T.C
ERCIYES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
TIBBi GENETIK ANABILIM DALI

ALKOL YOKSUNLUGUNDA SITOKROM P450 CYP1A2,
CYP2D6, CYP2E1 VE CYP3A4 GEN EKSPRESYONLARININ
VE POLIMORFiZMLERININ ARASTIRILMASI

Hazirlayan

Nazife TASCIOGLU

Damsman

Doc.Dr.Cetin SAATCI

Doktora Tezi

Aralik 2011
KAYSERI



T.C
ERCIYES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
TIBBi GENETIK ANABILIM DALI

ALKOL YOKSUNLUGUNDA SITOKROM P450 CYP1A2,
CYP2D6, CYP2E1 VE CYP3A4 GEN EKSPRESYONLARININ
VE POLIMORFiZMLERININ ARASTIRILMASI

Hazirlayan

Nazife TASCIOGLU

Damsman

Doc.Dr.Cetin SAATCI

Bu cahsma; Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan TSD-09-974 nolu proje ile desteklenmistir.

Aralik 2011
KAYSERI



ii

BIiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu c¢alismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayni zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu
caligmanin 6ziinde olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve

referans gosterdigimi belirtirim.

Adi-Soyadi: Nazife TASCIOGLU

Imza :



iii

YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“Alkol Yoksunlugunda Sitokrom p450 CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1 ve CYP3A4
Gen Ekspresyonlarinin ve Polimorfizmlerinin Arastirilmas1” adli Doktora Tezi,
Erciyes Universitesi Lisanstistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Yonergesi’ne uygun olarak
hazirlanmistir.

-

\\
Tezi Hazirlayan Danisman
Nazife TASCIOGLU Do¢.Dr.Cetin SAATCI

Anabilim Dali Baskam
Prof.Dr.Munis DUNDAR



iv

Do¢.Dr.Cetin SAATCI damsmanliginda Nazife TASCIOGLU tarafindan hazirlanan “Alkol
Yoksunlugunda Sitokrom p450 CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1 ve CYP3A4 Gen
Ekspresyonlarmmn ve Polimorfizimlerinin Arastirilmas1” adli bu calisma, jiirimiz
tarafindan Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

28/12/2011

JURI Imza
Danigman : Do¢.Dr.Cetin SAATCI (T1p Fak.Tibbi Genetik AD) :::__,..—7&5\
Uye : Prof.Dr.Munis DUNDAR (Tip Fak.Tibbi Genetik AD) [L i [ [
Uye : Prof.Dr.Ertugrul ESEL (T1p Fak.Psikiyatri AD) ) / !

‘ ,/) { Z/z/ i
Uye : Prof.Dr.Hamiyet D. ALTUNTAS (Tip Fak.T1bbi Biyoloji AD) /;/ //fu
& v = YW //l./g')\/
Uye : Yrd.Dog¢.Dr.A.Biilent TURHAN (Selguk Un.Tibbi Biy.AD)/.( ; en
ONAY
Bu tezin kabulii Enstiti Yonetim Kurulunun ... THTEL Wit st sayil1 karar

ile onaylanmustir.

Prof.Dr. Saim OZDAMAR
Enstitii Miidiirii



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca bana her zaman yol gosterici olan, yardimlarini esirgemeyen
hocalarim Prof. Dr. Munis Diindar’a ve Prof. Dr. Yusuf Ozkul’a ve doktora tez
calismamin etkin yiiriitiilmesinde tecriibesi ve destegi ile her zaman yanimda olan tez
danismanim Dog¢. Dr. Cetin SAATCI’ye, tezimdeki hastalarin toplanmas1 ve
degerlendirme asamalarinda yardimci olan sayin Prof. Dr. Ertugrul ESEL’e, tez
caligmamin gergeklestirilmesinde yardimlarin1 esirgemeyen degerli arkadaslarim
Yard.Dog¢.Dr.Serpil Taheri ve Uzm. Hilal Akalin’a, manevi destegi ile benimle birlikte
olan degerli arkadasim Aras.Gor.Nazmiye Bitgen’e, verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde yardimci olan Aras. GoOr. Gokmen ZARARSIZ’a, tesekkiir

ederim.

Yasamim boyunca yanimda olan, emeklerini ve desteklerini hi¢ eksik etmeyen aileme

tesekkiir ederim.

Lisansiistii egitim yapmaya beni tesvik eden ve her zaman maddi, manevi destekleri ve
fedakarliklartyla yamimda olan degerli esim Mehmet Emin TASCIOGLU’na ve

hayatimin anlami olan ¢ocuklarima tesekkiir ederim.



vi

ALKOL YOKSUNLUGUNDA SiTOKROM P450 CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1 VE CYP3A4 GEN
EKSPRESYONLARININ VE POLiMORFigMLERiNiN ARASTIRILMASI
Nazife TASCIOGLU

Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dal
Doktora, Arahk 2011 )
Damisman: Dog. Dr. Cetin SAATCI
KISA OZET
Alkol diinya genelinde en yaygin olarak kullanilan ve bagimlilik yapan bir maddedir. Halk sagliginda
mortalite, morbidite ve sosyal maliyet terimlerine etkisi oldukga biiyiiktiir. Alkolizmin genetik temelinin
anlasilmas: yeterli korunma stratejileri ve kisisel tedaviler gelistirmek icin 6nemli bir basamaktir. Bu
amag¢ icin, alkolizme kisisel meyil genlerinin, alkol tiiketimine aracilik eden i1limli genlerin, klinik
tedaviye cevabin hangi genler aracilifiyla etkilendiginin ayrica genler arast ve cevresel faktorlerle
etkilesim mekanizmasinin tanimlanmasi 6nemlidir.
Bu calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri Anabilim Dali’ndan ve Kayseri Egitim ve
Arastirma Hastanesi AMATEM’den tedavi icin yatan alkol bagimlisi erkek hasta (n=50) ve kontrol erkek
bireylerin (n=23) kan 6rnekleri alindi.
Calismamizda iki farkli yontem (RFLP ve Ekspresyon analizi) kullanarak s6z konusu genlerin alkol
bagimlilig1 iizerine etkileri arastirildi. Bunlardan polimorfizm calismalar1 i¢in Ki Kare testi yapildi.
Gruplar aras1 hasta ve kontrol 6rneklerinin ekspresyon verilerinin karsilastirilmasinda beden kitle indeksi,
yas, sigara igme siiresi ve sigara igme adedi faktorlerinden arindirilarak Kovaryans analizi ve ayrica
bagimsiz iki orneklem T testi uygulandi. Hastalarin tedavi oncesi ve sonrasi kan orneklerindeki
ekspresyon verilerinin karsilagtiritlmasinda ise beden kitle indeksi, yas, sigara icme siiresi ve sigara icme
adedi, alkol i¢me siiresi ve alkol icme miktar1 faktorlerinden arindirilarak Kovaryans analizi ve ayrica
bagimli iki 6rneklem T testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmesi yapildi.
Alkol bagimlist hasta gruplar1 ve kontrol gruplarinda CYP1A2*1F, CYP 2D6*4, CYP 2D6*6, CYP 2E1
cl/c2, CYP3A4*V gen polimorfizmleri ¢alisiilmistir. CYP1A2 geni *1F polimorfizmi hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05). Buna gore kontrol grubunda CYP1A2 geni *1F
polimorfizmi hasta grubuna gére anlamli olarak artmustir.
Alkol bagimlisi hasta ve kontrol bireylerinde CYP1A2, CYP 2D6,CYP2E1, CYP3A4 genlerinin
ekspresyonlar1 calisiimistir. Internal kontrol olarak Beta Aktin geni kullanilmigtir. CYP1A2 geni mRNA
ekspresyonu sadece alkol bagimlist hasta grubunda 2 ornekte tesbit edilmistir, kontrol grubunda
ekspresyon bulunamamustir. Bu yiizden istatistiksel olarak degerlendirilememistir. CYP2D6, CYP2EI,
CYP3A4 genlerinin ekspresyon seviyelerinin alkol bagimlist hasta ve kontrol gruplari arasindaki
ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05).
Avyrica hasta grubunda tedavi oncesi ve sonrasi ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p>0.05).
Bu genlerin polimorfizmlerinin ve ekspresyonlarinin gercek etkilerini gormek icin daha fazla hasta
sayisiyla calisilan ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: alkol, bagimlilik, gen, ekspresyon, polimorfizm
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ALCOHOL WITHDRAWAL INVESTIGATION OF CYTOCHROME P450 CYP1A2, CYP2D6,
CYP2E1 AND CYP3A4 EXPRESSION AND GENE POLYMORPHISM

Nazife TASCIOGLU
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Genetic
PhD. Thesis, December 2011
Supervisor: Assoc. Prof. Cetin SAATCI

ABSTRACT
Alcohol is the most widely used worldwide, and an addictive substance. Public health mortality,
morbidity and social cost terms the effect is quite large. Understanding the genetic basis of alcoholism
treatments to develop adequate prevention strategies and personal treatments is an important step. For this
purpose, a personal inclination to alcoholism genes, genes that moderate alcohol consumption emerged,
clinical response to treatment, through which genes and between genes and environmental factors that
affect the mechanism of interaction is important to identify.
We enrolled this study in Erciyes University Medical Faculty for Psychiatry Department and Kayseri
Education and Research Hospital AMATEM. Blood samples of the patient with alcohol dependent male
patients (n=50) and male control individuals (n=23) were collected.
In our study we used two different methods (RFLP and expression analysis) to investigate the effect on
the genes of alcohol dependence. Chi Square test was performed for the polymorphism of these studies
Patient and control samples for comparison of expression data between groups body mass index, age,
duration of smoking and number of smoking, adjusted for General Linear Model and also the number of
independent two-sample t-test were performed. Expression data from blood samples of patients were
compared before and after treatment body mass index, age, smoking duration and number of smoking,
amount of alcohol drinking and alcohol drinking time-dependent factors, were cleared of General Linear
Model and also two-sample t-test were performed using the statistical evaluation.
Alcohol-dependence patient groups and control groups, CYP1A2 *1F, CYP2D6 *4, CYP 2D6 *6, CYP
2E1 cl/c2, CYP3A4 *V gene polymorphism studied. The distrubition of CYP1A2 *1F gene
polymorphisms between patient and control groups were significant (p <0.05). Accordingly, the gene
CYP1A2 *1F polymorphism in the control group increased significantly compared with the patient group.
Alcohol dependence patients and control members of CYP1A2, CYP 2D6, CYP2E1, CYP3A4 expression
of the genes were studied. Beta actin gene was used as an internal control. CYP1A2 gene mRNA
expression was detected only two patients in alcohol-dependence group, not found expression in the
control group. Therefore, this could not be evaluated statistically. Compare with CYP2D6, CYP2EI,
CYP3A4 expression levels of genes in alcohol dependence patients and control groups, statistically
significant difference was not found (p> 0.05). In addition, the comparison of expression levels of the
group of patients before and after treatment a statistically significant difference was not found (p> 0.05).
Further studies with large number of patients are needed to reveal the real impact of these polymorphisms

and the expression levels of the genes.

Key words: alcohol, dependency, gene expression, polymorphism
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1.GIRIS VE AMAC

Alkol diinya genelinde en yaygin olarak kullanilan ve bagimlilik yapan bir maddedir.
Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gore, 2 milyar alkol kullanicis1 vardir. Halk saghginda
mortalite, morbidite ve sosyal maliyet terimlerine etkisi oldukca biiyiiktiir. Alkolizmin
genetik temelinin anlagilmasi yeterli korunma stratejileri ve kisisel tedaviler gelistirmek
icin 6nemli bir basamaktir. Bu amag i¢in, alkolizme kisisel meyil genlerinin, alkol
tilketimiyle ortaya cikan ilimli genlerin, tedaviye cevabin hangi genler aracilifiyla
etkilendiginin ayrica genler arasi1 ve cevresel faktorlerle etkilesim mekanizmasinin
tanimlanmas1 6nemlidir (1).

Genetik faktorlerin alkolizmde bir rol oynadigi agik¢a bilinmesine ragmen ilgili spesifik
genlerin saptanmasinin zor oldugu bildirilmistir. Alkolizm genetik olarak komplekstir,
acik bir Mendelyan kalitim sekli gostermez. En biiyilik karigikliklar muhtemelen genetik
heterojenite, cok genlilik, fenokopiler, gen-cevre etkilesimleri ve eksik penetrans
gostermesi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Son yillarda genis aile-temelli ve vaka-kontrol
orneklerinin toplanmasi baglant1 ve iliskilendirme icin bilgi vericidir. Daha iyi
belirlenmis fenotip karekterizasyonlari, alkolizmin multi-faktoriyel etiyolojisinin
hesaplanabilecegi istatistiksel metodlarin kullanimi ve gelisen molekiiler genetik

teknolojiler, ilk yapilan genetik calismalarin bir¢ok sinirlarini ortadan kaldirmistir (2).



Sonug olarak alkolizme hassasiyete aracilik eden bazi genetik lokuslar tanimlanmustir.
Fenotip diizeyinde intermediate fenotiplerin kullanilmasiyla biiyiikk ilerleme
kaydedilmistir. Alkolizm multi-faktoriyel bir hastaliktir ve ¢evresel faktorlerin yani sira
birka¢ genin, herbirinin ufak etkisi, dahil edilebilmektedir. Baz1 Orneklerde yaygin
fonksiyonel allellerin kiiciik etkileri tamimlanirken, farkli vakalarda yaygin olmayan
allellerin giiclii etkileri bilinmektedir.

Biz bu calismada alkol metabolizmasmnda mikrozomal enzimler olarak bilinen P450
grubundaki dort farkli geni ( CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1 ve CYP3A4 ) arastirarak
farkli bir bakis agisiyla hem alkol bagimlilarinda s6z konusu genlerin ekspresyon
degisikliklerini hem de alkol tedavisi icin bagvuran bu Kkisilerin tedavisinde etkili
olabilecek genlerin polimorfizmlerini ¢alistik. Bu genler alkolizm ic¢in risk tasir mi

sorusunun cevabini aradik.



2.GENEL BILGILER

2.1.ALKOL VE MADDE BAGIMLILIGI

Merkezi sinir sistemini etkileyen kimyasallar psikoaktif madde olarak tanimlanirlar.

Bunlar diisiince, duygu ve davranislar1 degistirirler.

Psikoaktif maddeler Maya, Aztek ve Misir gibi ilk medeniyetlerden beri
kullanilmaktadir. Bu donemlerde; cesitli dini torenler bu “keyif verici” maddeler
esliginde yapilmustir. Bununla birlikte; hazzi artirma, olumsuz duygular (iiziintii, endise,
oftke gibi) ve fiziksel sikayetlerle (¢esitli agrilar gibi) basa ¢ikma araci gorevi de

gormiiglerdir.

Tibbi kavram olarak alkolizm, Magnus Huss tarafindan 1849°’da tanimlandi.
Biyopsikososyal bir hastalik olarak bagimlilik ise Jellinek tarafindan 1960 yilinda
aciklandi.

Psikoaktif maddeler; alkol, kenevir (marihuana, esrar, hashas), opiatlar (eroin, kodein,
morfin), kokain, amfetaminler (speed, crystal), haliisinojenler (asit, LSD, PCP),
sakinlestiriciler (xanax, valium, atarax, diazem), ucucu maddeler (tiner, bali, spreyler),

steroidler, nikotin ve kafein olarak ayrilirlar. Bu maddeler; agiz yoluyla, enjekte veya



inhale edilerek alabilirler. Alkol ve nikotin, kullanimi en yaygin psikoaktif

maddelerdir (3).

Zarara yol acgabilen alkol tiiketimi; tiiketimin yasam boyu miktar1 ve agir episodik
iciciligin siklig1 ve miktar1 olmak {iizere iki temel baslik altinda incelenebilir. Avrupa
birligi  (AB)’nde  yetiskin  niifusun  %15’1  ortalama  40gr/giin(erkekse),
20gr/giin(kadinsa)’den fazla alkol tiiketmektedirler, alkolle iligkili 6liim i¢in yasamboyu
risk oranlar1 sirasiyla %4 ve %1°dir.Yaklasik 80 milyon AB sakini 15 yas ve iizeridir,
yani yetiskin niifusun beste biri, haftada en az bir kez tek seferde 50gr alkol alarak agir
icici bolimiinde bildirilmektedir. Alkol tiiketiminin {iciincii bashigl ev yapimi olarak
belirtilen kayit dis1 alkol tiikketiminin yol agcacagi zararlardir. Kacak iiretilen veya kagak
ev yapimu alkol insan tiiketimi icin yiiksek etanol konsantrasyonundan veya kumarin,
tiretan ve dietil fitalat gibi hepatoksik kimyasallar icerebilecegi i¢in uygun degildir.
Diinya saglik orgiiti (WHO) Avrupa bolgesinde alkol bir yilda tiim oliimlerin
9%6.5’inden (erkek oliimlerinin %11,bayan Oliimlerin %1.8), tiim sakathik veya erken

oliimlerin %11.6’sidan (erkeklerde %17.3 ve kadinlarda %4.4) sorumludur (4).

