast iliskisine bakilmis
odds oran1 2,92 bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir (Dj Jong ve dig. 2003).
Jozef Zidzik ve arkadaslarmin Slovakyada yaptigi bir calismada kronik kalp
rahatsizlig1 olan hastalarda bu genin hastalik ile olan iliskisi arastirilmis odds oram

2,32 olarak hesaplanmis ve hastalik ile iliskili oldugu sdylenmistir.

mEPHX*4 geni i¢in polimorfik bireylerin odds orani 1,14, p degeri ise
0,2738, heterozigot bireylerin odds orani 1,24, p degeri ise 0,0878 bulunmustur.
Daha once Dj Jong ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada bu genin ilseratif kolite
cok yakin bir hastalik olan Crohn hastalig ile olasi iliskisine bakilmis odds oran
1,36 bulunmus ve bu hastalik ile iligkisi bulunmamustir. Jozef Zidzik ve

arkadaglarinin  Slovakyada yaptig1 bir calismada bir c¢aligmada kronik kalp
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rahatsizlig1 olan hastalarda bu genin hastalik ile olan iliskisi arastirilmis odds orani
0,98 olarak hesaplanmistir ve bizim ¢alismamiza benzer bir sekilde hastalik ile bu

genin polimorfik varyantinin bir iliskisi bulunmamustir.

Ahmet O. Ada ve arkadaslarinin yaptigi bir arastirmada erkek Tiirk
popiilasyonunda mEPHX*3 ve mEHX*4 polimorfizmleri arastirilmis, mEHX*3 i¢in
His113His olan polimorfik bireylerin yiizdesi 7,5, mEH*4 i¢in Argl39Arg olan
polimorfik bireylerin yilizdesi 2,2 bulunmustur ve bu sonuglar kontrol grubu igin
bizim ¢alismamizin sonuglariyla paralellik gostermektedir (Ahmet O. Ada ve dig.

2007).

Ergiin Pinarbas1 ve arkadaslarmin kadin Tirk popiilasyonunda yaptig bir
arastirmada mEHX*3 ve mEHX*4 polimorfizminin gebe bayanlardaki dagilimi
arastrilmig, MEHX*3 i¢in His113His olan polimorfik bireylerin odds orani 1,13, p
degeri ise 0,66 bulunmustur ve bizim c¢alismamiz ile benzerlik gostermemektedir.
MEHX*4 i¢in Argl39Arg olan polimorfik bireylerin odds orani 1,17, P degeri ise
0,89 bulunmustur bu sonug¢ bizim sonucumuz ile uyum gosterir (Ergiin Pinarbas1 ve

dig. 2007).

Biyodoniigiim enzimlerini kodlayan tek bir gendeki polimorfizm tek basina
kanser gelisimi i¢in yeterli olmayabilir ve kanser gelisimi i¢in ksenobiyotik
metabolizmasinda goérev alan biyodonisiim enzimlerindeki polimorfizmlerden
birkaginin birlikte tagmmmasi gerekebilir. Ayrica ksenobiyotik metabolizmasinda
gorev alan enzimleri kodlayan genler ile kanser olusumundan sorumlu baska genler
arasinda linkaj olabilir. Hassett ve arkadaslarina gore ekzon 3 teki tirozin histidin
degisimi enzim aktivitesini %40 oraninda diisiirmektedir. Ekzon 4 teki histidin
arjinin degisimi ise enzim aktivitesini %25 oraninda arttirmaktadir (Hassett ve dig.
1994). Calismamizda Ulseratif kolit hastalarinda ekzon 3 te polimorfizm orani
kontrol grubuna gore daha yiiksektir ve epoksit hidrolazin diisiik aktivitesi bagirsak
iltihabina ve dolayisiyla kolon kanserinin onciisii olan iillseratif kolite yol agiyor

olabilir.

DNA tamir mekanizmasi transkripsiyonu baglatma ve hiicre dongiisiinii
sonlandirma fonksiyonundan dolay1 genom kararliliginda hayati énem tasir. DNA
tamir mekanizmasinin amact DNA hasarin1 tamir etmek ve genom kararliginm

korumaktir. Gen-gevre etkilesimi sonucu olusan DNA tamir genlerindeki
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polimorfizmler DNA tamir kapasitesini etkileyerek hiicrelerin kansere yatkinlig
arttirrr.  Farmakogenetik olarak DNA tamir kapasitesi sitotoksik ve radyasyon
tedavilerinde yanit1 diizenleyebilir (Fojo ve dig. 2001). DNA tamir genlerindeki
polimorfizmler tedaviye yanitta, toksidite de, yasam beklentisinde sorumlu
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Goode ve dig. 2002). Karsinojenler direkt veya dolayl
DNA hasarma sebep olmaktadir. DNA hasarin1 onarim ig¢in viicutta yanit olarak
farkli biyolojik mekanizmalar vardir ve bu sayede genomun biitiinligi
korunmaktadir. DNA tamir kapasitesindeki azalma DNA hasarina karsi olusan
biyolojik yamtta degisikliklere sebep olur ve bunun sonucunda farkli malign
tumorler gelisebilir (Berwick M ve dig. 2000).

XRCC1 geni 19q 13.2-13.3’da yer alir (Mohrenweiser ve dig. 1989).
XRCCI proteini (Mr 70000) iyonize radyasyon ve alkalize ajanlarin sebep oldugu
DNA tek zincir kiriklarinda ve sabit baz hasarlarinda baz eksizyon tamir yolunun
onemli bilesenidir. XRCC1 protein DNA ligaz III, DNA Polimeraz b , AP
endoniikleaz, poliniikleotid kinaz ve poli (ADPriboz) polimeraz ile ilgilidir (Shen M
ve dig. 2003). Tek zincir kiriklarini tanir ve baglanir (Stern ve dig. 2001).

BER ve NER; DNA tamir mekanizmalarinin 6nemli oldugu bir¢ok hastalikta;
kolon ve rektum (Stern ve dig. 2007), akciger (Sreeja ve dig. 2007), meme
(Mechanic ve dig. 2006), mesane (Andrew ve dig. 2008), pankreas (Jiao ve dig.
2007), prostat (Bau ve dig. 2007), nasofarinks (Yang ve dig., 2007), mide (Ruzzo ve
dig, 2007), deri kanserlerinde (McCarty ve dig. 2007), dzefagus (Ye ve dig. 2006) ve
kas myolomlarin da (Hsieh ve dig. 2008), kan kanserinde (Rzeszowska-Wolny ve
dig. 2005) ve de katarakt hastaliginda (Unal ve dig. 2007) ayrintili bir sekilde

caligilmistir.

Kolon ve rektum kanserlerinde XRCC1-399 polimorfizmi, alkol ve sigara
icenlerde mutasyon olusumunu tetikleme 6zelliginden dolay1 kanser arastirmalarinda
yararli bagimsiz marker olarak kullanilmaktadir. Bu esnada reaktif oksijen tiirleri
genotoksinlerle iligkili olarak 6nemli rol oynamakta ve sonucta kanser riskini

arttirmaktadir (Stern ve dig. 20063, b).

Enflamasyonla gelisen hastaliklardan sadece romatoid artirit ile XRCC1
Arg399GIn polimorfizmi arasindaki iliski incelenmistir. Akiko Koyama ve

arkadaslarinin Japon populasyonunda yaptig1 bu ¢alismanin bulgularina gére XRCC1
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399GIn alleli tasiyiciligt Romatoid artirit ig¢in bir risk faktorii olusturmamaktadir
(Koyama ve dig. 2006).

Elde ettigimiz bulgudan yola ¢ikarak XRCC1Arg399GIn polimorfizminin
farkli hastaliklarda farkli etkilere yol actig1 diisiiniilen polimorfizmler arasinda kabul
edilebilecegini diisiindiiren baz1 ¢aligmalar da literatiir bilgimiz arasinda
bulunmaktadir.

Giiniimiize kadar yapilan arastirmalarda XRCC1Arg399GIn polimorfizmi ile
kanser arasindaki iliski incelenmis ve farkli kanser gesitleri i¢in farkli bulgular elde
edilmistir. Zhibin Hu ve arkadaslarinin XRCC1 genleri ve kanser riski arasindaki
iliskiyi meta analizi ile inceledikleri ¢alismalarinda XRCC1’in 399. Kodonundaki
polimorfizminin yabanil ve mutant homozigot tiplerinin her ikisinin de kanser ile
iligkili olmadigini gézlemlemislerdir (Hung ve dig. 2005). Bu bulguya paralel olarak
Yun Cao ve arkadaslar1 Cin populasyonunda XRCC1 genleri ile nazofarenjeal
karsinoma riski arasindaki iligskiyi arastirmis ve nazofarenjeal karsinoma ile bu
polimorfizm arasinda bir iligski gozlemediklerini bildirmiglerdir (Cao ve dig. 2006).
Bu iki calismanin aksine, Priya Chacko ve arkadaslarinin Hindistanli kadinlarda
XRCC1 kodon 194 ve kodon 399 ile meme kanseri arasindaki iliskiyi arastirdiklari
calismalarinin  sonucunda 399. Kodondaki polimorfik GlIn allelini hasta
populasyonunda yiiksek oranda gérmiisler ve bu polimorfizmin meme kanseri riskini
6 kat yiikselttigini ileri stirmiiglerdir (Chacko ve dig. 2005). Bu bulguya paralel
olarak Sook-Un Kim ve arkadaslariin Koreli kadinlarda XRCC1 genleri ile gogiis
kanseri arasindaki iliskiyi inceledikleri ¢aligmalarinin sonucunda 399. kodondaki
polimorfik mutant allelin gogiis kanseri riskini 2,4 kat arttirdigin1 gézlemlemislerdir
(Kim ve dig. 2002). Sandra Costa ve arkadaslarimin benzer bir sekilde Portekiz
populasyonunda DNA tamir mekanizmasi polimorfizmleri ile gogiis kanseri
arasindaki iliskiyi arastirdiklar1  c¢alismalar1  sonucunda XRCC1Arg399GIn
polimorfizminin gégiis kanseri i¢in risk olusturdugunu bildirmislerdir (Costa ve dig.
2006).

Yaptigimiz c¢alismada da XRCCI1-194 geni i¢in hasta ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel bir anlama ulasan iligki tespit edilememistir (O.R.:1,71 %95 CI
0,2814<0.R.<10,4448 p: 0,2933). XRCC1-399 geni i¢in ise hasta ve kontrol grubu
arasinda hem heterozigot olan Arg/Gln alleli varligi (O.R.:2,98 %95 CI
1,5915<0.R.<5,5688 p:0,0003) hem de mutant olan GIn/GIn alleli varlig1 (O.R.:2,28
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%095 CI 1,0403<0.R.<4,9863 p:0,017413) {ilseratif kolit gelisimde bir risk faktorii
olusturdugu istatistiksel olarak tespit edilmistir.

Calismamizdaki CYP1A1*2A, GSTT1, GSTMI1, mEPHX*3, mEPHX*4,
XRCC1-194 ve XRCC1-399 genleri kanser metabolizmasinda yer alan genler ve
enzimlerdir. Ulseratif kolit hastaligi kolon kanserinin oncii bir belirtisi olarak
goriilebilir. Hastalik yasi arttikca kolon kanserine doniisme hizi da artmaktadir.
Dolayisiyla tlseratif kolit hastalarinin olasi kolon kanseri riski oldukca yiiksektir.
Calismamizdaki bulgular da bu sonucu destekler niteliktedir. CYP1A1*2A, GSTT],
MEPH*3 ve XRCC1-399 genleri istatiksel olarak anlamli bulunmustur ve bu gen
bakimindan mutant olan bireyler kolon kanseri Onciisii olan iilseratif kolit
bakimindan yiiksek risk altindadir. Bu genler bakimindan polimorfik bireylerde
CYP1A1*2A artan enzim aktivitesi, GSTT1 null, mEPHX*3 azalan enzim aktivitesi
ve XRCC1-399 i¢in de diisen DNA tamir kapasitesi kanser gelisiminde biiyiik risk

faktoridiir.

Tiyopiirin  metiltransferaz (TPMT) Faz |l grubundan olan ilag
metabolizmasinda yer alan sitoplazmik bir enzimdir. Hem prokaryot hem
Okaryotlarda mevcuttur. TPMT enzimi tiyopiirin igeren ilaglardaki aromatik S-
metilasyonu ve heterosiklik siilfidril bilesikleri katalizler (Ames ve dig. 1986).
Tiyoplirin kullanilmadik¢a fenotipik olarak TPMT eksik bireylerde yaban tip
bireylerden bir fark ayirt edilemez. Bu gercek TPMT’nin viicutta hayati bir
fonksiyonu olmadigini gosterir. TPMT genindeki tek niikleotid degisimleri enzim
aktivitesinde degisikliklere yol acar. Degisik TPMT alleleri polimorfizmler tasirlar
ve bunlarda enzim eksikligi veya diisiik aktiviteye neden olur. Mutasyon tagimayan
TPMT allelerinde (homozigot yaban tip) genellikle yliksek enzim aktivitesi goriiliir.
Homozigot mutant allellerde ise TPMT eksikligi goriiliirken heterozigot olan bir
mutant bir yaban tip allel tasiyan bireylerde orta seviyede enzim aktivitesi goriliir.