Bagimlilik kendini 6zellikle tolerans artisi (kisinin zaman i¢inde artan alkol&madde
tilketimi) ve yoksunluk belirtileri (alkol&madde alinmadig1 takdirde yasanan titreme,
bulanti, kusma, uykusuzluk, bas agrilar1 gibi fiziksel belirtiler) ile gosterir. Bununla
birlikte kontrol kayiplari, hafiza kayiplari, davramis degisiklikleri ve islevsellik kaybi1

gozlemlenir.

Alkol bagimlilig: tanis1 icin (Diinya Saglik Orgiitii tam 6lgiitleri) asagidaki kriterlerden

en az iicliniin bulunmasi gerekmektedir:
*Alkol icmek i¢in gii¢lii bir istek,

*Alkol alma davranigini denetlemede giicliik ( alinan alkol miktarmi ayarlayamama,

kullanim siiresini ayarlayamama, basarisiz birakma girisimleri),
*Alkol kullanimi azaltildiginda ya da birakildiginda tipik yoksunluk belirtileri.

*Alkol ile gerekli 1yilik halini elde etmek i¢in (rahatlik, sarhosluk, keyif ) gittikce artan

miktarlarda alkole gereksinim duyma (tolerans gelisimi)

*Alkolii elde etmek, kullanmak ve etkilerini gizlemek i¢in harcanan zaman ve ¢abanin

diger ilgi ve ugraslara yer vermeyecek sekilde giderek artmasi



*Asir1 alkol kullanimi nedeni ile ruhsal, sosyal, fiziksel zararlar ortaya ¢ikmasina

ragmen alkol kullanimini siirdiirme (1).
2.2.ALKOL METABOLIZMASI

Oral olarak alman etil alkol, hemen gastrointestinal sistemden absorblanarak viicut
stvilarinda homojen olarak yayilmaktadir. Viicut sivi ve dokularinda etil alkoliin
dagilma hizi, dokunun biiytikliigiine, gecirgenligine ve kan akisma baghdir. Etil alkol
%901 karacigerde metabolize olmaktadwr. Etil alkoliin biyotransformasyonundaki ana
yol, karacigerde asetaldehit ve hidrojene oksidasyonudur. U¢ enzim, sitozolik alkol
dehidrogenaz (ADH), mikrozomal etil alkol oksitleyici sistem (MEOS) ve katalaz, etil
alkoliin oksidasyonundan sorumludur. Asetaldehit, aldehit dehidrogenaz enziminin
katalizor etkisiyle asetata oksitlenir. Asetatin biiyiik bir kismi ise karaciger disindaki

dokularda karbondioksit ve suya oksitlenir (5-7).

Alkol dehidrogenaz, etil alkol metabolizmas icin major oksidatif yolu teskil eder. Insan
ADH's1, herbirinin molekiil agirligit 40-kDa. (Kilo Dalton) olan, iki subunitin
olusturdugu dimerik bir proteindir. Son arastirmalara gore, ADH enzimi, bes sinif
izozim (ADH,, ADH2, ADH3, ADH4, ADHS5) ve yedi genle (a,B,y,y,0,m,?7 ) ifade
edilmektedir. Polimorfizmin, kodlanmus ADH subunitlerinden bes sinifin ikisinde

oldugu bildirilmektedir (ADH2, ADH3).

Polimorfik ADH2 lokusunda olusan degismis enzim, ; subuniti yerine degismis [3,
subuniti iceren atipik ADH olarak bilinmektedir. Ingilizlerin %5-10'unda, Almanlarin
%9-14'inde, Isvicrelilerin %20'sinde, Japonlarin, Cinlilerin ve diger Asyallarin
%85'inde atipik ADH bulundugu gosterilmistir.  ADH izozimlerinin polimorfik
sekillerinin kinetik 6zelliklerindeki farkliliklar, etanol metabolizmasinin in vivo hizinda
farkliliklara sebep olur ve alkol eliminasyon hizinda etnik gruplar arasinda gozlenen

biiyiik degisimlerle agiklanabilinir(8).
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Sekil 2.2: Etanol metabolizmasi ve karsinogenezdeki roliinii gostermektedir. Etanol cesitli aldehit
dehidrogenez(ADH)enzimleri, sitokrom P450 2E1(CYP2E1) ve insan gastrointestinal yolunda yasayan
mikroorganizmalar (6rnegin;agiz ve kolon)tarafindan asetaldehite oksitlenir. Asetaldehit ise Oncelikli
olarak aldehit dehidrogenaz 2(ALDH2) enzimi tarafindan asetata oksitlenir. Oklarin kalinlig1 insanlardaki
asetaldehitin oksidasyon oranina isaret etmektedir sirasiyla iki aktif ALDH2*1 alleli, bir aktif ALDH2*1
alleli ve bir inaktif ALDH2*2 alleli, veya iki inaktif ALDH2*2 alleli gosterilmistir. Kanseri-indiikleyen
bilesikler alkol metabolizmasinin gesitli yolaklarinda yeralmaktadir. Ornegin asetaldehit oldukca yiiksek
oksijen igeren bilesikleri (reaktif oksijen tiirlerini, ROS) CYP2EI tarafindan olusturmaktadir ve katimlar
asetaldehit veya ROS ile DNA ile etkilesime girmektedir.



2.3.ALKOL BAGIMLILIGININ GENETIK VE EPIiGENETIK YONU

Bagmmlilik genetigi arastirmalar1 oncelikle ikiz ve aile ¢aligmalar: ile baslamistir. Bu
caligmalarla genetik gecisin oldugu, bagimhilarin birinci derece akrabalarinda,
ikizlerinde (6zellikle tek yumurta ikizlerinde) bagimlilik oraninm yiiksek oldugu

gosterilmistir (9).

Modern molekiiler genetik teknikleri genel olarak 1iki ana analiz yOntemi
kullanmaktadir. Bunlar baglant1 (linkage) analizi ve iliski (association) analizi
yontemleridir. Baglant1 analizi, belirlenmis yatkinlastiriciligi olan hastalik lokusunun
kromozom lokalizasyonunu ortaya koymak icin basvurulan yontemdir. Iliski analizleri
ise, akraba olmayan hasta bireyler ve kontrol grubu arasindaki farkliliklar {izerinde
caligilarak iliski arama calismalaridir. Yapilan caligmalarin ¢ofunu iliski analizi
caligmalar1 olusturmaktadir. Bu calismalarda bir hedef gen belirlenmekte ve bu genin
farkli polimorfik yapilarma sahip bireyler arasinda bagimlilik ve tedaviye yanit oranlar1
arasindaki fark olup olmadigi incelenmektedir. Hedef gen caligmalarinda dogal olarak
bagimlilikta rol oynayan ndérotransmitterleri ve enzimleri kodlayan genlerdeki
polimorfik farkliliklar incelenmektedir. Alkol ve aldehit dehidrogenaz enzimleri,
dopaminerjik, GABAerjik, glutamaterjik, opioid, kolinerjik ve serotonerjik sistemle
ilgili genlerdeki genetik varyantlarin olasi etkileri yogun bi¢imde arastirilmaktadir.
Calismalarda tek nokta mutasyonun incelenmesi, genlerin ortak etkileri ve birbiriyle
olan iligkilerinin incelenmemesi bu ¢aligmalarin en biiyiik kisithiligini olusturmaktadir.
Ayrica alanin yeni olmasi ve teknoloji ile yakindan iliskili olmasi, siirekli olarak ayni
gen iizerinde farkli polimorfik yapilarin saptanmasini saglamakta, bu da daha ©once
yapilmis ve o genin bagimlilikla ile iligkisini goOsteren arastirmalarin degerini
azaltmaktadir. Caligmalarda ayrica bagimlilik siddetiyle, tedaviye yanitla, yoksunluk
sendromu ve deliryum gibi madde bagimliligina bagh ortaya ¢ikan 6zgiil tablolarla ve
bircok degisik bagimlilik oOlgiitleriyle farkli genetik polimorfizmler arasinda bir iliski
olup olmadigi iizerinde durulmaktadir (10,11).

2.3.1 Alkol Bagimhhginmin Genetigi

Alkol bagimliligi konusundaki genetik c¢alismalarda en sik olarak bagimlilik
gelismesinde farkli genetik varyantlarin ne kadar etkili oldugu iizerinde durulmaktadir.

Calismalarda alkolii metabolize eden enzimler, dopaminerjik, GABAerjik,



glutamaterjik, opioid, kolinerjik, serotonerjik ve diger yolaklardaki reseptorler ve

tasiyicilarda saptanan genetik farkliliklarin etkileri arastirilmstir (11).
2.3.1.1.Alkol Dehidrogenaz (ADH) ve Aldehit Dehidrogenaz (ALDH):

Alkoliin karacigerdeki metabolizmas1 ve bu metabolizmadan sorumlu olan ADH ve
ALDH enzimlerinin etki diizenegi genel olarak alkoliin beyindeki etkilerine gore ¢ok

daha nettir (12).

Caligsmalarda ADH1B*2 ve ADHI1B*3 alellerinin enzim aktivitesini degistirdigi
gosterilmistir.Alkol bagimhilarinda ADHIB*2 ve ADHIC*2 alellerinin alkol
bagimlilarinda daha az gozlendigi, ADH1B*2 alelinin alkol icme miktar1 ile ilgili
oldugu (13),

ADHI1B*3 ve ADHIC*2 alellerinin alkol bagimliligina karsi koruyucu oldugu
bildirilmistir. Asetaldehidin aseteta metabolizmasinda rol oynayan ALDH enzimini
kodlayan genlerle yapilmis calisma sayist daha azdir. ALDH2*2 alelinin varligi enzim

aktivitesinde bozukluga, bu durumda alele sahip olan bireylerin asetaldehidin toksik

etkilerine daha fazla maruz kalmalarna neden olmaktadir. Ozellikle bu alelin daha sik
gozlendigi Asya toplumlarinda genin alkol bagimhiligina karst koruyucu oldugu
bildirilmistir (14,15). ADH ve ALDH ile ilgili genetik farkliliklar genel olarak alkol

bagimlilig ile iligkili bulunmustur.
2.3.1.2.Dopaminerjik Sistem

Alkol bagimliliginda mezolimbik dopaminerjik sistemin ¢ok ©Onemli rol oynadigi
bilinmektedir. Dopaminin hem beyin 6diillendirme sistemine etki etmesi, hem de pozitif
pekistirici etkiye katki saglamasi bagimlilik genetiginde dopamini en sik calisilan
norotransmitterler arasina sokmustur. Bu konudaki ilk ¢alisma 1990 yilinda Blum ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmis ve bu ¢alismada dopamin reseptoriinde gdzlenen DRD2

Taql-A1 polimorfizmi ile alkol bagimlilig1 arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir (16).

Dopamini metabolize eden enzimler olan dopamin B-hidroksilaz (DBH), katekolamin
O-metiltransferaz  (COMT) ve monoamino oksidazda (MAO) go6zlenen genetik
polimofizmlerle alkol bagimlilig1 arasindaki iligkiyi inceleyen caligmalarda ise genel

olarak negatif sonuclar elde edilmistir (17,18).



Calismalar alkol bagimlilig1 gelismesinde rol oynayan dopaminerjik sistemle ilgili en

olas1 hedef genlerin DRD2 ve DAT genleri oldugunu gostermektedir.
2.3.1.3.GABAerjik Sistem

GABA merkezi sinir sistemindeki ana inhibitdr nérotransmitterdir ve alkoliin sedasyon,
motor koordinasyon bozuklugu ve yoksunluk gibi bir¢cok davramgsal etkisinden

sorumludur(19).

GABAA ve GABAB olmak iizere iki tip reseptorii vardiwr. Bunlardan GABAA
reseptoriiniin o, B, vy ve o alt {niteleri vardir ve bu alt iinitelerde gozlenen

polimorfizmlerle alkol bagimlilig1 arasinda iliski bulunmustur (20).

GABAA al alt iinitesinde gozlenen genetik farkliliklarla alkole erken yasta baglama ve

siddetli yoksunluk sendromu belirtileri arasinda da iliski bulunmustur (21).

GABAB ise ¢ok az sayida arastirmaci tarafindan incelenmis ve olumsuz sonuclar elde
edilmistir. Reseptorler disinda GABA sentezinde hiz kisitlayict enzim olan glutamat
dekarboksilaz enziminin sentezinde rol oynayan gende gozlenen genetik

polimorfizmlerin de alkol bagimlilig ile iliskili oldugu bildirilmistir (22,23).

Genel olarak GABAerjik sistemle ilgili calismalarda elde edilen pozitif sonuclar, bu

sistemin alkol bagimlilig1 gelismesinde etkili oldugu varsayimini desteklemektedir.
2.3.1.4.Glutamaterjik Sistem

Glutamat aminoasit yapili, merkezi sinir sisteminin ana eksitator norotransmitteridir.
Eksitator aminoasit reseptorleri icinde alkole en duyarli olan glutamat NMDA (N metil
D aspartat) reseptorleridir. NMDA’nin bes alt iinitesi vardir ve bunlardan ozellikle

NMDARI1, NMDAR2A, NMDARZ2B alt iiniteleri alkol tarafindan inhibe edilir (24).

Wernicke ve arkadaglart NMDAR1 G2108A polimorfizmi ile siddetli alkol yoksunlugu
arasinda iliski bulmus, ancak alkol bagimlilig1 ile bir iligski saptamamiglardir. Pastor ve
arkadaslar1 ise, NMDAR2A ve NMDAR?2B reseptorlerinin fosforilizasyonunda rol
oynayan Fyn tyrosine kinase geninde gozlenen -93A/G polimorfizminde G aleli
tastyanlarda alkol bagimliliginin daha sik gozlendigini bildirmistir.Bu c¢alismalar

disindaki ¢aligmalarda ise genel olarak negatif sonuclar bulunmustur (25-27).
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2.3.1.5.0pioid Sistem

Gerek insan, gerekse hayvan caligmalari alkoliin opioidi, ©Ozellikle beta endorfin

salinimini uyardigini, opioid antagonistlerinin alkol igmeyi azalttigini gostermisti r(28).

Genetik caligmalarda mu-opioid reseptoriinii kodlayan OPRM1 geninde bulunan
Asn40Asp (A118G) polimorfizmi arastirilmis ve yaklasik calismanin bir metaanalizde
degerlendirilmesi sonucunda bu polimorfizm alkol bagimlilig: ile iligkisiz bulunmustur

(29).
2.3.1.6.Serotonerjik Sistem

Serotonerjik sistem disregiilasyonu, ozellikle diirtiisel ve agresif icme davranisi, klinikte
siklikla alkol bagimliliginin depresyon, anksiyete, ve intihar davranislariyla komorbid
olusundan yola cikilarak ele alinmistir (30).Serotonin tasiyici sistemde gozlenen genetik
farkliliklar genel olarak psikiyatride iizerinde en cok arasgtirma yapilan genetik
konulardan biridir. Depresyonla, anksiyete bozukluklariyla, antidepresanlara yanitla
serotonin tastyici sistemde gozlenen polimorfizmler (5-HTTLPR) arasindaki iliskiyi
gosteren cok sayida calisma vardir. Feinn ve arkadaslari, 5-HTTLPR ile alkol
yoksunlugu siddetli ve komorbid psikiyatrik bozuklugu olan alkol bagimlilar1 arasinda

iliski oldugunu, S aleline sahip olanlarin risk altinda oldugunu bildirmistir (31).

Tiim bu c¢alismalarin yaninda herhangi bir iliski olmadigin1 gosteren caligmalar da
vardir. Ulkemizden yapilan calismalarda da alkol bagimlilig1 ile serotonin tasiyici gen

polimorfizmi arasinda bir iliski olmadigi bildirilmistir (32).

Yukarida s6z edilen sistemler diginda noropeptit Y, galanin, BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) ve kolinerjik sistemde gozlenen genetik polimorfizmlerle alkol
bagimhiligimin iliskisi arastirilmis ve bazi calismalarda iligkili bulunmustur. Bunlarin
alkol bagimlilig1 iizerine etkileri hakkinda daha net konugsmak ic¢in ileri caligmalara

gereksinme vardir (33).
2.3.1.7.Tiim Genomun incelenmesi

Genetik calismalarda bir ileri asama, tiim genomun tarandig: iliskilendirme ve baglanti
caligmalar1 olusturmaktadir. Bu tiir calismalarla aym1 anda 500000 polimorfizm
incelenebilmekte, boylece hem daha az siklikla rastlanan polimorfizmler saptanmakta,
hem de genlerin ortak etkileri degerlendirilebilmektedir. Johnson ve arkadaslari, bir

genom taramasinda alkol bagimliligina duyarhiligi artiran ¢ok sayida genetik
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polimorfizm saptamistir. Ma ve arkadaslar1 ise alkol bagimlilarinda tiim genomu
baglant1 analizi yontemi ile incelemis ve 12 kromozom bolgesiyle alkol bagimliligi

arasinda baglant1 bulmustur (34-36).

Fakat bu calismalara alman denek sayismnin az olmasi caligmalarinin istatistiksel
giiciiniin diisik olmasma yol agmustir. Zira tiim genomun incelendigi calismalarda

yeterli istatistiksel gii¢ icin 15000 civarinda denek gereklidir.
2.3.1.8.Bagimhlikta Epigenetik

Son olarak bagimlilik genetiginde ¢alisilan alanlardan biri de epigenetik diizeneklerdir.
Epigenetik diizenekler DNA kodunda herhangi bir degisiklik olmaksizin metilasyon,
asetilasyon ve fosforilasyon gibi diizeneklerle gen aktivitesinin degismesini icerir.
Epigenetigi anlamada en iyi ornek, genetik yapinin ayni olmasina karsin viicudun farkh

yerlerinde bulunan hiicrelerin gosterdigi islev farkliliklaridir (37).

Gen ekspresyonunun epigenetik uyarlamasi, norogenetik siireclerde gevresel etkilere ve
organizmanin gereksinimlerine uyum saglayic1 diizenlemeleri gerceklestirmektedir.
Organizmanin gelisim siirecinde enerjiyi dengeleme ve karsilastigi stresli kosullara
uyum saglamak iizere gelistirdigi fizyolojik ve davramigsal tepkiler, fenotipi giiclii ve
kalict bir sekilde etkileyebilmektedir. Epigenetik diizeneklerin beslenme, uyaran diizeyi,
toksik maruziyetler gibi cevresel uyaranlara oldukc¢a acik oldugu goriilmektedir. Beynin
uyum kapasitesini asan stres kosullar1 bilissel islevleri olumsuz etkileyerek patolojik

stirecleri baslatabilmektedir (38,39).

Epigenetik diizenekler beslenme, annenin bakim/davrams 6zellikleri, hormonlar, alkol
ve ilaclar gibi ¢esitli cevresel uyaranlardan etkilenmektedir. Ornegin beslenme, DNA
metilasyonu yoluyla gen ekspresyonunu etkileyebilmektedir (40). Anormal DNA
metilasyonu, anormal noronal iglevle, postnatal Oliimle ve azalmis norogenezisle
sonuclanmaktadir. Son yillarda, birka¢ demetilaz enzimindeki mutasyonun veya asiri
ekspresyonun, kanser ve norolojik hastaliklarla baglantili oldugu saptanmustir. Ornegin,
kokain ve antipsikotik ilaglar, striatumda H3 histonunun fosfoasetilasyonunu ve H4
histonunun  asetilasyonunu indiikklemekte ve bu yolla farelerin niikleus
akkumbenslerinde =~ HDACS  fosforilasyonu artmaktadir. Bu artis enzimin

translokasyonuna neden olarak gen ekspresyonunu etkilemektedir (41).
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Beynin oOdiillendirici sistemindeki gen aktivitesinde ortaya c¢ikan degisiklikler
bagimliligin olusmasina ve siirdiiriilmesine etki etmektedir. Bu alandaki caligmalarin
cogu deneysel calismalar olup Ozellikle hayvan modelleriyle yapilmistir. Bu
calismalarda 6zellikle uzun siire maddenin etkisine maruz kalan hayvanlarda BDNF ve
CdkS gibi genlerde hiperasetilasyon oldugu ve eger bu modifikasyonlar engellenirse
maddeye verilen yamtin degistigi gozlemlenmistir. insanlarda yapilan birka¢ calismada
da DNA metilasyonunda artigin alkol bagimlilig1 ve aserme (craving) ile iligkili oldugu,
DNA metilasyonunun alkol dehidrogenaz geninin ekspresyonun etkiledigi, insanlarda

da epigenetik diizeneklerin bagimlilik gelisiminde etkili oldugu bildirilmistir (42).

Epigenetik diizeneklerin bagimlilik patogenezinde etkili oldugu ile ilgili giderek daha

cok kanit elimize gegmekte, bu da yeni tedavi se¢enekleri icin umut vermektedir (33).
2.4 FARMAKOGENETIK

Ilac yanitmin bireyler aras1 degiskenliginden sorumlu bir ¢ok faktorler arasinda yas,
viicut agirhigi, eliminasyon organlarinin hastaliklari, ilacin verilis yolu, cevresel
faktorler, beslenme aligkanliklar1 ve ilacin plasebo etkisi bulunmaktadir. Ancak ilac
yanitinin bireyler arasi degiskenligine yol acan daha 6nemli bir etkenin genetik faktorler
oldugu son zamanlarda anlagilmistir. Bircok ilacin etkinligi ve toksisitesindeki bireyler
arasi farkliliklar; ila¢ metabolize eden enzimler, transport proteinleri, reseptorler ve
diger ila¢ hedeflerinde gozlenen genetik polimorfizmlerle iligkilidir. Normal bir
popiilasyonda varyant ya da mutant genlerin %1'den daha sik goriilmesine genetik
polimorfizm adi verilir. Bu tiir polimorfizmlerle ilgili arastirmalar farmakogenetik
disiplininin ¢aligma konular1 arasinda yer almaktadir. Farmakogenetik; genetik
kontrollii farkliliklar sonucu ila¢ yanitinda gozlenen bireyler arast degisiklikleri
arastiran bir bilim dalidir. Farmakogenetik ¢alismalar sayesinde ila¢ dispozisyonu ve
etkisindeki bireyler arasi farkliliklarin kalitsal dogasi hizla aydinlanmaktadir. Bu tiir
caligmalar bir yandan yeni ila¢ gelistirilmesine katki saglarken diger yandan hastalarin
genetik yapilar1 temel alinarak, ilag dozunun optimal diizeyde uygulanmasma yardimc1
olmaktadir. Farmakogenetik alanindaki molekiiler calismalar, esas olarak sitokrom
P450 2D6’nin (CYP2D6) karakterize edilmesi ve klonlanmasi ile baslamis ve
giiniimiizde 20'den fazla ila¢ metabolize edici enzim, ila¢ reseptorleri ve cesitli ilag
transport sistemlerinin de icerisinde bulundugu diger insan genlerinin tanimlanmasiyla

genisleyerek devam etmektedir (43).



13

Bu bilim dalindan son on yilda evrimlesen farmakogenomik ise insan genomu
hakkindaki bilgi artisina dayanarak geleneksel ila¢ gelistirme siirecini degistirmektedir.
Polimorfik metabolizma yolaklarinin belirlenmesi yakin bir gelecekte DNA testleri
desteginde kisiye-0zgii ila¢ tasarimima ve dozlarinin belirlenmesine olanak verecektir

(44).

Ancak, hastalarm genotipi ile ilgili bilginin kime ve ne kadar bildirilebilecegi etik

tartigmalara yol acan bir konudur.
2.5.BIYOTRANSFORMASYON

Biyotransformasyon canli bir organizmanin bir molekiilde kimyasal degisiklikler
olusturma siirecidir. Yagda ¢oziinebilen (lipofilik) ilaglar biyolojik membranlardan
kolaylikla gecerek etki yerlerine ulasirlar. Yagda c¢oziiniirliik ilacin viicuttan atilimini
(eliminasyon) kisitlar. Ilaclarin yapisal degisiklige ugramadan bobrekler yoluyla
atilmalar1 toplam ila¢ eliminasyonunda biiyilk bir rol oynamaz. Ciinkii lipofilik
maddeler bobreklerde glomeriiler filtrasyona ugradiktan sonra biiyiikk oranda renal
tiibiillerden geri emilirler. Bu nedenle, endojen olarak iiretilmeyen, viicuda yabanci,
farmakolojik, endokrinolojik  veya  toksikolojik  aktivitesi olan maddeler
(ksenobiyotikler) biyolojik aktivitelerinin sonlandirilmasi ve viicuttan atilmalar1 icin
suda c¢oziinme oOzelligi yiiksek hidrofilik maddelere doniistiiriilmeleri gerekir.
Biyotransformasyon islevsel ag¢idan kisaca polarizasyon olarak da tanimlanabilir.
Biyotransformasyon reaksiyonlar1 sonucu genellikle viicuttan atilimi kolay olan
polaritesi yiiksek ve inaktif metabolitler olusur (detoksifikasyon). Bunun yani sira,
ilaglardan inaktif metabolitlerini olusturan bir¢cok metabolik biyotransformasyon
reaksiyonlar1 viicutta sentezlenen (endojen) bilesikleri biyolojik aktivitesi olan

metabolitlere de doniistiirebilirler (biyoaktivasyon).

Biitiin  dokularda bir 0Ol¢iide  metabolik  aktivite olmakla  birlikte ilac
biyotransformasyonunda rol oynayan enzim sistemlerinin bulundugu temel yer
karacigerdir. Bobrekler, mide-bagirsak kanali, deri ve akcigerler de dnemli metabolik
kapasitesi olan diger organlardir. ila¢ metabolize edici aktivitenin bilyiik boliimii hiicre
ici bir organel olan endoplazmik retikulum (ER) ve sitozolda bulunur. Bunun yani sira,
ilaclar mitokondri, niikleus membrani ve plazma membraninda da biyotransformasyona

ugrarlar (45).
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2.5.1.Ksenobiyotik Metabolizma Enzimleri

Ksenobiyotik-metabolizma enzimleri organizmanin korunmasindan sorumludur.
Ksenobiyotikler hizli ve kolay kimyasal islemler ile tepkimeye girmeyen yan lriinlere

doniistiiriiliir ve boylelikle idrar veya safra yoluyla viicuttan kolaylikla elimine edilirler.

Detoksifikasyon yani sira, ayni zamanda protoksinlerin  ve pro-kanserojenlerin
metabolik aktivasyonu ile kimyasallarin toksisitesine olduk¢a sik aracilik ederler, yani
onlarinda kimyasallarin neden oldugu hastaliklar ve kansere bireysel yatkinlikta bir
rolleri oldugu diisiiniilmektedir. Ksenobiyotik metabolizmasinda ve transformasyon
reaksiyonlarinda karaciger temel organdir. Bu olay Faz I ve Faz II reaksiyonlar1 olarak

isimlendirilen iki farkli asamada gerceklesir (44).

Faz I reaksiyonlarinda yer alan enzimler Ozellikle Endoplazmik Retikulum’da(ER)
bulunurlar. Faz II konjugasyon enzim sistemleri ise cogunlukla sitozoliktir. ER’de bir
faz I reaksiyonu ile biyotransformasyona ugrayan bir ila¢ aymi hiicrenin sitozolik

fraksiyonunda konjuge olur.

Faz I reaksiyonlari; ana bilesige ya islevsel bir grup ekler ya da ana bilesikteki islevsel
bir grubu maskeler. Faz 1 reaksiyonlar1 genellikle farmakolojik aktivitenin
kaybolmasina neden olmakla beraber ila¢ aktivitesinin gecikmesine ya da artmasina da
neden olabilir. Faz I biyotransformasyon iiriinleri hizla idrar i¢ine atilmazlarsa endojen
bilesiklerle reaksiyona girerek suda c¢oOziiniirliigii cok yiiksek olan konjugatlar
olustururlar. Seyrek olarak, metabolizma sonucu ilacin farmakolojik aktivitesi de
degisebilir.

Faz II konjugasyon reaksiyonlari; ana bilesikteki islevsel grubun kovalent bag ile
glukuronik asit, asetat, siilfat, glutatiyon veya aminoasit baglanmasina neden olur.
Polaritesi yiiksek olan bu konjugatlar genellikle inaktif olup idrar ya da fecez ile

viicuttan atilirlar(ancak, morfinin glukuronid metaboliti morfinden daha etkilidir) (45).
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Baz ilaclar
dogrudan Faz 11

reaksiyonuna
girebilir.

- s . Konjugasyon
Ilag -m» Kimyasal tiirev m i e
: ) tiriinleri (genellikle

inaktif)

Oksido/Rediiksiyon:

CYP430 sistemi UGT: glukuronidasyon

NAT: N-asetilasyon
SULT: sulfasyon
MT: metilasyon

Hidroliz: Esteraz,
amidaz ve proteazlar

Sekil 2.3: Hag metabolizmasmin iki fazi (CYP450, sitokrom P450; UGT, Uridin difosfat
glukuronosiltransferaz; NAT, N-asetiltransferaz; SULT, sulfotransferaz; MT, metiltransferaz)(10).

[lac metabolizmasindaki enzimlerin cogu tiirler arasinda ifade farkliliklari
gostermektedir, son derece polimorfiktirler ve ilag yanitindaki bireylerarasi
degisiklikten sorumludur (46).ilag¢ metabolizma sisteminin en ©nemli bilesenleri
Sitokrom P450’lerdir. Bircok ilac veya ksenobiyotikler karacigerde ilk olarak bu
enzimle karsilagir. Dokular homojenize edildikten sonra kademeli olarak degisik
hizlarda santrifiij edilirse ER parcalanir ve membran pargalari mikrozom adi verilen
mikrovezikiilleri olustururlar. ER’de bulunan ilag metabolize-edici enzimlere bu
nedenle mikrozomal enzimler adi verilir. Faz I reaksiyonlarinda yer alan enzimler
ozellikle ER’de bulunurlar. Faz II konjugasyon enzim sistemleri ise ¢ogunlukla
sitozoliktir. ER’de bir faz I reaksiyonu ile biyotransformasyona ugrayan bir ila¢ ayni

hiicrenin sitozolik fraksiyonunda konjuge olur.
2.5.2.1laclarin Biyotransformasyonlarim Etkileyen Faktorler

Biyotransformasyon reaksiyonlarinin diizenlenmesinde genetik, cevresel ve fizyolojik
faktorler rol oynarlar. Genetik olarak belirlenmis farkliliklar, ilaglarin birlikte kullanimu,
cevre kirliligi ve endiistriyel kimyasallarla etkilesim, hastalik durumu, yas ve beslenme
durumu ilaclarin oksidasyon ve konjugasyonlarim etkileyen onemli faktorlerdir. Bu
faktorler ilaglarin etkilerinde artig, farmakolojik etkilerde uzama ve toksik

reaksiyonlarda artisa neden olabilir.
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2.5.2.1.Indiiksiyon

Bazi ilaglar ve gevre kirliligi ile etkilesim sonucu CYP450 enzim sentezinde artis (ya da
degredasyonlarinda azalma) olur. Bu olaya mikrozomal enzim indiiksiyonu adi verilir.
CYP450 enzim sistemi kimyasal maddeler tarafindan en cok indiiklenen enzim
sistemidir. Bu enzim indiiksiyonu biyotransformasyon hizmi artirarak ana ilacin
viicuttaki miktarin1 azaltir. Reaktif bilesiklere doniisen ilaclar icin indiiksiyon

toksisitede artisa neden olabilir.

Bazi durumlarda bir bilesik baska bir bilesigin biyotransformasyonunu indiikleyebildigi
gibi kendi metabolizmasmi da indiikleyebilir. Otoindiiksiyon olarak tanimlanan bu
mekanizma bir antikonviilsan ila¢g olan karbamazepin ile goriilmiistiir. Mikrozomal
olmayan enzimlerde de indiiksiyon goriilebilir (sitoplazmada gerceklesen hepatik alkol

dehidrogenaz enziminin indiiksiyonu gibi).
Iki sekilde gerceklesir;
—Enzim sentezinin artis1 (mRNA, transkripsiyon artist)

—Enzim yikiliminin azalmasi (mRNA veya sentezlenmis proteinin degredasyonunun

azalmasi).
2.5.2.2.inhibisyon

Biyotransformasyonu inhibe edilen ilacin konsantrasyonundaki artiga bagli olarak
farmakolojik etkileri uzar ve ilacin neden oldugu toksik reaksiyonlarda artis goriiliir. Tki
ya da daha fazla ilacin biyotransformasyonunda islev goren bir enzimin aktif bolgesi
icin yarigan iki ilagtan birinin metabolizmasi artarken digerininki azalir. Bu durum,
ilaglarin bagil konsantrasyonlar1 ve enzimdeki baglanma yerine karsi olan afiniteleri ile
iliskilidir.

Iki sekilde gerceklesir;

— Basit kompetitif inhibisyon: ilag-ila¢ farmakokinetik etkilesimi ile olusur.

Aymi enzim tarafindan metabolize olan iki ilagtan aktif bolgeye afinitesi yiiksek olan

“kazanir”.
— Mekanizma-tabanli inhibisyon (intihar inhibisyonu): Inhibitér ilag, enzime baglanan

reaktif bir bilesige metabolize olarak enzimi geri doniisiimsiiz olarak bloke eder.