Ulseratif kolit hastalar siirekli olarak ila¢ kullanmak zorundadirlar. Bu ilaclar
genellikle bagirsaktaki kronik iltihabi gidermeye yoneliktir. Bu ilag gruplarinin
arasinda immiinomodiilator ajanlar olarak azatiyopiirin (AZA), 6-merkaptopurin (6-
MP) gibi ajanlar vardir. Tiyopiirin metil transferaz enzimi azatiyopiirin yikiminda
onemli olan, eksikliginde ila¢ yan etkilerinin sik izlendigi ve diizeyi Olgiilebilen bir
enzimdir (Lennard L. ve dig. 1990). Homozigot ya da heterozigot gen defektlerinde

asirt miktarda aktif metabolit birikimi ve sonucta ciddi hematolojik yan etkiler
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izlenebilir. Bazi otorlerce tedavi dncesi enzim diizeyinin bakilmasi dnerilmektedir.
TPMT genin polimorfizmi bu sebeplerden dolay1 6nem kazanmaktadir.

Calismamizda kontrol grubundaki 130 saglikli birey ve vaka grubundaki 115
iilseratif kolitli bireyden TPMT*2 i¢in hi¢ null genotipe rastlanilmamistir. Tugba
Boyunegmez Tiimer ve arkadaslarinin Tiirk popiilasyonunda yaptig1 calismada lenf
kanserinin bu gen ile olan ilskisi arastirilmis ve bizim ¢alismamiza paralel olarak hig
polimorfik bireye rastlanilmamistir (Tugba Boyunegmez Tiimer ve dig. 2007).

Bizim ¢alismamiza benzer olarak Kazak, Kenya, Gana, Japon ve Cin
popiilasyonlarinda da TPMT*2 geni i¢in hi¢ null bireye rastlanimamistir (Wei ve
dig., 2005, McLeod ve dig., 2000, Ameway ve dig., 1999, Hiratsuka ve dig., 2000,
Collie-Duguid ve dig., 1999). Fransiz popiilasyonunda null genotipe %0.5 (Mc Leod
ve Siva, 2002), Ingiliz popiilasyonunda %0.5 (Ameway ve dig., 1999), Amerikan
popiilasyonunda %0.2 (Hon ve dig., 1999) oraninda rastlanilmistir.

Calismamizda TPMT*3B i¢in kontrol grubunda 130 bireyden hi¢ polimorfik
bireye rastlanilmazken {ilseratif kolitli vaka grubunda 115 bireyde 2 polimorfik
bireye rastlanildi. Tugba Boyunegmez Tiimer ve arkadaslarmin yaptigir ¢aligmada
lenf kanserinin bu gen ile olan ilgkisi arastirilmis ve bizim sonuglarimiza benzer bir
sekilde hi¢ polimorfik bireye rastlanilmamistir (Tugba Boyunegmez Tiimer ve dig.
2007).

Bizim ¢aligmamizda TPMT*3C geni icin kontrol grubunda hi¢ polimorfik
tipe rastlanilmazken vaka grubunda 2 polimorfik bireye rastlanilmistir. Heterozigot
bireylerin odds orani 1,15, p degeri ise 0,3117 bulunmustur. Tugba Boyunegmez
Tiimer ve arkadaslarnin yaptigi ¢alismada lenf kanserinin bu gen ile olan iligkisi
arasgtirtlmis ve 2 polimorfik bireye rastlanilmistir (Tugba Boyunegmez Tiimer ve dig.
2007). Hiromistu Ban ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada japon popiilasyonunda
TPMT A719G polimorfizminin iltihabi bagirsak hastaligi ile olan iligkisi aragtirilmus,
157 iilseratif kolitli ve 78 crohn hastasinda hi¢ polimorfik bireye rastlanmazken, 2
grup i¢inde heterozigot 2 ser bireye rastlanilmistir. Kontrol grubunda ise 44 saglikli
bireyde hi¢ polimorfik bireye rastlanmazken 1 tane heterozigot bireye rastlanilmistir

(Hiromitsu ve dig. 2010).

Noritaka Takatsu ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada japon
popiilasyonunda TPMT*2, TPMT*3B ve TPMT*3C polimorfizlerinin iltihabi

bagirsak hastaliklari ile olan iliskisi arastirilmus, iilseratif kolitli bireylerde yaban tip
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%098, Crohnlu bireylerde taban tip % 97,9 oraninda tespit edilmistir (Noritaka ve dig.
2009). Qian Cao ve arkadasglarmin yaptigi bir ¢alismada ¢in popiilasyonunda
TPMT*2, TPMT*3B ve TPMT*3C polimorfizlerinin iltihabi bagirsak hastaliklar1 ile
olan iligkisi arastirilmis, ilseratif kolitli, Crohnlu ve kontrol grubunda polimorfik
bireye hig¢ rastlanilmazken, TPMT*3C geninde heterozigot allel frekans1 {ilseratif
kolitli grupta 2,45, crohnlu grupta 0,57 ve kontrol grubunda ise 1,47°dir (Qion ve
dig. 2009). Ondrej Slanar ve arkadaslarinin yaptigi bir arastirmada Cek
popiilasyonunda TPMT*2, TPMT*3B ve TPMT*3C polimorfizlerinin iltihabi
bagirsak hastaliklari ile olan iligkisi arastirilmis, iilseratif kolitli, Crohnlu ve kontrol
grubunda polimorfik bireye hig¢ rastlanilmazken, TPMT*2 geninde heterozigot allel
frekansi inflamatuvar bagirsak hastalikli grupta 0,13 iken kontrol grubunda ise
0,16’dir. TPMT*3B geninde heterozigot allel frekansi ibh’li grupta 0,13 iken kontrol
grubunda ise 0°dir. TPMT*3C geninde heterozigot allel frekansi ibh’li grupta 0,38
iken kontrol grubunda ise 0,50 dir (Ondrej Slanar ve dig. 2008).

Calismamizdaki sonuclar literatiir ile paralellik gostermektedir. Genel olarak
TPMT geni polimorfizm orani diger popiilasyonlarda da diisiik seviyededir. Ulseratif
kolit gelisimde TPMT geni polimorfizmi istatistiksel olarak anlama ulasan bir

seviyede risk faktori olusturmadig1 yoniindedir.

Sitokrom P450 enzimleri birgok ilacin metabolizmasina katkida bulunur.
Ancak, metabolizmaya katilan enzimlerin bir kismi polimorfik 6zelliktedir.
Genlerdeki mutasyon sonucu olusan polimorfizm, enzim aktivitesinde ya da enzimin
salgilanmasinda azalmaya, artmaya veya yokluguna neden olabilir. Buna bagli olarak
da ilag metabolizmasinda bireyler aras1 ve toplumlar arasi farkliliklar ortaya ¢ikar.
CYP2C9, CYP2D6 ve CYP3A4 ilag metabolizmasinda onemli rolleri olan sitokrom
P450 enzimlerindendir.

CYP2C9*3 ekson 7'de 359. kodonda izoldsin’in 16sin ile yer degistirmesine
neden olan sifre degisikligi bulunmaktadir (Herman ve dig. 2003, Ablin ve dig. 2004,
Tabrizi ve dig 2002). Bu alleli heterozigot veya homozigot tasiyanlarda enzim
aktivitesi azalmaktadir. Bu nedenle metabolizmasinda rol aldiklar1 ilaglarin etkisini
degistirebilirler (Ablin ve dig 2004). CYP2C9 i¢in en iyi bilinen ilag substratlari
yapilarinda karboksilik grup igeren zayif asitlerdir. Tolbutamid gibi oral
hipoglisemik ajanlar, fenitoin gibi antiepileptik ilaglar, oral antikoagiilan kumadin,

ibuprofen gibi nonsteroid anti-inflamatuvar ilaglar ve losartan gibi angiotensin Il
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blokerleri CYP2C9 tarafindan metabolize edilir (Ablin ve dig 2004, Tabrizi ve dig
2002).

Calismamizda CYP2C9*3 i¢in kontrol grubunda polimorfik allel siklig1 0,138
iken hasta grubunda polmorfik allel siklig1 0,178 civarindadir. Tablo 4.2.’de farkh
populasyonlarda polimorfik allel frekanslar1 verilmistir. Tiirk populasyonunda diger
populasyonlara oranla CYP2C9*3 polimorfizm oran1 biraz daha yiiksektir.
Aynacioglu ve arkadaglarinin 1999 yilinda Tirk populasyonunda yaptigi bir
arastirmada CYP2C9*3 polimorfik allel sikligin1 0,1 civarinda bulmustur ve bizim
sonuclarimiza paralellik gostermektedir. Isve¢, Beyaz Amerikali, Zenci Amerikals,
Japon ve Ingiliz populasyonlarinda ise polimorfik allel sikligi bizim
calismamizdakinden daha diisiik seviyede gosterilmistir. Bunun nedeni etnik
farkliliklar ve farkli yasam bicimleri olarak gosterilebilir. Tayvan ve Alman

populasyonlarinda ise CYP2C9*3 igin hi¢ polimorfik varyanta rastlanilmamastir.

Tablo 4. 2 Farkli populasyonlarda CYP2C9*3 polimorfik allel siklig1

CYP2C9*3 Polimorfik allel
Populasyon sikhig Kaynak
Isvecliler n=430 0,074 Yasar U. ve dig. 1999
Beyaz Amerikalilar n=461 0,06 London Sj. ve dig. 1996
Zenci Amerikalilar n=239 0,005 London Sj. ve dig. 1996
Japonlar n=39 0,004 Inoue K. ve dig. 1997
Beyaz Amerikalilar n=45 0,033 Inoue K. ve dig. 1997
Ingilizler n=100 0,085 Stubbins Mj. ve dig. 1996
Japonlar n=218 0,021 Kayoko N. ve dig. 1997
Tayvanlilar n=82 0 Wang SI. ve dig. 1995
Almanlar n=127 0 Aynacioglu ve dig. 1999
Tiirkler n=499 0,1 Aynacioglu ve dig. 1999
Kontrol n=130 0,138 Bu ¢alisma
Hasta n=115 0,178 Bu ¢alisma

Sitokrom P450 CYP2C9 Kanada’da yerlesik Hint kokenlilerde, Kuzey

Amerikal1 beyazlar, Cinliler ve Eskimolarda arastirilmis ve CYP2C9*3’lin Cin ve
Eskimo populasyonunda ¢ok nadir bulundugu veya bulunmadigi; ancak Hint ve
Beyaz irkta 0.03 ve 0.08-0.15 oldugu, bu durumun da ilaglarin yavas metabolize

edilmesine sebep olabilecegi vurgulanmistir (Andra ve dig 2001).
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Calismamizda CYP2C9*3 i¢in {ilseratif kolitli grup ve kontrol grubu arasinda
polimorfik allel sikligi bakimindan istatistiksel anlama ulasan bir iliski tespit

edilmemistir.

Genetik polimorfizm gosteren CYP2D6 enzimi, CYP2D alt-ailesine ait; 1
geni ve 4 pseudogeni bulunmaktadir. CYP2D6’da ilag metabolizmasinda ve
ksenobiyotik detoksifikasyonunda rol alan bir enzimdir. Genotipleme ¢alismalariyla,
CYP2D6 lokusunun 70’den fazla varyant alleli oldugu ve bunlardan en azindan 15
tanesinin fonksiyonel olmayan gen tirlinlerini kodladig1 saptanmistir (Aynacioglu ve
dig. 2001). Defektif allellerin, gen delesyonu sonucu pseudogenlerle ve tek baz
mutasyonlariyla meydana gelen gergeve kaymasi, missense, nonsense ya da “splice-
site” mutasyonlariyla olustugu diistiniilmektedir. Bu alleller normal genden farklilik
gostermekte ve enzimin etkinligini dnemli oranda degistirmektedir. Sonucta; ilag
toksisitesinden, kanser ve bazi hastaliklara olan yatkinliktan sorumlu olabilen; yavas,
orta, hizli ya da ultra hizli metabolizor fenotipleri meydana gelmektedir (Kaya 1994).
Gilintimiizde, ¢ok sayida ilacin metabolize edilmesinde etkisi oldugu saptanmis
enzim, reseptor, kanal ve transport protein polimorfizmlerinin gesitli etnik gruplarda
farkli allel ve genotip frekanslar1 ile temsil edildikleri ve tedavi amach ilag
kullaniminda farkli cevaplarin alinmasindan sorumlu olabilecekleri gosterilmistir.
Bunlar arasinda bizim ¢alismamizda yer alan sitokrom P4502D6 enzimi ¢ok onemli
bir paya sahiptir, ¢linkii ilaglarin yaklasik % 25’inin metabolizmasindan sorumludur.
[laglarin metabolizmasindan sorumlu CYP2D6 enziminin polimorfizimlerine bagh
olarak enzim etkinliginin bireyler aras1 ve toplumlar arasi degiskenlik gdstermesi,
yetersiz ilag tedavisi ya da ilaglara bagl istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir.