(eritromisin-CYP3A4) (45).
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CYP enzimlerinin inhibisyonu ilag-ila¢ etkilesimlerinin en zararli sonucudur ve bu
yiizden gecen yillarda birkac ila¢ piyasadan kaldirilmistr. Ozellikle on-ilaglarda,
inhibisyon aktif ila¢ formunun miktarindaki azalmayla sonuclanabilir. Boylece
CYP’lerin inhibisyonu bir ilacin etkinligindeki azalma veya toksisiteye neden

olabilir(47).
2.5.2.3.Genetik Polimorfizm

Organizmada ayni1 gen {iizerinde birden fazla fenotip ve allel bulunmasiyla olusan
monogenik 6zelliktir. Az goriilen allelin  siklig1 genellikle %1’den fazladur.
Polimorfizmler genellikle herhangi bir hastaliga veya iireme etkinligi gibi problemlere

sebep olmaz (44).

Polimorfizm bir toplum i¢indeki bireylerin bir ilaci belirli bir mekanizma ile metabolize
etme yeteneklerinde farkliliklara yol acan Onemli bir faktordiir. llag
biyotransformasyonuna iligkin genetik polimorfizm ilk defa 30 yil once tiiberkiiloz
tedavisinde kullanilan izoniazid adlh ilacin N-asetilasyonu i¢in tanimlanmistir.
Polimorfik olarak kontrol edilen mekanizmalar araciligi ile atilan ilacin miktarindaki
bireysel farkliliklar bu kisilerin metabolizmalarinin “hizli” ya da *“yavas” olarak
tanimlanmasina yol acar. Bazen bu bireysel metabolizma hizlar1 arasinda on kattan fazla
farklilik goriilebilir. Dogal olarak metabolizmasi yavas kisilerde s6z konusu ilacin
istenmeyen yan etkilerinin yam sira toksik reaksiyonlarin olusum siklig1 da artar.
Giinlimiizde artik ila¢c yanmitindaki bireysel farkliliklarin kalitimsal temelleri

incelenmektedir (45).

Yavas ya da hizli N-asetilleyici polimorfizminden sorumlu olan NAT2 geni sigara
iciminden veya ¢evresel toksik ajanlardan kaynaklanan mesane kanseri riskinin artisi ile
iligkili bulunmustur. Bireylerde debrizokinspartein ilag oksidasyonunun zayif veya
yaygin olusundan sorumlu olan CYP2D6 genindeki farklilik ise gastrointestinal,
karaciger ve akciger kanseri olusum riski ile ilgili goriilmektedir. Etanol ve nikotin
metabolizmasindan sorumlu olan ALDH2 ve CYP2D6 polimorfizmleri alkol, sigara ve
ilac bagimlilig1 toplumsal aligkanliklarda yaygin sorunlara yol agabilecegi icin

onemlidir (45).
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2.5.2.3.1.Enzim Polimorfizmlerinin Molekiiler Temeli

Genetik polimorfizmlerin gen Uriinlerinin veya ilgili enzimin katalitik aktivite ifadesini

etkileyebilen bazi temel yollar asagida 6zetlenmistir:

(a) Genin kodlanan bolgesindeki niikleotid degisimleri amino asit degisimiyle

sonuclanir; enzim aktivitesi veya substrat baglanmasi degisir (CYP2D6).

(b) Kodlanan bolgedeki delesyonlar inaktif bir enzime veya yetersiz protein sentezine

yol agabilir (CYP2A6, CYP2D6,and GSTM1).

(c) Kodlanmayan bolgedeki polimorfizmler temel enzim ekspresyonunu ve

indiiklenmesini iceren transkripsiyonel kontrol elementlerini etkiler ( CYPIAI).

(d) Bir genin poliadenilasyon sinyalindeki degisimler, transkriptin yarilanma siiresini ve

boylece enzimin miktarini etkiler (NAT1).
(e)Gen amplifikasyonu enzimin miktarini artirir ( CYP2D6).

(/) Polimorfik genlerin kompleks etkilesimleri ve/veya onlarin enzimleri {iriinii
katalizleyebilir (6rnegin GSTM I-eksik bireyler veya hiicreler, muhtemelen indiiklenen
bilesiklerin daha ¢ok biyoayarindan dolay1 CYP1A1 ve 1A2’yi daha ¢ok indiikleyebilir)
(48).

2.5.2.4.Hastalik durumu

Hepatit, alkolik karaciger hastaligi, biliyer siroz (safra kanali tikaniklarina baglh olarak
gelisen siroz), yagh karaciger hastaligi ve hepatokarsinoma (karaciger kanseri) gibi
normal  karaciger  fonksiyonlarinin  bozuldugu  durumlarda  hepatik  ilac
biyotransformasyonu degisebilir. Sitokrom P450 enzim aktivitesi ve hepatik
eliminasyonun diizeyi karacigerde doku yikiminin siddetine bagh olarak azalir. Kalp
yetmezligi veya adrenerjik reseptor blokaji gibi karaciger kan akiminda azaltan etkenler

hepatik biyotransformasyonu azaltir.
2.5.2.5.Yas

Reaksiyon hizlar1 yetigkinlere oranla daha diisiik olmakla birlikte yenidogan bebeklerde
Faz I biyotransformasyon reaksiyonlar: etkin bir sekilde katalize edilebilir. Yaslanmaya
bagl olarak karaciger kitlesinin, hepatik enzim aktivitelerinin ve hepatik kan akiminin

azalmasi yashlarda genel olarak karacigerin metabolik kapasitesini azaltir.
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2.5.2.6.Cinsiyet

Ostrojen ve benzodiazepinlerin oksidasyon diizeylerinin kadinlarda erkeklere oranla
daha diisiik goriilmekle birlikte ila¢ biyotransformasyonunda cinsiyetin etkisine iliskin

heniiz bir genelleme yapilamamaktadir.

2.5.2.7.Beslenme

Beslenmeyle ilgili asagidaki durumlarin ila¢ metabolizmasini etkiledigi belirlenmistir:
1) Protein eksikligi.

2) Esansiyel yag asitlerinden yoksun yagsiz diyet.

3) Asir1 seker tiiketimi.

4) A vitamini, riboflavin, askorbik asit ve E vitamini eksikligi.

5) Kronik alkol tiiketimi (karacigerde monooksijenaz ve sitokrom P450 enzim

miktarlarini artirrr. {laglarin plazmadan uzaklastirilmasi da artar )

6)Akut alkol tiiketimi (ila¢ metabolizmasini inhibe eder. Basta santral sinir sistemi

depresanlar1 olmak iizere bir¢cok ilacin etkisi uzar ve kuvvetlenir ).

AA ah aa

N
I 1|

Hizh Normal Zavf
flaclar metabolizir metabolizér  metaboliziir
Hastahlc
Hormonlar
Divet
Yas

\".. /\
Sikkhk ...’ %
L D —

flacm plazma konsantrasyonu

Sekil 2.4: Ilag metabolizma enzimlerinin aktivitelerinin belirlenmesinde genetik ve epigenetik faktorler
arasindaki etkilesim. A, yabanil tip allel; a, mutant allel; egrilerin igindeki gri oklar epigenetik faktorlerle
degisimi belirtmektedir.
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2.5.2.8.1laclararas1 metabolik etkilesimler

Iki ya da daha fazla sayida ilacin birlikte kullanilmasi siklikla bu ilaglardan birinin
viicuttan atihmini etkiler. Ilac etkilesimleri absorpsiyon, proteinlere baglanma ve idrar
ile atilimda degisikliklere yol agmakla beraber biyotransformasyon iizerine olan etkileri
genellikle daha belirgindir. Ayni1 enzimle metabolize edilen bir ila¢ digerinin

biyotransformasyonunu azaltir ya da arttirabilir (45).
2.6.SITOKROM P450 SISTEMI

Sitokrom P450 (CYP ) genis ve farkli grup enzimlerden olusan bir siiper ailedir.
Sitokrom P450 gen ailesinin kokeni 3.5 milyar yil 6ncesine uzandigi ileri siiriilmektedir.
CYP enzimlerinin ¢ogunun fonksiyonu organik substratlarin  oksidasyonla
katalizlenmesidir. CYP enzimlerinin substratlar1 ilaclar ve diger toksik kimyasallar gibi
ksenobiyotik substratlarin yami sira lipitler ve steroid hormonlarin aracilik ettigi

metabolitleri de igerir.

Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen en yaygin reaksiyon monooksijenaz
reaksiyonudur, bir oksijen atomu organik substrata(RH) eklenirken diger oksiyen atomu

suya indirgenir:
RH + O, + 2H" + 2¢” — ROH + H,0O

CYP’ler bir heme-kofaktor iceren protein siiper ailesine ait oldugu i¢cin hemoproteinler
olarak ta isimlendirilirler. CYP’ler enzimatik reaksiyonlarda cesitli kiicilk ve genis
molekiilleri substrat olarak kullanirlar. Cogu kez ¢ok bilesenli elektron transfer kanallar1
seklini alirlar ve P450-iceren sistemler olarak isimlendirilir. CYP hiicresel (cyto)
yerlesimi ve spektrofotometrik (heme demir sekline karbonmonoksit (CO) eklenerek
indirgendiginde P450 enzimleri yaklasik 450 nm dalga boyunda 15181 absorblar ve
karekteristik olarak tanimlanabilir) karakteristiklerinden (chrome) temel alinarak
isimlendirilmistir. CYP enzimleri tiim yasamlarin (hayvanlar, bitkiler, mantar, bakteri
vs) kralligi olarak tanimlanmistir. 11500 den fazla CYP proteini bilinmektedir.
Sitokrom P450 enzimleri CYP genleri tarafindan sifrelenir. Insanda 57’den fazla gen ve
59 pseudo gen tanimlanmistir. Bu genler 18 aile ve 43 alt aile’den olugmaktadir.
CYP’lerin isimlendirilmesinde Oncelikle bir numara bulunur, bu numara gen ailesini
belirtir. Sonrasinda verilen biiylik harf genin alt ailesi, sonrasindaki numara ise geni

belirtir (Ornegin CYP2D6) (49).
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Bir hiicrede birbirinden farkli CYP450 enzimleri de bulunabilir. CYP450 multigen
familyas: icin herbir enzimi olusturan proteinin yapisinda bulunan aminoasit dizi
benzerligi  kullanilarak standart bir smiflandirma  yapilmistir. Biitiin  ilag
biyotransformasyonlarinda rol oynayan enzimlerin cogunu sitokrom P450 1, 2 ve 3 gen
familyalar1 (CYPI, CYP2 ve CYP3) kodlar. Diger CYP450 familyalarinin gen iriinleri
steroit ve yag asitleri gibi endojen bilesiklerin metabolizmasinda onemlidir. CYP450
proteinleri arasinda substrat 6zgiilliigiiniin (spesifisite) kismen diisiik olmas1 nedeniyle

sozkonusu bir reaksiyonu iki ya da daha fazla enzim katalize edebilir.

Sayilar1  gittikce artan c¢evresel kimyasallar, besin zehirleri ve ilaclarin
metabolizmalarina uyum saglamak icin P450 enzimleri zaman icinde farklilasmislardir.
Bu farklilasma sonucu olusan enzim siiperfamilyast c¢ok cesitli oksidasyon
reaksiyonlarin1 katalize ederler ve kimyasal yapisi farkli olan substratlara karsi da
aktivite gosterirler. Sitokrom P450 enzimleri hem grubu tasiyan ve ¢esitli dokularda
diiz (piiriizsiiz) endoplazmik retikulumda lokalize olmus membran proteinleridir (45,50-

52).

CYPICEY CYPiA2

16% 1% _CYP2C18
e I —_ 8%
CYP2DE CYPZE1
15, 4%
CYP2BG
3%
CYP245
3%

CYPIALS
36%

Sekil 2.5:CYP’lerin farkli ailelerinin ila¢ metabolizmasindaki oranlar.

Sitokrom P450 enzimleri pratik olarak tiim dokularda bulunmakla birlikte en yiiksek
miktarda ve en genis sayidaki bireysel CYP sekli karacigerde bulunur. CYP’ler ayrica
bagirsak, akciger, beyin, adrenal bezler, gonadlar, kalp, nazal ve trakeal mukoza ve
deride bulunurlar. Insan karacigerindeki CYP enzimleri toplam mikromozamal
proteinlerin yaklasik %?2 sini i¢ine alir. Su anda kullanilan ilaglarin yaklasik %70’inin
tasfiyesinde temel yol metabolizmadir. Yetiskin insan karacigerindeki CYP lerden 10
tanesi  tim  CYP-aracii  metabolizmalar1  gergeklestirir.  Bircok  ilacin

biyotransformasyonunda rol oynayan CYP3 A4 karaciger disinda da belirgin diizeylerde
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sentezlenir. Giinlimiizde mide-bagirsak kanalinda CYP3A4 tarafindan gerceklestirilen
metabolizma bir¢ok ilacin oral biyo ayarlanimini azaltan belirgin bir faktordiir. Asya
popiilasyonunun kii¢iik bir kisminda karacigerdeki CYP3AS5 nisbeten yiiksek miktarda
bulunur, CYP3A7 ise fetal bir enzimdir. En ¢ok bulunan ikinci enzim ise CYP2D6’dir

ve o da bir¢ok ilacin metabolizmasina aracilik eder.

CYP2B6, CYP2C9,CYP2C19, CYP2D6 ve CYP3A4 birlikte bilinen oksidatif ilag

metabolizma reaksiyonlarinin %90’dan fazlasi i¢in sorumludurlar (45,47,53).

CYP substratlar1 olan ksenobiyotiklerin ayrmtili listesi internet sitesinde

(http://medicine. iupui.edu/flockhart) ayrintili olarak bulunmaktadir. CYP enzimlerini

sifreleyen genler cok polimorfiktirler Bir¢ok calismada 6zgiin CYP genlerinin birkag
varyant allelinin fonksiyonel olarak yetersiz enzimleri sifrelemektedir. Buna baglica
ornek CYP2D6’dir. CYP2D6’ nin substrati oldugu bir ilag, 6rnegin dextromethorphan,
yetersiz enzim fenotipli bireylere verildigi zaman ilacin yiiksek serum
konsantrasyonlarindan dolay1 yan etkilerle karsilagilabilir. Diger yonden, CYP 2D6
geninin ¢ok kopyasini bulunduran bireylerde (ultra rapid metabolizor) ilag ilk giriste
metabolize olacagi i¢in yetersiz klinik cevap alinacaktir. Boylece hastalara ila¢ tedavisi
uygulamadan once CYP2D6 ve diger ila¢ metabolizma genlerine genotipleme yapilmasi
yararli olabilir. Buna ragmen bu tip bir genetik bilginin pratikte uygulanmasi bireysel
ilag tedavisi gerceginden Once bazi engellemelerle karsilasilmaktaydi (54). CYP
sistemiyle tasfiye edilen ilaglarin ¢ogu CYP’nin birka¢ sekli araciligiyla metabolize
edilir. Genel kural ilaglarin tek bir CYP formu tarafindan metabolize edildigi
seklindeyken ilac etkilesimlerinde ilaglar bircok CYP formu tarafindan metabolize
edilmektedir. Arastirmalar igin, ideal bir markir (prob) ilag tek bir CYP formu
tarafindan metabolize edilmesi gereklidir. FDA ilag etkilesim caligmalarindan bir rehber
yaymlamistir. Bu rehberde klinik ila¢ etkilesim calismalarinda kullanilan substratlar,

inhibitorler ve indiikleyicilerden 6rnekler verilmektedir.
2.6.1.CYP1 Ailesi

CYP1A2 CYP 1 ailesinin tek hepatik iiyesidir. CYP1Al ve CYP1B1 bu ailenin diger
enzimleridir. CYP1Al insanda en biiyiikk ekstrahepatik CYP formudur. CYP1B1’in
hepatik ekspresyonu hayalidir, ancak neredeyse diger tiim dokularda eksprese oldugu
bilinmektedir. Bu ailenin tiim {iiyelerinin AhR-reseptorii tarafindan diizenlendigi

bilinmektedir. Detoksifikasyonun yanmisira,CYP1 ailesi iiyeleri siklikla polisiklik
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aromatik hidrokarbonlarin (PAH) ve aromatik aminlerin metabolik aktivasyonundan

sorumludur, bu yolla kimyasal karsinogenezle iliskilidirler (55,56).