Bizim calismamizda hasta ve kontrol grubu genel olarak karsilastirildiginda,
CYP2D6*2 polimorfizmi ile ilseratif kolit arasinda anlamli bir iligki bulunmadi.
Ulseratif kolit ile CYP2D6 polimorfizmi arasindaki iliskinin arastirildig1 calismalar
sturhidir.

CYP2D6 enziminin farkli kanser tiirleri {izerine olan etkisi yogun bir sekilde
incelenmistir. CYP2D6 gen polimorfizimlerinin aday olarak gosterildigi
kanserlerden biri 16semi’dir. Aydin ve dig. 2006 yilinda, Tiirk populasyonunda,
CYP2D6 geninin allel sikliklarin1 akut myeblostik (AML) ve akut lenfoblastik
16semili (ALL) pediyatrik ve yetigkin hasta gruplarinda ve saglikli bireylerden olusan
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kontrol grubunda arastirmislardir (Aydin ve dig. 2006). Pediatrik ve yetiskin akut
myeloblastik 16semi hasta gruplarinda CYP2D6*3 polimorfik varyantinin bir risk
faktorii olmadigr gosterilmistir. Pediatrik ve yetiskin akut lenfoblastik 16semi (ALL)
hasta gruplarinda da CYP2D6*4 polimorfik varyantinin bir risk faktorii olmadigi
bulunmustur (Aydin ve dig. 2006).

Bizim sonuglarimizla paralellik gosteren benzer bir c¢alismada, Li ve
arkadaslar1 CYP2D6*10 polimorfizmiyle meme kanseri riski arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulamamuslardir (Li ve dig. 2006). Losemi hastalarinda,
CYP2D6 polimorfik genotipinin kontrollere kiyasla daha yiiksek bir siklikta
bulundugu saptanmis (% 76,6-% 57) ve bu genotipin 16semi riskini arttirdig: ileri
striilmiistiir. Lemos ve arkadaslar1 bu durumun, tanimlanamayan bazi kimyasal
karsinojenlerin metabolik aktivasyonundaki artisla ya da karsinogeneziz igerisinde
bulunan farkli komsu genler ile CYP2D6 geni arasinda, 22q13 lokusunda meydana
gelen bir linkaj sonucu gerceklesebilecegini 6ne stirmiislerdir (Lemos ve dig. 1999).
Faz I metabolizmas1 sonucu bazen toksik ara iiriinler olusmaktadir ve bu tiriinler
biyodoniisiime ugrayincaya kadar orjinal substrattan ¢ok daha zararli bir etki
yaratmaktadir. Bu durumda, polimorfik genotip tarafindan prokarsinojenlerin
aktivitesinin arttirilmasi, karsinogeneziz riskinin de artmasi ile iliskilendirilebilir.
[lging olarak daha énceki bir ¢alismada, I6semi hastalarinda, yaban genotip sikligmin
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Smith ve dig. 1992).
Yapilan diger ¢alismalardaki bu geliskili bulgularin, farkli toplumlarda bulunan
cevresel karsinojenlerin tiplerinden de kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

CYP3A4 ilag metabolizmasinda rol alan CYP450 enzimleri iginde, en aktif
olanidir. Ayrica kalin bagirsakta yiiksek yogunlukta bulunur (Rendic ve dig. 1997,
Thummel ve dig. 1998). insan karacigerinde en ¢ok bulunan CYP enzimi
CYP3A4’tir ve pek c¢ok dokuda ekspres edilir. Ancak ilaglarin ve diger
kimyasallarin metabolizmasinda, karaciger kadar ince bagirsaktaki ekspresyonda ¢ok
onemlidir (Guengerich 1999). CYP3A4 giinlimiizde kullanilan ilaglarin yarisinin
metabolizmasina katilir (Bertz ve Granneman 1997).

Calismamizda kontrol grubu ve hasta grubu arasinda CYP3A4*1B polimorfik
varyant allel siklig1 arasinda istatistiksel anlama ulasan bir fark tespit edilememistir.
Kontrol ve hasta grubunda hi¢ polimorfik varyanta rastlanilmamigtir. Heterozigot
bireyler arasinda da istatistiksel anlama ulasan bir fark tespit edilmedi (O.R.: 1,73,
0,4769<0.R.<6,3047 p: 0,179283).
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Adam A. Garsa ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada bizim sonugalarimiza
paralel olarak 95 Avrupalida CYP3A4*1B i¢in hi¢ polimorfik bireye
rastlanilmazken, 95 Afrikalida %82 oraninda polimorfik varyanta rastlanilmistir
(Adam A. Garsa ve dig. 2005). Avrupali populasyonu ile bizim ¢alismamizin sonucu
benzerlik gosterirken Afrika populasyonu benzerlik gostermemektedir.  Bunun
nedeni etnik, irksal, ¢evresel faktorler ve beslenme farkliliklar: olabilir.

S. Pakakasama ve arkadaglarinin yaptifi bir calismada CYP3A4*1B
polimorfizmi ile ALL arasindaki iligki arastirilmis ve istatistiksel olarak anlama
ulasan bir iligki tespit edilememistir. Bizim ¢alismamiza benzer olarak 107 hasta ve
320 kontrol grubunda CYP3A4*1B i¢in hi¢ polimorfik bireye rastlanilmamistir ( S.
Pakakasama ve dig 2005).

Pamela L. Paris ve arkadaslarinin Amerikan populasyonunda yaptigi baska
bir aragtirmada CYP3A4 varyantlarinin prostat kanseri ile olan iliskisi arastirilmis ve
istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir (Pamela ve dig. 1999).

CYP3A4*1B polimorfizminin inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 ile olan
iliskisinin arastirildig1 ¢alisma sayisi ¢ok yetersizdir. Ozellikle Tiirk populasyonunda
3A4*1B ile inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 arasindaki iligskiyi gosteren c¢alisma
yok denecek kadar azdir.

Insanlarda yaygin olarak goriilen multi-faktoriyel hastaliklarn SNP’ler ile
iligkisi aragtirilmakta ve SNP haritas1 sayesinde ne tiir genetik polimorfizmlerin,
hastaliklarin ~ olusumunda etkili oldugu anlasilmaya c¢alisilmaktadir. Tim
polimorfizmlerin populasyon i¢inde olusturdugu varyasyonlar; herhangi bir ilacin
alimimi, taginimi, yikimi ve atilimi gibi her bir basamaginda etkili olan; reseptdr,
enzim ve tasinmadan sorumlu ¢ok sayida proteinin dahil oldugu sistemde olabilir.
Dolayisiyla, ilacin veya etkenin, hedeflenen dogrultuda tedavi edici veya etkili
olabilme 6zelliginin standardizasyonundan ziyade, genotipe uygun sekilde verilmesi
daha gercekei ve akilcidir. Giinlimiizde, ¢ok sayida ilacin metabolize edilmesinde
etkisi oldugu saptanmis enzim, reseptdr, kanal ve transport protein
polimorfizmlerinin ¢esitli etnik gruplarda farkl allel ve genotip frekanslar ile temsil
edildikleri ve tedavi amacl ila¢ kullaniminda farkli cevaplarin alinmasindan sorumlu
olabilecekleri gosterilmistir. Calismamizdaki TPMT*2, TPMT*3B, TPM*3C,
CYP2C9*3, CYP2D6*2 ve CYP3A4*1B genleri ilag metabolizmasinda yer alan
genler ve enzimlerdir. Ulseratif kolit hastalar1 yiiksek dozlarda ve siirekli olarak

bagirsaktaki iltihab1 gidermek icin ila¢ kullanmak zorundadirlar. Dolayisiyla bu
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genlerdeki polimorfizmler {lseratif kolit gelisimine, ilag secimine, dozuna ve
hastaligin seyrinde 6nemli derece etkilidir. Calismamizdaki bulgular bu genlerdeki

genotipik dagilimlarin kontrol ve hasta grubunda farklilik gostermedigi yoniindedir.
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5. SONUC

Calismamizda, Tirkiye populasyonundan 130 saglikli birey ve 115 iilseratif
kolit hastas1 bireyin kanser metabolizmasinda yer alan CYPIA1*2A, mEPHX*3,
MEPHX*4, GSTT1, GSTM1, XRCC1-194 ve XRCC-399 genlerinin genotipik
dagilimlarina,  hastalikla olan olasi iligkilerine ve kanser gibi olas1 ikincil
hastaliklarin gelisimindeki rolii arastirildi. Ulseratif kolit hastalari ilerleyen yaslarda
kolon kanseri gibi hastaliklara yakalanma bakimindan risk altindadir. Bizim
sonuglarimiz da kanser metabolizmasinda yer alan enzim gruplarindan CYP1A1%2A,
MEPHX*3, GSTT1 ve XRCC1-399 genleri ile iilseratif kolit gelisimi arasinda
istatistiksel anlama ulasan bir iliski oldugu yoniindedir. Bu genler bakimindan
polimorfik olan bireyler {ilseratif kolit ve kolon kanseri gibi hastaliklara yakalanma
bakimindan diger gruplara gore daha fazla risk altindadir. Bu kisiler yasam kalitesini
arttirma adina c¢evre kosullarina ve beslenme sartlarina polimorfik olmayan diger

bireylere kiyasla daha fazla 6zen gostermelidirler.

Calismamizin  bir diger hipotezi olan ila¢g detoksifikasyonu ve
metabolizmasinda yer alan CYP2C9*3, CYP2D6*2, CYP3A4*1B, TPMT*2,
TPMT*3B ve TPMT*3C genlerinin allel frekanslart ve genotipik dagilimlar1 da
saglikli ve iilseratif kolitli bireylerde tespit edildi. Ulseratif kolitli bireyler kronik
bagirsak iltthabin1 dnlemek icin yiiksek dozlarda ve siirekli olarak antiinflamatuvar
ilaglar kullanmaktadirlar. Bu ilaclar arasinda 6zellikle TPMT grubu enzimlerin
substrat1 olan Azatiyopiirin yer almaktadir. Bu genler bakimindan polimorfik olan
bireyler aldig1 ila¢ dozuna ve cinsine 6zen tedaviye 1yi yanit ve hastaliin seyri adina
gostermelidirler. Yaptigimiz istatistiksel analizlere gore ilag metabolize eden
enzimlerin polimorfik varyantlarinin saglikli ve iilseratif kolitli bireyler arasinda

anlaml bir fark teskil etmedigi yoniindedir.
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EK-1
PAMUKKALE UNIVERSITESI TIBBI ETIK KURULU

BASVURU FORMU

2 Ocak 2008.

Arastirmanin Adi:
Sitokrom P450 1A1, 2A6, 2C9, 2D6, 2E1 ve 3A4 enzimlerinin Tiirk Ulseratif kolit

hastalarinda ve normal popiilasyonda genetik polimorfizmi

Arastirmanin Genel Niteligi

Farmakogenetik ve Toksikokinetik

Aragtirmanin Gerekgesi ve Amaci

Farmakogenetik, ilaca yanit olusturmanin veya toksisitenin gelismesi bakimindan
bireyler veya cesitli toplumlar arasinda gozlenen farkliliklarin olusumunda genetik
faktorlerin katkisini inceler. Bireylerde oOzellikle ilag metabolize edici enzimlerin
genetik varyasyonlari, en uygun ila¢ veya doz se¢imi yapmaya olanak saglayan
farmakogenetik/toksikogenetik veya toksikogenomik yaklagim giderek daha fazla klinik

ve terapdtik onem kazanmaktadir.

Ilaglarin biiyiik bir gogunlugunun oksidatif metabolizmasindan sorumlu sitokrom P450
enzimlerinde karsilasilan genetik farkliliklar ilag tedavilerinin yetersiz kalmasina ya da
toksik reaksiyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olarak bir ¢ok ilacin metabolizmasinda

onemli rol oynamaktadir.

Bu arastirmada ilag metabolizasinda onemi rol oynayan sitokrom P450 enzim
alilerinden genetik polimorfizm gozlenen 3 aileye ait (CYP1, CYP2 ve CYP3)
polimorfizmlerin normal ve kolit hastalarindaki dagilimlar tespit edillmeye ¢alisilacak

ve kolit hastalig1 ile olas1 bagintilari saptanmaya ¢alisilacaktir

Aragtirmanin Gereg ve YOntemi
Arastirmada Normal ve Kolit hastasi bireylerden 2 mL kan alinarak bireylerde yukarida

verilen genlerin genotiplmesi gergeklestirilecektir. Bu amagla;
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1. Genomik DNA izolasyonu: Alinan kan drneklerinden genomik DNA izolasyonu
Takara's Dr. GenTLE (Blood) System Kit kullanilarak gergeklestirilecektir.
Sonugta elde edilen DNA’nin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak

saptanacak ve -20°C’de saklanacaktir.