CYP1AIl ve CYP1A2 genleri acik okuma c¢ercevesi icermeyen 23kilobaz’lik segmentle
biribirinden ayrilmaktadir. CYP1 A1l ve CYP1A2 genleri zit yerlesimli ve 5’ diizenleyici
bolgesi iki gen arasinda ortaktir. CYPIAI ve CYP1A2 sekanslarinin analiziyle
ksenobiyotik cevap elementlerinin (XREs) mevcudiyeti tanimlanmstir. Her iki genin de
5" ucunda tiim XRE’lerinin bulunmasi CYP1Al ve CYPIA2 genlerinin
ekspresyonlarimin kontroliinde bilinen diizenleyici elementlerden oldugunu O6ne

siirmektedir (57).
2.6.1.1.CYP1A2

Sitokrom P450 1A2 (CYP1A2), karma fonksiyonlu oksidaz sistemi sitokrom P450
iyesi, viicutta ksenobiyotiklerin metabolizmasina katilir. Insanlarda, CYP1A2 enzim
CYP1A2 gen tarafindan kodlanir. CYP1A2 ekspresyonu cesitli besin bilesenleri ile
uyarilmaktadir. Sitokrom P450 proteinleri bir¢ok reaksiyon iceren ilag metabolizmasi
ve kolesterol, steroid ve diger lipitlerin sentezini i¢eren bir¢ok reaksiyonu katalizleyen
monooksigenazlardir. CYP1A2 ER’de yerlesmistir ve PAH (bazilar1 sigara dumaninda
bulunur) tarafindan indiiklenerek ifade edilir. Enzimin endojen substrati
bilinmemektedir; ancak, bazi PAH’lardan kanserojen aracilara kadar metabolize
edebilmektedir. Bu enzimin diger ksenobiyotik substratlarina kafein, alfatoksin B1 ve

asetaminofen dahil edilebilir.

Baslangicta CYP1A2’nin ekspresyonunun karacigerle sinirli oldugu diisiiniilmekteydi,
fakat son caligmalar gostermistir ki CYP1A1l ile birlikte akcigerde de eksprese
olmaktadir (58). CYP1A2’nin sekansi ve organizasyonu insan kromozomunun 15q24.1
bolgesinde belirlenmistir. insan CYP1A2 geninin yaklasik 7.8 kb ve 7 eksondan
olustugu bildirilmistir. IIk ekson kodlanmayan eksondur (59). Bu genin transkripti 3
‘cevrilmeyen bolgede direk tekrarlar yaninda dort Alu sekanst da icerir
(60,61).CYP1A2°de yaygin bireylerarasi varyasyona ragmen, sistematik sekanslama
cabalar1 ile prediktif CYP1A2 polimorfizmleri bildirilmemistir. Fakat son ikiz
caligmalar1 CYP1A2 fonksiyonundaki genetik faktorlerin giicli roliinii ileri
siirmiislerdir(62,63). Bugiine kadar oniki CYP1A2 varyant allel bildirilmistir. Bu
varyantlar arasinda CYP1A2 geninin promotor bdlgesinde -2964 pozisyonundaki G—A

mutasyonu (CYPIA2*IC) Japon sigara icenlerde kafein-3-demetilasyon oraninda
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Olciildiigiinde CYP1A2 indiiklenmesinde ©nemli bir azalmaya neden olmaktadir.
Ayrica, intron 1’de 734. pozisyondaki C— A mutasyonu (CYPIA2*1F) artmug CYP1A2
indiiklenmesiyle iligkilendirilmektedir (64).

2.6.1.2.1 CYP1A2’nin Substrat ve inhibitorleri

CYP1A2 yapisal olarak 6nemli planar poliaromatik amid ve amin gruplarinin ait oldugu
bircok Onemli sayidaki kimyasalin metabolizmasinda en biiylik enzimdir

(65)(Tablo1’de listelenmistir).

Ilaclarin islenmesi yolagindaki azalma yetisinde ilaclara atfedilen inhibitorler es
yonetim ile metabolik yolakta listelenen ilaglarin metabolizma orani azalacagindan

toksisite ihtimali artacaktir.

Indiikleyiciler bir yolakta ilacin aktivitesini artirir. Es yonetim belirtilen yolak

aracilifiyla metabolize edilen ilaglarin atilim oranim artirir, ilacin etkinligini azaltir.

Kafeinin metabolizmasinin ¢ogu ve bu substrat probun miikemmel toleritesinde
CYP1A2’nin baskin roliinden dolay1 in vivo fenotipleme de kafein metabolizmasi1 ‘altin

standart’ olarak kabul edilmektedir (66).

Tablo 2.1:Sitokrom p450 1A2 araciifiyla aktive olan veya deaktive olan ilaglara atfedilen
substratlar,inhibitorler ve indiikleyiciler gosterilmistir.

SUBSTRATLAR

Acetominophen Gregafloxacin Ropinirole
amitriptyline haloperidol Ropivacaine
caffeine Imipramine R-warfarin
chlordiazepoxide Melatonin Tacrine
Chloropromazine Mesoridazine tamoxifen
Clomipramine Mexiletine theophylline
Clozapine Mibefradil Thioridazine
cyclobenzaprine Mirtazapine Thiothixene
Dacarbazine naproxen Toremifrene
diazepam olanzapine Trifluoperazine
duloxetine Ondansetron Verapamil
estrogens Perphenazine Ziprasidone
Fluphenazine Phenacetin Zolmitriptan
Flutamide Propafenone Zolpidem
Fluvoxamine Propanolol

Frovatriptan Riluzole
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Tablo 2.1:Sitokrom p450 1A2 araciligiyla aktive olan veya deaktive olan ilaglara atfedilen
substratlar,inhibitorler ve indiikleyiciler gosterilmistir. (Devami)

INHIBITORLER INDUKLEYICILER

Anastrozole isoniazid Phenacetin Broccoli Chronic Moricizine
caffeine Lidocaine Propafenone Brussel spouts smoking Omeprazole
Cimetidine Lomeflozacin Ranitidine Cabbage Clarithromycin | ppenoparbital
Ciprofloxacin | Mexiletine Rifampin caffeine Erythromycin phenytoin
Enoxacin Mibefradil Ropinirole carbamazepine Esomeprazole Rifampin
Fluphenazine | Nelfinavir Sparfloxacin Cauliflower griseifulvin Ritonavir
Flutamide Norfloxacin Tacrine Charbroiled Insulin

Fluvoxamine | Ofloxacin Ticlopidine foods Lansoprazole

Grapefruit Oral Verapamil

juice contraceptives | 7, ¢ kast

Grepafloxacin | Perphenazine

2.6.2.CYP2 AILESI

Insan CYP2 ailesi olduk¢a cesitlidir ve bircok onemli ilag-metabolizma CYP’sini
icermektedir. Bu ailenin iiyeleri herhangi yaygin diizenleyici sekilleri yoktur. Substrat
spesifitesi ve doku ekspresyonu ¢ok cesitlidir. CYP2B6, CYP2D6 ve CYP2EI ailenin
en foksiyonel enzimleridir, CYP2A’nin iki ve CYP2C’nin dort fonksiyonel iiyesi vardir.
Klinik olarak en o6nemli CYP polimorfizmleri CYP2 ailesi icerisinde bulunur

(6rn; CYP2C9, CYP2C19 ve CYP2D6) (67).
2.6.2.1.CYP2D6

CYP2D6 enzimi ile ciddi psikiyatrik hastaliklar ve antipsikotiklerin yan etkileri
arasinda bir iliski olabilecegini belirten calismalar vardir. 1970’lerin sonlarinda
debrisoquine ve sparteinin oksidasyonunda  bireylerarasi farkliliklarin
karakterizasyonuyla, CYP2D6 farmakogenetik beklentiyle en ¢ok calisilan CYP
olmustur (68). CYP2D6 497 amino asitlik bir proteindir ve 22 numarali kromozomun
uzun kolunda yer alan (22ql3.1) yaklasik 4.5 kb uzunlugundaki CYP2D6 geni
tarafindan kodlanmaktadir(68).CYP2D6’nin kopya sayisi, varyasyonlari tanimlanmis ve
sabit bir sekilde kalitildig1 bildirilmistir. Enzim aktivitesini kaybetmis, azalmis, normal
ve ultra hizli olan 63 polimorfik allel tanimlanmistir. Farkli CYP2D6 allellerinin
sikliklar1 ve fonksiyonel sonuclari biiyiik oranda belirlenmistir. CYP2D6%4 ve
CYP2D6*5 null allellerdir sifreledikleri enzim fonksiyonel degildir(49). CYP2D6
icerisindeki genetik polimorfizmler CYP2D6’nin enzim aktivitesinde klinik olarak

onemli ve genis sonuclar icerir (62,69,70).
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Tablo 2.2: CYP2D6 varyant allelleri ve enzim aktiviteleri belirtilmektedir.

CYP2D6 allel ve enzim aktivitesi

Allel CYP2D6 aktivitesi
CYP2D6*1 Normal
CYP2D6*2 Artmus
CYP2D6%*3 Yok

CYP2D6*4 Yok

CYP2D6%*5 Yok

CYP2D6*9 Azalmig
CYP2D6*10 Azalmig
CYP2D6*17 Azalmig

CYP2D6 enziminin etkinligi tam bir yetersizlik halinden cok hizli (ultra) etkinlik
arasinda genis bir degiskenlik gostermektedir. Bireyler, CYP2D6 etkinligi bakimindan

yavas, orta, hizli ve ultrahizli olmak iizere baslica dort farkl sinifa ayrilmaktadir (66).
-Yavas metabolizor; bu bireyler cok az veya hic CYP2D6 fonksiyonu gostermezler.

-Orta metabolizor; bu bireyler ilaclar1 zayif ve hizli metabolizorler arasindaki oranda

islev goriirler.
-Hizl1 metabolizor; bu bireyler normal CYP2D6 fonksiyonuna sahiptir.

-Ultra hizli metabolizer; Bu bireyler CYP2D6 geninin birden fazla kopyasimi eksprese

ederler ve bu yiizden normalin ¢ok iistiinde CYP2D6 fonksiyonu vardir.

CYP2D6’nin mevcut fenotipleri etnik gruplar arasinda genis farkliliklar vardir. Dogu
toplumlarinda zayif metabolizor fenotip goriilmemektedir, ultra hizli metabolizor
fenotip ise bazi Araplarda ve Dogu Afrika toplumlarinda siklikla goriilmektedir.
Kafkaslar yaklagik %7 ve %5,5 oraninda sirasiyla zayif metabolizer ve ultra hizh

metabolizer olarak tammmlanmustir (62, 71, 72).

Avrupa toplumlarinda CYP2D6 enzim etkinligi bakimindan bireylerin %?2-10'unda tam
bir yetersizlik durumu s6z konusudur. CYP2D6 eksikligi olan bireylerde, bu enzimle
metabolize edilen ilaclar daha yavas metabolize edilmektedir. Dolayisiyla ilaclarin etki
stireleri uzamaktadir ve toksik etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Toplumumuz icin yavas
metabolizor fenotip siklig1 %3.4 olarak bulunmustur (73). Molekiiler genetik yontemler
kullanilarak Avrupa toplumlar1 icin en sik gozlenen yavas metabolizér alellerinin

arastirildigr bir caligmada ise yavas metabolizor siklig1 yaklasik olarak %1.5-2 olarak
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saptanmustir (74). Ilging olarak ayn1 calismada CYP2D6 gen duplikasyonu, yani
ultrahizli bireylerin siklig1 yaklasik olarak %8 olarak bulunmustur. Oysa Avrupa
toplumlarinin ¢cogunda bireylerin yaklasik %1-2'si ultra hizli, %7'si ise yavas CYP2D6
etkinligine sahiptir. Ultrahizli bireylerde, CYP2D6 ile metabolize edilen ilaclar
terapotik dozlarda uygulandiginda etkisiz kalabilmekte ve etkin tedavi icin ¢ok daha

yiiksek dozlarin uygulanmasi gerekmektedir.

CYP2D6'nin 6nemi antiaritmikler, antihipertansifler, f blokorler, monoamin oksidaz
inhibitorleri, morfin tiirevleri ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde sik¢a kullanilan
antipsikotikler ve trisiklik antidepresanlar gibi ©nemli ila¢ gruplarini metabolize

etmesinden kaynaklanmaktadir (67).
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Tablo 2.3:Sitokrom P450 2D6 araciligiyla aktive olan veya deaktive olan ilaglara atfedilen substratlar,

inhibitorler ve indiikleyiciler gosterilmistir.

Substratlar Inhibitorler Indiikleyiciler
[ major: T giiclii: [ giiclii:
beta-blockers e SSRIs ¢ Piperidines and
metoprolol citalopram derivatives
carvedilol fluoxetine (pharmacokinetic
timolol paroxetine s modifiers)
debrisoquine Some other antidepressants o glutethimide
(antihypertensive) bupropion (piperidinedion
Class I antiarrhythmics duloxetine e derivative)
flecainide terbinafine (antifungal) dengeli:
lidocaine ® quinidine (class I e carbamazepine
propafenone antiarrhythmic agent) tanimlanmanus:
encainide e MDMA (recreational e dexamethasone
mexiletine empathogen) (glucocorticoid)
All tricyclic zayif: ¢ rifampicin
antidepressants, e.g. ] buprenorphine[ (in opioid (bactericidal)

® imipramine addiction)

®  amitriptyline tammlanmanmus:

* ctc.
[J Most SSRIs
(antidepressant), e.g.

e fluoxetine

e  paroxetine
[J venlafaxine
(SNRI antidepressant)
[J opioids

e codeine

e tramadol

e oxycodone
antipsychotics, e.g.

e haloperidol

e  risperidone
® perphenazine
e thioridazine
e zuclopenthixol
® remoxipride
® aripiprazole
[J dextromethorphan
(antitussive)
[] ondansetron
(antiemetic)
minor:
e alprenolol (beta-
blocker)

e atenolol (beta-blocker)

®  mianserin (tetracyclic
antidepressant)

e phenformin
(antidiabetic)

amiodarone (antiarrhythmic)
dronedarone (antiarrhythmic)
antihistamine (H1-receptor
antagonists)

o chlorphenamine

o diphenhydramine
antipsychotic

o chlorpromazine

o haloperidol
celecoxib (NSAID)
cimetidine (H2-receptor
antagonist)
clomipramine (tricyclic
antidepressant)
chloramphenicol
(laevomycetin)
cocaine (stimulant)
doxorubicin (chemotherapeutic)
metoclopramide (antiemetic,
prokinetic)
methadone (analgesic and anti-
addictive)
moclobemide (antidepressant)
quinidine (Class I
antiarrhythmic)
ranitidine (H2-receptor
antagonist)
ranolazine (antianginal)
ritonavir (antiretroviral)
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2.6.2.2.CYP2E1

CYP2EI en ¢ok bulunan hepatik CYP’lerden biri olmasina ragmen cok az ila¢ bu enzim
araciliglyla metabolize edilmektedir. Fakat toksikoloji ag¢isindan bakildiginda
CYP2E!l’in rolii 6nemlidir. CYP2E1 ¢ogunlukla etanol metabolizmasindaki merkezi
rolinden dolayr calisilmaktadir (75,76). Ayrica birkag endiistriyel ¢oziiciiniin
biyoaktivasyonunda, kimyasal karsinogenezde bir aktivator olarak ve CYP2EI’in
substratlar1 ve inhibitorleri calisilmaktadir. CYP2EI tarafindan inert polar metabolitlere
veya reaktif ara maddelere ¢evrildiginde bu bilesikler aseptik inflamasyonu, toksisiteyi

ve DNA mutasyonlarimi baslatabilir.

CYP2E1  10.kromozomun q terminalinde 10q24.3  bolgesinde lokalize
olmustur(77)11413 baz ¢ifti uzunlugunda ve dokuz ekzon icerir ayrica tipik bir TATA
bolgesi mevcuttur (65).CYP2E1’in substratlar1 genellikle hidrofilik ve diisitk molekiil
agirlikh bilesiklerdir (78). CYP2E1’in etanol, aseton ve pirazol gibi birka¢ substrati bu
enzimin indiiklenmesinde 6nemli rol oynarlar. CYP2E1’in inhibitorlerinden piridin ve
distilfiram alkol bagimliliginin tedavisi i¢in klinik uygulamalarda son zamanlarda

kullanilmaktadir (71).

CYP2E1 ekspresyonunun etanol tiiketimiyle indiiklendigi ve degistigi bilinmektedir.
Birka¢c caligmada varyant c2 alleli artmis enzim aktivitesiyle iliskilendirilmistir.
Hayashi ve ark. c2/c2 DNA’smin cl/c1 DNA’sindan yaklasik 10 kat artmigs aktivitesini
bildirmislerdir. Transkripsiyonel aktivitedeki bu farklilik insan karsinogenezinde
hassasiyetle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (79).Bircok CYP2E1 alleli
tanimlanmustir, CYP2E1*1A dogal gen yapisini ifade eder. CYP2E1’in dort alleli ise,
CYP2E1*1D, CYP2E1*5B, CYP2E1*6 ve CYP2E1*7B kanser veya degismis
transkripsiyonel ekspresyon igin artmig hassasiyetle iligkilendirilmektedir (72). Bu
alellerden CYP2E1*1D indiiklenebilir CYP2E1 ekspresyonu i¢in anlamli fenotipik
farkliliklarla sonuc¢lanmaktadir, ayrica alkol ve nikotin bagimlihigiyla da iligkilidir.
Ayrica bir caligma disinda CYP2E1*7B alleli ve alkolle indiiklenen pankreas kanseri
arasinda iligki bulunamamustir, CYP2E1*7B alelinin fenotipik sonuclar1 detayli bir

sekilde calisilmamustir (80).

Alkol dehidrogenaz-2(ADH2), aldehit dehidrogenaz (ALDH2) ve CYP2EI insanlarda
etanoliin asetaldehite ve asetata doniistiiriilmesinde kataliz i¢in en onemli enzimlerdir.

CYP2E!’in yanm sira ADH2 ve ALDH?2’de de genetik polimorfizmler bildirilmistir (81).
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Asetaldehit’in alkol alimindan sonraki, kusma, yliz kizarmasi, carpimnti, bas agrisi,
terleme ve alkol karaciger hastaliginin gelisimi gibi istenmeyen semptomlarin ortaya
cikmasindaki biiyiik rolii bilinmektedir. Alkol alindiktan sonra karaciger ve kanda
asetaldehit birikimi, onun olusumu ve kaldirilmasindaki 3 enzimin interaktif
hareketinden etkilenmektedir. ALDH2 polimorfizmleri ile Asya niifusunun bireysel
icme davraniglar: arasinda giiclii bir iliski oldugu bilinmektedir. ALDH2*2 alleli
tarafindan {retilen inaktif ALDH?2 asetaldehitin atillmmi geciktirir ve Dogu
toplumlarinda (Japon ve Cin toplumlarinin yaklasik yarisinda) agir icicilige karsi
genetik bir koruma saglar. ADH2 ve CYP2EI’in polimorfizmlerinin etkisi aynm etnik

grupta calisilmasina ragmen hala tartigilmaktadir (82,83).

Tanaka ve ark. saglikli Japon erkeklerinde alkol tiiketimininde ALDH2 ve CYP2EI1
arasindaki etkiye bakmuslar ve CYP2E1 lokusundaki c2/c2 genotipinin ALDH2*1
homozigot genotipli bireylerde cl/cl1 genotipinden daha ¢ok alkol tiiketimine sebep

oldugunu gozlemlemislerdir (80).
2.6.2.2.1.CYP2E1’in Substratlar ve inhibitorleri

Tablo 2.4:Sitokrom P450 2E1 araciligiyla aktive olan veya deaktive olan ilaclara atfedilen substratlar,
inhibitorler ve indiikleyiciler gosterilmistir.

SUBSTRATLAR
Endojenler Toropatik Coziiciiler ve Diger Kimyasallar
Ilaclar/Anestezik
Gazlar
Ethanol Acetaminophen Acrylonitrile, Pyridine
Acetone Chlorzoxazone methacrylonitrile Acrylamide
Acetoacetate Dapsone Alcohols, ethers, alkanes Nitrosamines (e.g.
Acetol Enflurane,sevoflurane, Acetone NDMA)
Acetaldeyde isoflurane Benzene (and derivatives) | Ethyl carbamate, vinyl
Fatty acids | Halothane Styrene carbamate
(arachidonic acid, | Disulfiram Chloroform Vinyl chloride, vinyl
lauric acid) Isoniazid Carbontetrachloride bromide
Glycerol p-nitrophenol Pyrazole Diethylether
Phenacetin Phenol Hexane
Butadiene Methyl chloride
Ethylene dibromide Methylene chloride
1,1,1-trichloropropanol Ethylene dichloride
1,2-dichloropropanol
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Tablo 2.4:Sitokrom P450 2E1 araciliiyla aktive olan veya deaktive olan ilaglara atfedilen substratlar,
inhibitorler ve indiikleyiciler gosterilmistir. (Devami)

Indiikleyiciler Inhibitérler
Ethanol Diallylsulfide, diallylsulfone
Acetone Chlormethiazole
Benzene Diethyldithiocarbamate
Isoniazid Isothiocyanates
Isopropanol 4-methyl-pyrazole
Pyrazole Disulfiram
Pyridine
Aclik
Diyabet

2.6.3.CYP3 Ailesi

Insan CYP3 ailesi karacigerdeki toplam P450 miktarinin yaklasik %30 unu temsil eder
ve ilaglarin biyotransformasyonunda en 6nemli CYP altailesi olarak degerlendirilir. Bu
aile 3 fonksiyonel protein icermektedir; bunlar CYP3A4, CYP3AS ve CYP3A7 ve bir
pseudoprotein olan, CYP3A34 diir (84). Bu enzimlerin katalitik 6zellikleri ortiismekte
ancak dokulardaki ekspresyon sekilleri farklidir. CYP3AS5 insan karacigerindeki en az
polimorfizm gosteren CYP seklidir (85). Fakat karaciger disindaki dokularda(bobrek,
karaciger, kolon ve Ozofagus) siirekli eksprese edilmektedir (86,87). CYP3A4 ve
CYP3AS5’in substrat ve inhibitor spesifitesi oldukca benzerdir, fakat katalitik aktivitesi
biraz diisiik olabilir (88,89).

CYP3A7 cogunlukla embriyonik, fetal ve yenidogan karacigerlerinde eksprese edilir ve
bu dénemlerin en etkili CYP seklidir (90,91),yetiskin karacigerinde ise CYP3A7 minor
formda goriilmektedir (92). ila¢c metabolizmasindaki CYP3A7 rolii ise heniiz acik
degildir.

2.6.3.1.CYP3A4

CYP3A4 mRNA diizeyinde ve karaciger ve ince bagirsaktaki major CYP sekilleri
arasinda insan karacigerinde en ¢ok bulunan altinct enzimdir (93,94).Ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda CYP3A4’{in ¢ok onemli bir rolii vardir. Klinikte kullanilan ilaglarin
yaklasik %50’ sinin metabolizmasindan sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. CYP3A4 lin aktif bolgesi ¢cok genis ve esnek oldugu i¢in ayn1 anda bir¢ok
kiigiik molekiiliin aktif bolgeye baglanmasma izin vermektedir (95,96).

CYP3A4 ve onun substratlar1 arasindaki kinetik etkilesim, ilag-ilag etkilesimi aracili
CYP3A4’iin 6ngorii ve modellemesinin yapilmasi siklikla atipik ve zahmetlidir (95).

CYP 3A4 geni 7q22.1 bolgesinde lokalize olmustur (97).



2.6.3.1.1. CYP3A4’iin Substrat ve inhibitorleri

Tablo 2.5: Sitokrom P450 3A4 araciligiyla aktive olan veya deaktive olan ilaglara atfedilen
substratlar,inhibitorler ve indiikleyiciler gosterilmistir.
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SUBSTRATLAR
Imajor: ®  opiate analgesics minor:
immunosuppressants o alfentanil ® protease inhibitors
ciclosporin o codeine (analgesic, o indinavir
sirolimus antitussive, O  ritonavir
tacrolimus antidiarrheal) O  saquinavir
Chemotherapeutic o fentanyl o nelfinavir
anastrazole o methadone e  Mirtazapine (NaSSA)
cyclophosphamide (analgesic, anti- ® nefazodone (antidepressant)
docetaxel addictive) e pimozide (antipsychotic)
doxorubicin ®  benzodiazepines ® reboxetine (antidepressant)
erlotinib""” o alprazolam e  zopiclone (hypnotic)
etoposide o clonazepam ® non-nucleoside reverse
ifosfamide o flunitrazepam transcriptase inhibitors
paclitaxel o midazolam O nevirapine
tamoxifen o triazolam ®  budesonide (glucocorticoid)
teniposide o pimozide e  donepezil(acetylcholinesteras
vinblastine ®  statins ¢ inhibitor)
vindesine o  atorvastatin ®  proton pump inhibitors
gefitinib o lovastatin omeprazole and esomeprazole
azole antifungals o  simvastatin e glibenclamide (antidiabetic)
clotrimazole e  calcium channel blockers e cisapride (5-HT4 receptor
ketoconazole o amlodipine agonist)
itraconazole o diltiazem e terfenadine (H1-receptor
macrolide o felodipine antagonist)
clarithromycin o nifedipine ®  barbiturates
erythromycin o  verapamil o phenobarbital
tricyclic antidepressants ® amiodarone (antiarrhythmic) e carbamazepine
amitriptyline e  PDES inhibitors (anticonvulsant, mood
clomipramine o sildenafil stabilizing)
imipramine ® kinins (vasodilators, smooth e  dextromethorphan

muscle contractors) (antitussive)
SSRIs ® sex hormones agonists and digoxin (Antiarrhythmic)
citalopram antagonists ergot alkaloids (circulation,
escitalopram o estradiol (estrogen) neurotransmission)
fluoxetine and o ethinylestradiol e jvabradine (in angina
norfluoxetine (hormonal pectoris)
sertraline contraceptive) e lidocaine (local anesthetic,
buspirone (anxiolytic) o finasteride antiarrhythmic)
venlafaxine (SNRI) (antiandrogen) e  montelukast (leukotriene
antipsychotics o levonorgestrel receptor antagonist)
Aripiprazole (female sex e  ondansetron (5-HT3
haloperidol hormone, oral antagonist)
Risperidone contraceptive) e  paracetamol (analgesic,
Ziprasidone o testosterone antipyretic)

° (androgen) °
o toremifene (SERM) ® quinine (antipyretic, anti-

Astemizole"! (H1 antagonist,
antipruritic)
warfarin (anticoagulant)

smallpox, analgesic)
theophylline (stimulant)
valproate (anticonvulsant,
mood-stabilizing)
tetrahydrocannabinol
(psychoactive
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Tablo 2.5: Sitokrom P450 3A4 araciligiyla aktive olan veya deaktive olan ilaglara atfedilen
substratlar,inhibitorler ve indiikleyiciler gosterilmistir (Devamu).

INHIBITORLER INDUKLEYICILER
Giiclii/ilhmh tammlanmamus: amiodarone | giiclii:
e  protease (antiarrhythmic) e anticonvulsants, mood
inhibitors e ciprofloxacin (antibiotic) stabilizers
ritonavir'¥ e ciclosporin o phenytoin
indinavir (immunosuppressant) (anticonvulsant)
nelfinavir e diltiazem (calcium channel o carbamazepine
macrolide antibiotics’ blocker) o oxcarbazepine
erythromycin e imatinib (anticancer) e Dbarbiturates
telithromycin e echinacea o phenobarbital
clarithromycin (immunostimulator) * non-nucleoside reverse
azole antifungals ® enoxacin (antibacterial) transcriptase inhibitors
fluconazole e  ergotamine (in migraine) o efavirenz
ketoconazole e  metronidazole o nevirapine
itraconazole (antibacterial) o etravirine
nefazodone e mifepristone (abortifacient) ° rifampicin[ (bactericidal)
(antidepressant) e norfloxacin (antibiotic) ¢  modafinil (stimulant)
bergamottin e tofisopam (anxiolytic) e hyperforin (constituent of
(constituent of e non-nucleoside reverse St Johns Wort)
grapefruit juice) transcriptase inhibitors e cyproterone (antiandrogen,
quercetin  (nutritional o delavirdine progestin)
supplement) o efavirenz zayif
aprepitant (antiemetic) o nevirapine e dexamethasone (anti-
verapamil  (calcium e gestodene (hormonal inflammatory,
channel blocker) contraceptive) immunosuppressant)
chloramphenicol e  mibefradil (in angina e felbamate (anticonvulsant)
(antibiotic)!"”! pectoris) e glucocorticoids (blood
zayif: e protease inhibitors glucose increase,
cimetidine (H2- o  saquinavir immunosuppressive)
receptor antagonist) e SSRIs e  griseofulvin (antifungal)
buprenorphine o fluoxetine/norfluo ® pioglitazone
(analgesic)’ xetine (hypoglycemic)
cafestol (in unfiltered o fluvoxamine e primidone (anticonvulsant)
coffee)!!’ e star fruit"” e topiramate (anticonvulsant)
e  piperine e troglitazone
e milk thistle (hypoglycemic)
e rifabutin (in tuberculosis)
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2.7. MOLEKULER YONTEMLER
2.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PZR)

PZR’1n kesfi ile sadece molekiiler biyoloji alaninda degil, organizma ve populasyon

biyolojisi alanlarinda da genetik marker olusturmak adina bir ¢igir agmustir.

PZR kisaca in vitro kosullarda DNA’nin cogaltilmas: islemidir. Bu teknikte DNA
cogaltiminin baslamasina olanak saglayacak olan 3'OH grubunu saglamak icin iki
oligoniikleotit (primer) kullanilir. Primerler ¢ogaltmak istedigimiz gen bdlgesinin
baslangic ve sondaki dizilerine komplementerdir. Reaksiyon kalip DNA, DNA
polimeraz I, primerler, ANTP (deoksi-niikleotit trifosfatlar; dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
ve enzimin optimum kosullarini saglamak i¢in eklenen kimyasallarin olusturdugu bir
ortamda gerceklestirilir. PZR ii¢ temel adimdan olusur. ilki, cift zincirli DNA’nin
wsitilarak (94°C) denatiire edilmesi (denatiirasyon); ikinci asama, sicakligin diisiiriilmesi
ile (40-60°C) primerlerin tek zincir DNA iizerinde kendilerine komplementer olan
bolgelere baglanmasi (annealing); son olarak, hibritlesmeden sonra 1s1 dayanikli bir
DNA polimeraz (tag polimeraz ile (72°C’de) ile yeni zincirin sentezlenmesi

(extension) asamalaridir. Bu islemler 20 ya da daha cok kez tekrarlanarak istenilen

DNA bolgesi cogaltilmis olur ( yaklasik 2n kopya). Bu aritilmis DNA bolgesi; daha
sonra cesitli amaclara yonelik baska metotlar uygulanarak adli tipta suglular1 saptama,
hastaliklara neden olan gen mutasyonlarinin saptanmasi, patojen saptama, gen
ekspresyonu calismalari, populasyon genetigi ve filogenetik  analizlerde

kullanilmaktadirlar (98).
2.7.2. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon uzunluk polimorfizmi metodu, restriksiyon endoniiklezlar kullanilarak
DNA’nmn sindirimine (kesimine) dayanir. Restriksiyon endoniikleazlar 1968 yilinda
kesfedilmis bakteri enzimleridir. Restriksiyon endoniikleazlar DNA iizerindeki bazi 6zel
dizileri tanir ve DNA’y1 bu dizilerden keserler. Farkli bakteri suslarmdan farkli sayida
bazdan olusan ve farkli tanima dizisine sahip, farkli enzimler elde edilebilir. DNA
izerindeki restriksiyon tanima dizilerinde olusan herhangi bir niikleotid degisimi (SNP;
tek nucleotit polimorfizm, insersiyon/delesyon, translokasyon vb mutasyon cesitleri)
restriksiyon enziminin o bdlgeyi tantyamamasi akabinde, kesimin gerceklesmemesine

yol acar. Bu bilgiye dayanarak; ayni restriksiyon enzim kullanilarak farkli kaynakli
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(farkli tiir ya da birey vs.) DNA molekiilleri kesildiginde, farkli uzunlukta DNA
parcalart olusabilir. RFLP kesim iirlinlerinin analizi genellikle agaroz ya da
poliakrilamid jel elektroforezi yapilir. Kesim iiriinlerinin jel elektroforezinde
yiirlittiigiimiizde ise, bir sindirim profili (goriintiisii) olusur. Jel profilinde olusan
farkliliklar bize, tanima bolgelerindeki niikleotid polimorfizmlerinin varligini belirtir.

Bu yontem bize dolayl olarak niikleotid degisimi varligim gosterir

Jeldeki iiriinleri goriintiilemek i¢in birkag teknik kullanilabilir. Eger bir kuyucuga diisen
DNA miktar1 50ng’dan biiyiikse, etidyum bromiir ile boyama her bir bandin acikca

goriintiilenmesini saglar.