2. Genetik sinyalin ¢ogaltilmasi-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA
amplifikasyonu: Incelenecek gen bélgesi ticari olarak BioGen Firmasi aracilig
ile BioBasic (almanya) sentezlettigimiz primerler (8 ¢ift-8 polimorfizm igin)

PCR ile in vitro ortamda cogaltilacaktir.
Ormnek PCR Bilesemi (25 ul igin)
2,5 pl 10X Taq bufter
2,5 pl MgCl
5 pldNTP karisimi (
0.5 pl Primer 1 (10pmol)
0.5 pl Primer 2 (10 pmol)
0,250ul1 Taq polimeraz (0,5 Unite)
1-4 ul genomik DNA (500 ng)

Distile su (hacmi 25 pl’ye tamamlayacak miktar)

94°C 30s
35 Donglti 94°C 30s
72°C 30s
60°C 30s

3. Genetik sinyalin tanimlanmasi- Endoniikleaz kesimi ile mutasyon saptanmast:
PCR ile ¢ogaltilmis genetik sinyalin hangi sifreyi tagidig1 daha 6nce saptanmis
bir mutasyonun (tek niikleotid polimorfizmi “SNP”) saptanmasi restriksiyon

endoniikleazlarin kullanilmasi ile gerceklestirecektir.

4. Genetik sinyalin goriintiilenmesi — DNA jel elektroforezi: Kesim reaksiyonu
sonrasinda olugsan {riinlerin agaroz jel {izerinde ylriitiilmesinden sonra olusan

bant paterni incelenerek bireyde mutasyon olup olmadigi saptanacaktir.
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Arastirmanin Uygulama Yeri/Yerleri
Aragtirmanin temel uygulama yeri PAU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boéliimii
Molekiiler Biyoloji/Toksikoloji Arastirma Laboratuaridir. Goniillillerden alinan

orneklerin analiz ve incelemeleri burada gerceklestirilecektir.

Hastalardan Kan ornekleri Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Klinigine
gelen kolit hastalig1 teshisi konulmus hastalardan Prof. Dr. Necla OSMANOGLU’nun
kontroliinde alinacaktir. Goniillillerden Kan 6rnekleri Miiserref Osman Nuri Yilmaz
Aile Saglik Merkezinde (Yenisehir-DENIZLI) Doktor ildeniz DURAN gbzetiminde

alinacaktir.

Alman orneklerden yukarida belirtilen yontemler ile DNA izole edilecek ve izole edilen
DNA’lar Arastirma laboratuarimizda bulunan, sifreli-kodlanmis bir bi¢imde, kimseye
bilgi verilmeden Kilitlenebilen -80 °C derin dondurucuda muhafaza edilecektir. Bu
ornekler zaten ancak calismada yapilacak analizleri karsilayacak kadardir ve artan 6rnek
beklenmemektedir. Ancak ¢alisma tamamlandiginda artan 6rnekler belirli siire sonunda

kullanim 6zellikleri de yitirdiklerinden dolay: otoklav ile imha edilerek yok edilecektir.
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Arastirmava Kurum Disindan Katilan Merkezler (Varsa)

Ege Universitesi Bu kuruma da ayrica etik bagvurusu yapilacaktir.

Arastirmada Ongoriilen Goniilliiler Ve Varsa Kontrol Sayis1 Ve Yas Araligi

Arastirmada kan verecek olan bireyler Goniillii bireyler olacaktir ve bu amagla ekte
sunulan Bilgilendirilmis Goniilli Onay Belgesi bireylere imzalatilacak ve bireyler

bilgilendirilecektir.

Aragtirma konusu toplum tarama calismasi oldugu i¢in hem kontrol ve hem de hasta
bireylerin diglanma kriterleri yoktur. Ancak etik ve hukuki kisitlamalar nedeni ile hasta
ve kontrol grubu bireylerinin en az 18 yasinda resit bireyler olmasi aranacaktir. Her iki

grup bireyler igin de tist yas sinir1 yoktur.

Hasta birey sayis1t 200 kisi olarak hedeflenirken kontrol grubu birey sayis1 350- kisi
olarak hedeflenmistir. Bu sayilar bir toplum calismasinda Ongoriisel sonuglar elde

edebilmek i¢in gerekli minimum sayilar oldugu i¢in segilmistir.

Hasta ve kontrol gruplar her hangi bir cografik kisitlamaya tabi tutulmayacagi icin
nereden segilecegi gibi bir tanimlama getirilmesi son derece zordur. Hasta bireylerin
cogunlukla Izmir toplumundan olmasi muhtemeldir ancak ben sahsen kendim de bu
hastalig1 tasiyan bir birey olarak bu calismaya katilacagim ve kendim gibi tanidigim
bireylerden de 6rnek alinacaktir. Ayrica ¢evre illerden gelen hastalarinda oldugunu goz
Online alindiginda Ege Bolgesi bireyleri olacagmi sdylemek yanlis olmayacaktir.
Kontrol grubu bireyler i¢in ise Denizli ili toplumunda bulunan bireyler olacaktir ancak
burada da yine ozellikle Ogrencilerin farkli illerden oldugu g6z Oniine alindiginda
Tiirkiye toplumu olacaktir. Netice itibari ile hedeflenen ¢aligma arastirma bagliginda da
belirtildigi gibi Tiirk toplumunu belirlemektir ve o nedenle bireyler Tiirk toplumundan

secilecektir.
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Goniilliiler icin Arastirmavya Dahil Olma Kriterleri

Kontrol grubu i¢in Dahil olma kriterleri
e 18 yas tistii olmasi
e Herhangi bir kronik rahatsizliginin olmamasi
e GOniillii olmast
Hasta grubu i¢in Dahil olma kriterleri
e Kolit hastast olmasi
e  GOniillii olmast
Her iki grup i¢in Diglama Kriterleri

e 18 yas alt1 olmasi

Uygulama Sirasinda Alinmasi Gereken Giivenlik Onlemleri

(Entoksikasyon olasihig1 varsa tedavisi belirtilmeli)

Yoktur

Arastirma EKibi (Ad1, Soyadi, Unvan)

a) Sorumlu Yiiriitiicii: Prof. Dr. Alaattin SEN
b) Diger arastirmacilar  Prof. Dr. Necla OSMANOGLU
Dr. ildeniz DURAN
Aras. Gor. Asli SEMiZ
Kiibra AYNACI
Esra KUS
Seda SABAH
Levent ELMAS

Ozgen BUYUKGOZE
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Aragtirmaya Destek Veren Kurum ve/veya Kuruluslar
Aaragtirmaya mali destek veren kurum yada kurulus yoktur. Sorumlu yiiriitiictiniin
kendi laboratuar imkanlar ile yiiriitiilecektir ve bu imkanlar (sarf ve cihaz olarak)

birimimizde mevcuttur.