RFLP metodu kullanilarak, PCR ile cogaltilmis belirli bir gen bolgesi, tanimlanmis 6zel
mutasyonlara kars1i uyumlu essiz bir restriksiyon enzimi ile taranabilir. Analiz edilen
gen Dbolgesi, jel profilindeki bantlarin sayilaria, biiyiikliikklerine bakilarak

genotiplenebilir ve lokusa ait genotip/allel sikliklar1 saptanabilir (98).
2.7.3. Kantitatif Real-Time PZR Yontemi

Bilim ve tip alanindaki ¢alismalar, niikleik asit miktar1 belirleme analizleri icerisinde en
etkili teknigi sunmay1 basarmistir: Real-time PZR teknigi. Bu teknik seksenli yillarin
ortasinda Kary Mullis ve calisma arkadaslar1 tarafindan gelistirilen PZR’1n ileri bir
versiyonudur. Klasik PZR ile ¢ok karmasik bir Ornekten herhangi bir niikleik asit
dizisini analiz etmek icin cok sayida dongiisel islemle istenilen miktarda ¢ogaltmak
miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina matematiksel olarak iiriin miktar1 hakkinda
bilgi saglamakla birlikte sonrasin da iiriin miktarini net olarak belirlemek de olduk¢a
giictiir. Ciinkii klasik PZR, baglangicta var olan DNA miktarindan bagimsiz olarak bir
iriin miktar1 ortaya ¢ikarir. Higuchi ve arkadaglar1 1992 yilinda Real-Time PZR’ 1
gelistirmislerdir. Real-Time PZR teknigi ile DNA dizileri es zamanl olarak cogaltilmis
ve belirlenebilmis, reaksiyon siireci boyunca, olusan {iiriiniin miktarim1 Real-time PZR

sirasinda gozlemek miimkiin olmustur.

Amplifikasyonun her basamagini takip edilebilmesi, Real-time PZR’ 1 6zel kilan en
onemli oOzelligidir. Amplifikasyon egrileri lizerinden tiim amplifikasyon profili
gozlenebilmektedir. Bu imkan reaksiyon icin kullanilan primerler ve hedefe ozgii

florasan isaretli problar ile saglanir (98).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. GERECLER
3.1.1. Demirbas Malzemeler
Aletler / Markasi

Yatay Elektroforez diizenegi/(Biozym TC)
UV. Transilliiminator /Vilber Lourmat
Buzdolabi /Argelik

Derin Dondurucu (-200C) / Beko

Derin Dondurucu (-800C) / Sanyo

Distile Su Cihazi1 / Millipore

Dogru Akim Gii¢ Kaynagi / Biometra PP4000
Etiiv / Niive FN500

Hassas Terazi / Libror AEG-220

Is1 Dongii Cihazi/ Techne Genius
Laminar Air Flow Kabin / Heraus

Manyetik Karistirici / Janke-Kunkel



Mikrodalga Firin / Argelik

Mikrosantrifiij / Heraus

Otoklav / Aesculap

Otomatik Mikropipetler / Eppendorf Gilson

pH Metre / WTW

Real Time PZR Cihazi1 / Corbett (Qiagen)

Sogutmali Santrifiij / Sigma

Thermocycler / Perkin Elmer 9700

DNA Izolasyon Cihazi1 / Magna Pure LC

Vorteks / MS1

Minishaker / IKA®

3.1.2. Sarf Malzemeler

Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri / Markasi

Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (MP, EDTAO5SMI )

Etanol ( MERK, 603-002-00-5)

Tris (PROMEGA, H5133)

Borik Asit (CARLO ERBA, 302177)

Etidyum Bromiir ( APPLICHEM, A1151,0010)

dNTP Set (FERMENTAS, R0185)

MgCly(magnezyum kloriir) (THERMO SCIENTIFIC, AB-1605/A )
Kandan RNA Izolasyon kiti (QIAGEN MINI KIiT, 74106)

Kandan DNA izolasyon kiti (ROCHE, MAGNA PURE LC DNA ISOLATION KIT,
03 003 990 001)

Eppendorf Tiipler (0.2 ,0.5, 1.5 ,2’lik) ( THERMO, AB-0620 )
cDNA Sentez Kiti (PRIMER DESIGN, PRECISION qSCRIPT REVERSE
TRANSCRIPTION KIiT )

Primer Prob (CYP1A2, CYP2D6, CYP2EI1, CYP3A4) (PRIMER DESIGN)
Taq DNA Polimeraz Enzimi ( THERMO SCIENTIFIC,AB-1605/A )
10X PZR Tamponu ( THERMO SCIENTIFIC,AB-1605/A )

BstNI Restriksiyon Enzimi (FERMENTAS, ER0551)

Apal Restriksiyon Enzimi (FERMENTAS, ER1411)

Rsal Restriksiyon Enzimi (FERMENTAS, ER0551)

Pstl Restriksiyon Enzimi (FERMENTAS, ER0551)
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Agaroz (BIO BASIC INC, 902-36-6,D0012M )
100bg’lik Boyut Markir1 (BIO BASIC INC,M1070-2)
6X Yiikleme Tamponu (FERMENTAS, R0631)
Buzluk

Distile Su

3.2. KAN ORNEKLERININ TOPLANMASI

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurul komisyonundan onay alinarak (Karar
no:09\209) yapilan calisjmada Psikiyatri ~Anabilim Dali ve Kayseri Egitim ve
Arastirma Hastanesi AMATEM’den tedavi i¢in yatan alkol bagimlilarindan hasta onam
formlar1 imzalatilarak ,tedavi oncesi( hastaneye yatirildiklar1 ilk giin) ve tedavi sonrasi
(28.giin) 3 tiip EDTA’l1 (9 ml) kan 6rnekleri toplanmistir.23 kisiden kontrol kan 6rnegi
alindi. Kontrol grubuna, hasta grubuyla uyumlu yas grubundaki sigara icen erkek
bireylerden sec¢ildi. Daha sonra bu kan oOrneklerinin 1 tiipiinden Magna Pure LC
cihazinda polimorfizm c¢alismalar1 icin DNA elde edildi. Ekspresyon ¢alismalar1 i¢in

manuel yontemle 16kosit izolasyonu ve RNA izolasyonu (Qiagen minikit) yapilmistir.
3.3. GEN POLIMORFIiZM CALISMALARI

Gen polimorfizm ¢aligsmalar1 icin Oncelikle alkol hastalarindan ve kontrollerden DNA

ornekleri Magna Pure LC cihazinda izole edildi.
3.3.1. CYP1A2 Geni *1F Polimorfizmi

Elde edilen DNA o6rneklerinden CYP1A2 Geni*1F polimorfizmi i¢in uygun primerlerle
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) (Perkin Elmer 9700) gerceklestirildi.

CYP 1A2 *1F Sense Antisense

Primer 5’- AGA AGC TCT GTG GCC | 5° CAA CCC TGC CAA TCT
GAG AAGG-3 CAAGCAC-3

GC% 524 59.1

Uzunluk 21 22

Tm 61.0 66.0
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PZR icerigi

PZR iCERIiGI STOK EKLENEN SON KONSANTRASYON
KONSANTRAS | MIKTAR (50 ul reaksiyon icin)
YONU

PZR Buffer 10X 5uL 1x

MgCl2 25 mM 4 uL 2mM

dNTP karisim 2.5 mM 3uL 150 uM

Reverse Primer 10 pmol/pL 3uL 0.6 pmol

Forward Primer 10 pmol/pL 3uL 0.6 pmol

DMSO %98’lik 5puL %10

DNA Ornegi Degisken 5 uL ~200 ng

Taq DNA Polimeraz 5 UMl 0.5 uL 25U

Steril H,O 21.5 pL

PZR Program

94 °C  4dak

94°C 45 sn

53°C 1 dak > 35 siklus

72°C 1 dak

72 °C  5dak

PZR islemi gerceklestirildikten sonra % 2’lik agaroz (Sigma) jelde PZR iiriinleri

kosturuldu. 518 bg iiriin elde edildi. Elde edilen iiriinler daha sonra Apal restriksiyon

enzimi ile kesildi.

Apal Restriksiyon Enzim Muamelesi

10X Reaksiyon Buffer

PZR Ornegi

Enzim (Apal RE)

2.5ul
15wl

Il
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Toplam hacim 25 pl’ye distile su ile tamamlandiktan sonra 37°C’de 1 gece inkiibe

edildi. Inkiibasyon isleminden sonra iiriinler %3’liik agaroz jelde kosturuldu. CYP1A2

Geni intron I’de bulunan 734(A\C) polimorfizmi normal genotip i¢cin 518 bg,

heterozigot genotip i¢in 518, 312, 206 b¢ ve homozigot mutant genotip i¢in ise; 312,

206 bg iiriinler elde edildi ve sonuglar1 verildi.

3.3.2. CYP 2D6%4 1934 (G/A) ve CYP 2D6%6 1795(1 b¢ del) Polimorfizmleri

Elde edilen DNA orneklerinden varyant yavas metabolizor alleller CYP2D6%*4 (1934
pozisyonundaki G/A degisimi) ve CYP2D6*6 (1795 pozisyonundaki 1 b¢ T delesyonu)

icin ekzon 3/intron 4 primerleri kullanilarak PZR islemi gerceklestirildi.

CYP 2D6%4 1934(G/A) ve CYP | Sense Antisense
2D6%6 1795(1bg del)
Primer 5_-CCT GGG CAA GAA | 5 -GAG ACT CCT CGG TCT
GTC GTCGGACCAG-3 CTCG--3
GC% 64 63.2
Uzunluk 25 19
Tm 72.0 62.0
PZR ICERIGI STOK EKLENEN SON
KONSANTRASYONU | MiKTAR KONSANTRASYON(S0 pl
reaksiyon icin)
PZR Buffer 10X 5puL 1x
MgCI2 25 mM 3uL 1.5 mM
dNTP karisim 2.5 mM 3uL 150 uM
Reverse Primer 10 pmol/uLL 3uL 0.6 pmol
Forward Primer 10 pmol/puL 3uL 0.6 pmol
DNA Ornegi Degisken 5uL ~200 ng
Taq DNA Polimeraz 5 UMl 0.5 uL 25U
Steril H,O 27.5 puL
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PZR Program
94°C 3 dak
94°C 30 sn

62°C 30sn 38 siklus
72°C 40 sn
72°C 5 dak

PZR islemi gerceklestirildikten sonra % 2’lik agaroz jelde PZR iiriinleri kosturuldu. 353

b iiriin elde edildi. Elde edilen iiriinler daha sonra BstNI restriksiyon enzimi ile kesildi.
BstNI Restriksiyon Enzim Muamelesi

10X Reaksiyon Buffer 2,5ul

PZR Ornegi 15 ul

Enzim (BstNI RE) 1yl

Toplam hacim 25 pl’ye distile su ile tamamlandiktan sonra 37°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Inkiibasyon isleminden sonra iiriinler % 3’lik agaroz jelde kosturuldu.
CYP2D6*4 (1934 pozisyonundaki G/A degisimi) normal genotip icin 190, 163 bg
homozigot mutant genotip i¢cin 353 b¢ ve CYP2D6*6 (1795 pozisyonundaki 1 b¢ T
delesyonu) normal genotip i¢in; 190,163 bg¢; homozigot mutant genotip i¢in ise; 190,

139, 23 bg iiriinler elde edildi ve sonuglar1 verildi.
3.3.3.CYP 2E1 cl/c2 (Rsa+/Pst+)Polimorfizmi

Elde edilen DNA orneklerinden CYP2El Geni cl/c2 polimorfizmi i¢in uygun
primerlerle PZR (Perkin Elmer 9700) islemi gerceklestirildi.

CYP 2E1(cl/c2) Sense Antisense

Primer 5_-CCA GTC GAG TCT ACA | 5_TTC ATT CTG TCT TCT
TTG TCA 3_ AAC TGG-3

GC% 47.6 38.1

Uzunluk 21 21

Tm 59.0 55.0
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PZR icerigi

PZR iCERIiGI STOK EKLENEN SON
KONSANTRAS | MiKTAR KONSANTRASYON(50 pl
YONU reaksiyon icin)

PZR Buffer 10X 5uL 1x

MgCI2 25 mM 4puL 2mM

dNTP karisim 2.5 mM 3ulL 150 uM

Reverse Primer 10 pmol/pL 3uL 0.6 pmol

Forward Primer 10 pmol/pL 3uL 0.6 pmol

DNA Ornegi Degisken 5 uL ~200 ng

Taq DNA Polimeraz 5 U/uL 0.5 uL 25U

Steril H,O 21.5 pL

PZR Program

94°C 5 dak

94°C 2 dak

59°C 1 dak 35 siklus

72°C 1 dak

72°C 10 dak

PZR islemi gerceklestirildikten sonra % 2’ik agaroz jelde PZR {iriinleri kosturuldu. 410

be iiriin elde edildi. Elde edilen iiriinler daha sonra Rsal ve Pstl restriksiyon enzimleri

ile kesildi.

Rsal ve Pstl Restriksiyon Enzim Muameleleri

10X Reaksiyon Buffer 2.5ul
PZR Ornegi 15 ul

Enzim (Rsal/ Pstl RE) Il
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Toplam hacim 25 pl’ye distile su ile tamamlandiktan sonra 37°C’de 1 gece inkiibe

edildi. Inkiibasyon isleminden sonra iiriinler % 4’liik agaroz jelde kosturuldu. cl

genotipi icin Rsal enzimi ile muamele edildi. Normal genotip i¢in ; 360,50 bg;

heterozigot genotip i¢in; 412, 360 , 50 b¢, homozigot mutant genotip icin ise; 412 bg

triinler elde edildi, sonuglar1 verildi. ¢2 genotipi i¢in Pstl enzimi ile muamele edildi.

Normal genotip i¢in; 410 bg; heterozigot genotip i¢in; 410, 290, 120 b¢, homozigot

mutant genotip icin ise; 290,120 b iirtinler elde edildi, sonuglar verildi.

3.3.4.CYP 3A4*V Polimorfizmi

Elde edilen DNA oOrneklerinden CYP3A4 geni (A/G) polimorfizmi i¢in uygun

primerlerle PZR (Perkin Elmer 9700) islemi gerceklestirildi.

CYP 3A4*V(A/G) Sense Antisense
Primer 5_-AACAGGACGTGGA 5_-CTTTCCTGCCCTGCA
AACACAAT-3 CAG-3

GC% 42.9 61.1

Uzunluk 21 18

Tm 57.0 58.0

PZR Icerigi

PZR ICERIGI STOK EKLENEN SON
KONSANTRAS | MiKTAR KONSANTRASYON(S0 pl
YONU reaksiyon icin)

PZR Buffer 10X 5uL 1x

MgCI2 25 mM 3uL 1.5 mM

dNTP karisim 2.5 mM 3ulL 150 uM

Reverse Primer 10 pmol/pL 3puL 0.6 pmol

Forward Primer 10 pmol/pL 3uL 0.6 pmol

DNA Ornegi Degisken 5uL ~200 ng

Taq DNA Polimeraz 5U/uL 0.5 puL. 25U

Steril H,O 27.5 puL
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PZR islemi gerceklestirildikten sonra % 2’lik agaroz jelde PZR iiriinleri kosturuldu. 592
b iiriin elde edildi. Elde edilen iiriinler daha sonra BstNI restriksiyon enzimi ile

kesildi.

PZR Program
94°C 5 dak
94°C 1 dak

61°C 1 dak 35 sikluss
72°C 1 dak

72°C 10 dak

BstNI Restriksiyon Enzim Muameleleri
10X Reaksiyon Buffer 2.5ul
PZR Ornegi 15 ul
Enzim (BstNI RE) 1w

Toplam hacim 25 pl’ye distile su ile tamamlandiktan sonra 37°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Inkiibasyon isleminden sonra iiriinler % 4’liik agaroz jelde kosturuldu. Normal
genotip i¢in; 396, 121, 75 bg; heterozigot genotip i¢in; 517, 396, 121, 75 bg, homozigot

mutant genotip i¢in ise; 517,75 be iiriin elde edildi, sonuclar1 verildi.
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Tablo 3.1: Calisilan polimorfizmlerin restriksiyon enzimleri ve bant boyutlari

Calisilan Gen Kullanilan PZR Normal Heterozigot Homozigot
Polimorfizmi Restriksiyon Uriinii | genotip Genotip mutant Genotip
Enzimi Uriinleri
518bg
312b¢
CYP 1A2*1F Apal 518bg 518bg 312bg
206b¢
206bg
353bg
190bg
CYP2D6*4(C1934A) BstNI 353b¢ 190bg 353bg
163bg
161bg
190bg 190bg
CYP2D6*6(delT1795) 190bg
BstNI 353b¢ 163bg 139b¢
163bg
139b¢ 23bg
410bg
CYP 2El1 cl 360bg 410bg
Rsa I+/ Pst I- 410bg 360bg
50bg
50bg
410bg
290bg
CYP 2E1 c2 Rsa I/ Pst I+ 410bg 410bg 290bg 1206
120bg ¢
517b¢
396bg
396b¢ 517b¢
CYP 3A4*V BstNI 592b¢ 121bg
121bg 75bg
75bg
75bg

3.4.PZR ve RFLP Uriinlerinin Elektroforezi

PZR amplifikasyonlarinin ve enzim kesim iiriinleri kontrol edilmesi i¢in agaroz jelde

kosturuldu.