Bu arastirma siiresince Diinya Tip Birligi (WMA) HELSINKI Bildirgesi (ve/veya
Diinya Psikiyatri Birlisi HAWAII Bildirgesi), Iyi Klinik Uygulamalari ve Iyi
Laboratuvar Uygulamalar: Kurallarina uyacagima, beklenmeyen ters bir etki veya bir
olay oldugunda derhal Etik Kurul'u haberdar edecegime, arastirma sirasinda ¢alisma
protokoliinde degisiklik yapilmasi gerektiginde bunu yazili olarak kurula bildirecegime,
arastirmanmin siiresine gore 6 ayda bir Etik Kurul’a arastirmamn gidisi ile ilgili rapor
sunacagima, arastirma durdurulmus ise bunu derhal Etik Kurul’a bildirecegime soz

veririm.

ARASTIRMA SORUMLU YURUTUCUSU

Prof. Dr. Alaattin SEN

NOT: Arastirmacilar doldurduklar1 bu basvuru formu ile birlikte 21480 Sayili Ilag
Arastirmalart Hakkinda Yonetmelik’in 16-17.maddeleri dogrultusunda hazirlanmig

onbir niisha ¢alisma dosyasini da Tibbi Etik Kurul Bagkanligi’na vereceklerdir.
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EK-2

TAMPONLAR VE SOLUSYONLAR

Tris-HCI, pH 7,6 (10Mm );

0,121 gr Tris tartilarak 60 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Soliisyon sterilizasyon

asamasindan sonra 4°C’de saklanmustur.

EDTA, pH 7.5 (100mM );

3,72 gr Na,EDTA.2H,0 tartilmistir ve bir miktar distile suda ¢oziilmiistiir. Cozlinen
EDTA pH 7.5 olacak sekilde 1M NaOH ile titre edilmistir ve son hacim 100 mL’ye
distile su ile tamamlanmistir.Son olarak soliisyon sterile edilmistir ardindan 4°C’de

saklanir.

KCI (10Mm);

7,45 gr KCI tartilmistir ve bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra son hacim 100

mL’ye tamamlanmustir. Soliisyon sterile edildikten sonra 4°C’de saklanmustir.

MgCl, (400mM );

8,13 gr MgCl; tartilmistir ve bir miktar suda ¢6ziindiikten sonra son hacim 100mL’ye

tamamlanmistir. Soliisyon sterile edildikten sonra 4°C’de saklanmustir.
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T KM E ( Tris-KCI-MgCI,-EDTA) Tamponu hazirlansi;

Ilk olarak hazirladigimiz Tris-HCI soliisyonunun iizerine ImL KCI ( 1M ), 2mL
EDTA (100mM ) pH 7.5 ve ImL MgCl, ( 400M ) eklenmistir. Ardindan 1M HCl ile
pH 7.6 olacak sekilde titrasyon islemi yapilmistir. Son hacim distile su ile 100mL’ye

tamamlanmistir. Soliisyon sterile edildikten sonra 4°C’de saklanmustir.

4X Triton X-100;

Triton-X-100’den 1mL alinmustir ve 3mL distile su eklenmistir.

% 20’lik SDS;

20 gr SDS 70 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Coziinen soliisyon 68°C’de isitilmistir ve
pH 7.2 olacak sekilde birkag damla HCI eklenmistir. Son hacim distile su ile 100
mL’ye tamamlanmistir. Bu soliisyon sterilizasyon iglemi gerektirmemistir ve Ayrica

oda sicakliginda saklanmistir.

TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) Tamponu

10X stok soliisyon:12,1 gr Trizma-base az suda ¢Oziilmistiir. Bu islemden sonra
1,86 gr Na-EDTA bir miktar suda ¢oziilmiistiir. Bunun iizerine 2,86 mL glasial asetik
asit eklenmistir. Hazirlanan soliisyonlar 250mL’lik balona aktarilmistir. Son hacim

ultra saf su ile 250mL’ye tamamlanmistir.

%70’lik ve %100°liik Etil Alkol ( EtOH );
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70 mL Etil alkol alinmistir ve son hacim 100mL’ye tamamlanmuistir.

10X Looding Tampon;

%0,25 bromfenol mavisi, %0,25 ksilen siyanol, % 20 fikol 400/ %30 gliserol, 0,1
EDTA pH 8.0, % 1 SDS. Tampon hazirlandiktan sonra 1’er mL olacak sekilde

ependorflara konmustur ve -20 °C’de saklanmustir.

PCR Tamponu ( 10X) ( MBI Fermentas );

100 mM Tris-HCI (pH 8.8 25°C), 500 mM KCI, %0.8 Nonidet P40.Bu tampon ve 25
mM MgCl; soliisyonu, Taq DNA polimeraz ile birlikte kullanilmistir. Taq polimeraz,
PCR tamponu ve MgCl, soliisyonlar1 -20°C’de saklanmustir.

dNTP Karisim ( MBI Fermentas );

10 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP soliisyon iginde sivi halde bulunur.

Soliisyon -20°C’de saklanmustir.

Buffer TANGO™ (MBI Fermentas)

33mM Tris-asetat (pH 7.9 ), 10 mM magnezyum asetat, 66 mM potasyum asetat,
0.1 mg/mL BSA.

Bu tampon Mspl restriksiyon enzimi ile birlikte kullanilmigtir. Restriksiyon enzimi

ve tampon -20°C’de saklanmustir.
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Buffer R ( MBI Fermentas)
10mM Tris-HCI ( pH 8.5 ), 10mM MgCl,, 100mM KCI , 0.1 mg/mL BSA.

Bu tampon Mphl1031 ve Eco47I restriksiyon enzimi ile birlikte kullanilmstir.

Restriksiyon enzimi ve tampon -20°C ‘de saklanmustur.
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