3.4.1.Agaroz Jel Hazirlanmasi

3.4.1.1.Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

TBE Tamponu (10X)

0.89 M Tris

0.89 M Borik Asit

0.5 M EDTA tartilarak distile su ile 11t’ye tamamlanur.
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Etidyum Bromiir Hazirlanmasi
0.2 gr etidyum bromiir tartilarak distile su ile 20ml’ye tamamlanir.
%2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

2 gr agaroz tartilir, TBE tamponu ile 100ml’ye tamamlanir. Mikrodalga firinda
kaynatilarak eritilir. Sogutulur, jel kalibma dokmeden i¢ine Sul etidyum bromiir eklenir,
karigtirillir ve kaliba dokiiliir. Kuyucuklarin olugmasi icin tarak konur ve donmaya

birakilir.
%3’liik Agaroz Jel Hazirlanmasi

3 gr agaroz tartilir, TBE ile 100ml’ye tamamlanir. Mikrodalga firinda kaynatilarak
eritilir. Sogutulur, jel kalibina dokmeden i¢ine Sul etidyum bromiir eklenir, karistirilir

ve kaliba dokiiliir. Kuyucuklarin olusmasi icin tarak konur ve donmaya birakilir.
%4’liik Agaroz Jel Hazirlanmasi

4 gr agaroz tartilir, TBE ile 100ml’ye tamamlanir. Mikrodalga firinda kaynatilarak
eritilir. Sogutulur, jel kalibina dokmeden i¢ine Sul etidyum bromiir eklenir, karistirilir

ve kaliba dokiiliir. Kuyucuklarin olusmasi icin tarak konur ve donmaya birakilir.
3.4.1.2.PZR ve RFLP Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi:

PZR ve RFLP iiriinlerinin yiiklenecek miktarlarinin % 10’u kadar igerisine 6X yiikleme
tamponu eklenir ve kuyucuklara mikropipetle yiiklenir. Jeldeki ilk ve son kuyucuga
iirtiniin bant boyutunu belirleyebilmek i¢in 100b¢’lik boyut markir1 yiiklenir. 85V’ta 30

dakika kosturulur ve UV transilliminatorde goriintiilenir.
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3.5.GEN EKSPRESYONU CALISMA YONTEMi

Alkol bagimlis1 hasta ve kontrol gruplarindan toplanan periferik kan 6rneklerinden ilk

olarak RNA izole edildi.

3.5.1.RNA izolasyonu

1. Alman 6ml EDTA’l periferik kan drneklerinden her bir hasta icin 2 adet 15 ml’lik
falkon tiip icerisine 3’er ml kan Ornekleri sonra iizerine kan miktarinin 3 kati kadar
Red Cell Lizis (155mM Amonyum Klorid, 10mM potasyum Bikarbonat, 1mM
EDTA) soliisyonu eklendi.

2. +4°C’de 20 dk bekledikten sonra 2000rpm’de 10dk santrifiij edildi.

3. Siipernatant atildi. Pellet (16kositler) iizerine 3cc red cell lizis soliisyonu eklenerek
10dk +4C’de bekletildi.

4. 2000rpm’de 10dk santrifiij edilerek siipernatant atildi.

5. Pellet iizerine 500 pul RLT Buffer eklenerek 2ml’lik enjektorle 8-10 kez resiispanse
edildi ve 2ml’lik ependorf tiipe alind1.

6. Qiagen Minikit ile RNA izolasyonu yapildi.

7. RNA’lar nanodropta 6l¢iildii.

8. RNA’larin konsantrasyonu yaklasitk 1000 ng olacak sekilde diliie edildi,
calisilincaya kadar —80 °C derin dondurucuya kaldirildi.

3.5.2.cDNA Sentezi

Her bir RNA 6rneginden asagidaki basamaklar izlenerek cDNA izolasyonu yapildi.

A: Anneling (yapisma) basamagi

1.

Her bir RNA 6rnegi icin 0,2’lik PZR tiiplerine asagidaki sekilde reaksiyon karigimi

hazirlandi.

Miks igerigi 1 reaksiyon igin
RNA o6rnegi (1pg) Xul
RT primer 1l

RNAse/DNAse free water Yul

Final hacim 10ul
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2. Hazirlanan reaksiyon karigimi 65°C’de 5dk inkiibe edildi.
3. Inkiibasyon sonras tiipler hemen buz iizerine alinip hizh sekilde sogumasi saglandi.
B: Extension (uzama) basamag

1. Her bir RT reaksyonu i¢in 10ul asagidaki protokole uygun bir karisim hazirlandi.

Miks igerigi 1 reaksiyon i¢in
gStript 10x buffer 2 ul

dNTP miks (10mM) 1 ul

DTT 100Mm 2 ul
RNAse/DNAse free water 4 ul

gScript enzim Il

Final hacim 10

2. Buz ilizerindeki 6rneklerin her birine 10 pl bu karisimdan eklendi.

3. Tipler hafifce vortekslendikten sonra 55°C’de 20dk inkiibe edildi. Elde edilen
cDNA’lar 1/10 oraninda diliie edildi (20 pl cDNA+ 180 pl distile su ). Daha sonra
cDNA’lar -20°C derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.5.3.Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Elde edilen hasta ve kontrol cDNA’lar1, CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 ve
housekeeping gen Beta Aktin (ACTB) mRNA dizisine spesifik FAM ile isaretli
primer/problar (Tablo 3.2) ile 20 ul reaksiyon hacminde 0.2ml PZR tiiplerinin i¢inde
amplifiye edildi. Amplifikasyon i¢in Primer Design marka primer/prob kiti kullanildi.
Genlerin mRNA kopya sayilarin belirlenmesinde her bir gen icin 100.000, 10.000,
1.000 ve 100 kopya iceren pozitif kontroller (standartlar) kullanildi (Sekil 3.1).
Amplifikasyonlar Real-Time RT-PZR cihazi olan Corbett cihazinda gerceklestirildi.

Calismaya alinan biitiin 6rnekler standartlar ile birlikte ve en az 2 kez ¢alisildi.
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Sekil 3.1. Beta Aktin geni standartlariin Real Time PZR goriintiisii.

3.5.3.1.Real-Time PZR Reaksiyon Protokolii

Asagidaki tabloya gore her bir gen i¢in ayr1 ayr1 primer/prob kullanilmak tizere qPZR

karisimi hazirlandi.

Malzeme 1 reaksiyon
Primer prob miks Il

2X qPZR master miks 10
Distile su 4 ul

Son hacim 15w

Hazirlanan karisim soguk blok iizerinde PZR tiiplerine dagitildiktan sonra her bir tiipe
5 ul cDNA o6rnegi ilave edildi ve asagidaki programa gore Corbett Real-Time PZR
cihazinda Real Time PZR gerc¢eklestirildi.

1 siklus Siire Sicakhik
Enzim aktivasyonu 10 dk 95°C
50 siklus

Denatiirasyon 15sn 95°C
Veri toplama 30sn 50°C
Extension (uzama) 15sn 72°C

Sonuglar Corbett Software ile kantitasyon analiz yapilarak degerlendirildi.



Tablo 3.2. Ekspresyonu calisilan genlerin gen bank numaralar1 ve primer dizileri
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GEN GENBANK NO | PRIMER DiZzZi
ADI
F: 5’CCAACCGCGAGAAGATGA3’
ACTB
(X00351_1) R: 5’>CCAGAGGCGTACAGGGATAG3’
F: 5’GCCTTCATCCTGGAGACCTT3’
CYPIA2 | (NM_000761_3) | R: TCAGCGTTGTGTCCCTTGT3’
F:5GACATCGAAGTACAGGGCTT?’
CYP2D6 | (NM_000106_4) | R:5’GGGCATCCAGAAGTGTTC3’
F: 5 AAGTTTCTAAGGCTGATGTATTTGTT3’
CYP2EI (NM_000773) R: 5’GCTTCCAGGCAAGTAGTGTAG3’
F: 5 ACCGTAAGTGGAGCCTGAAT3’
CYP3A4 (NM_017460) R: 5’ AAGTAATTTGAGGTCTCTGGTGTT3’

3.6.ISTATISTIK ANALIZLER

Calismamizda iki farkli yontem kullanarak soz konusu genlerin alkol bagimliligi

tizerine etkileri arastirildi. Bunlardan polimorfizm calismalari icin Ki Kare testi yapildi.

Ekspresyon analizlerinde ise Oncelikle verilerin normal dagiliminin saglanmasi ic¢in

logaritmalar1 alindi. Verilerin geometrik ortalamasi %95 giiven araliginda alindi.

Gruplar arasi hasta ve kontrol 6rneklerinin karsilastirilmasinda beden kitle indeksi, yas,

sigara igme siiresi ve sigara icme adedi faktorlerinden arindirilarak Kovaryans analizi ve

ayrica bagimsiz iki orneklem T testi uygulandi. Hastalarin ilk ve son kan 6rneklerinin

karsilastirilmasinda ise beden kitle indeksi, yas, sigara icme siiresi ve sigara icme adedi,

alkol i¢me siiresi ve alkol icme miktar1 faktorlerinden arindirilarak Kovaryans analizi ve

ayrica bagimli iki Orneklem T testi kullanilarak caligmalarm istatistiksel olarak

degerlendirilmesi yapild:.



4.BULGULAR

Bu caligmada 50 Alkol Bagimlisi erkek hasta ve 23 kontrol erkek birey kullanildi. Alkol
bagimlis1 hastalardan tedavi oncesi ve tedavi siiresi boyunca klinikte kalan hastalarin
tedavi sonrasi (cogunlukla 28. giin) kanlar1 alindi. Tedaviyi tamamlamadan ayrilan
hastalardan tedavi sonrasi kanlar1 alinamadi. Hasta grubundan sadece 32 hasta tedavi
sonuna kadar kaldig1 i¢in tedavi sonras1 kani 32 kisidir. Tedavi dncesi 50, tedavi sonrasi
32 hastadan ve kontrol grubu olarak 23 kisiden RNA 6rnekleri izole edildi ve CYP1A2,
CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 genlerinin ekspresyon paternleri arastirildi. Ayrica 30
alkol bagimlis1 hastadan ve 23 kontrol kisisinden DNA o6rnekleri izole edildi ve

sozkonusu genlerin polimorfizmleri, arastirildi.
4.1.POLIMORFiZM BULGULARI
4.1.1.CYP1A2*1F Polimorfizm Bulgulan

CYP1A2 Geni *1F polimorfizmi i¢in uygun primerler kullanilarak yapilan PZR-RFLP
caligmasinda hasta grubunda 25 normal, 1 heterozigot, 1 homozigot mutant, kontrol
grubunda ise 9 normal, 10 heterozigot, 4 homozigot mutant genotip tespit edildi. Hasta
grubundan 3 kisinin DNA 6rnegi 3 kez tekrar calisildi ancak sonug¢ alinamadi. Sonuclari
Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de verilmistir. CYP1A2 Geni *1F polimorfizminin agaroz jel

goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. CYP1A2*1F polimorfizmi agaroz jel goriintuisii(Siral ve 8 boyut markirt 100 bg araliklr),
sira 2, 3 heterozigot (518bg, 312 b, 206 bg), sira 4 homozigot mutant (312bg, 206bg) sira 5, 6
normal (512bg), sira 7 PCR fiiriinii (518bg))

Tablo 4.1. Gruplar arast CYP1A2*1F polimorfizm sonuglari.

Gruplar arast CYP1A2*1F polimorfizm sonuclari
Normal Heterozigot Mutant Toplam
n % n % n % n %
Hasta grubu 25 92.6 1 3.7 1 3.7 27 54.0
Kontrol grubu 9 39.1 10 43.5 4 17.4 23 46.0
Toplam 34 68.0 11 22.0 5 10.0 50 100
p< 0.05

Alkol bagimlis1 hasta gruplari ve kontrol grubu arasinda CYP1A2 geni *1F
polimorfizm bulgularinin karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanilmistir. Hasta ve
kontrol gruplar1 arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05). Buna gore kontrol
grubunda CYP1A2 geni *1F polimorfizmi hasta grubuna gére anlamli olarak artmigtir.

Sekil 4.2°de cubuk grafikle gosterilmektedir.
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Sekil 4.2: CYP1A2 geni *1F polimorfizminin hasta ve kontrol gruplarinda grafiksel gosterimi.

4.1.2.CYP 2D6%4 1934 (G/A) ve CYP 2D6*6 1795(1 bg¢ del) Polimorfizm Bulgulan

CYP2D6 Geni *4 ve *6 polimorfizmleri ekzon3/intron 4 primerleri kullanilarak yapilan
PZR-RFLP caligmasinda hasta grubunda CYP2D6*4 polimorfizmi i¢in 25 normal, 3
heterozigot, kontrol grubunda ise 17 normal, 6 heterozigot genotip tespit edildi,
homozigot mutant genotip bulunamadi. Hasta grubundan 2 kisinin DNA 0rnegi 3 kez
tekrar ¢alisildi ancak sonu¢ alinamadi. CYP2D6*6 polimorfizmi goriilmedi. Sonuclari
Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de verilmistir. CYP2D6*4/*6 polimorfizmlerinin agaroz jel

goriintiisii Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. CYP 2D6*4/*6 polimorfizmi agaroz jel goriintiisii (Siral ve 9 boyut markirt 100 bg aralikl),
sira 2, 3, CYP 2D6*4 heterozigot (353bg, 190bg,161bg), sira 4,5, 6, 7 CYP 2D6*4/%6 normal (190bg,
161bg,), sira 8 PZR iiriinii (353bg)

Tablo 4.2. Gruplar aras1t CYP2D6 *4 (C1934A) polimorfizm sonuglari

Gruplar arasi CYP2D6%*4 polimorfizm sonuclari
Normal Heterozigot Toplam
n % n % n %
Hasta grubu 25 89.3 3 10.7 28 54.9
Kontrol grubu 17 73.9 6 26.1 23 45.1
Toplam 42 82.4 9 17.6 51 100
p>0.05

Alkol bagimlist hasta gruplar1 ve kontrol grubu arasinda CYP 2D6*4 1934 (G/A)
polimorfizm bulgularinin karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanilmistir. Hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark bulunamamaistir (p>0.05).

Tablo 4.3. Gruplar arast CYP 2D6*6 1795 (1 bg del) polimorfizm sonuglari

Gruplar aras1 CYP2D6%*6 polimorfizm sonuclari

Normal Toplam
n % n %
Hasta grubu 25 59.5 25 59.5
Kontrol grubu 17 40.5 17 40.5
Toplam 42 100 42 100
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Alkol bagimlis1 hasta ve kontrol gruplarinda CYP 2D6*6 1795 (1 bg¢ del) polimorfizmi

goriilmemistir. Istatistiksel olarak degerlendirme yapilmamustir.
4.1.3 CYP 2E1 c1/c2 (Rsa+/Pst) Polimorfizm Bulgulan

CYP2EI geni cl/c2 polimorfizmleri i¢cin uygun primerler kullanilarak yapilan PZR-
RFLP calismasinda hasta grubunda CYP2E1 geni c1/c2 polimorfizmi i¢in 20 normal, 2
heterozigot, kontrol grubunda ise 22 normal, 1 heterozigot genotip tespit edildi. Hasta
grubundan 8 kisinin DNA 6rnegi 3 kez tekrar calisildi ancak sonu¢ alinamadi. Sonuclar1
tablo 4.6 ve tablo 4.7°de verilmistir. CYP2E1 geni c1/c2 polimorfizmlerinin agaroz jel

goriintiisii Sekil 4.4°de verilmektedir.

Sekil 4.4. CYP2EI geni c1/c2 polimorfizmi agaroz jel goriintiisii ( sira 1 ve 8 boyut markir1 (100 bg
aralikl), sira 2,3, heterozigot (410bg, 360bc, 50bg), sira 4, 5, 6 normal (360bg, S0bg), sira 7 PCR iiriinii
(410 bg)

Tablo 4.4. Gruplar arast CYP2E1 geni c1/c2 polimorfizm sonuglari.

Gruplar aras1 CYP2E1 geni c1/c2 polimorfizm sonuclari
Normal Heterozigot Toplam
n % n % n %
Hasta grubu 20 90.9 2 9.1 22 48.9
Kontrol grubu 22 95.7 1 4.3 23 51.1
Toplam 42 93.3 3 6.7 45 100
p>0.05
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Alkol bagimlist hasta ve kontrol gruplar1 arasinda CYP2E1 geni cl/c2 polimorfizm
bulgularinin karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanilmistir. Hasta ve kontrol gruplari

arasinda anlamli fark bulunamamstir (p>0.05).
4.1.4.CYP 3A4*V Polimorfizm Bulgulan

CYP3A4*V polimorfizmi icin uygun prim erler kullanilarak yapilan PZR-RFLP
caligmasinda hasta grubunda CYP3A4*V  polimorfizmi icin 30 normal, kontrol
grubunda ise 23 normal genotip tespit edildi. Sonuglar1 Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de
verilmigtir. CYP3A4*V  polimorfizminin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.4°de

verilmektedir.

121

=

Sekil 4.5. CYP3A4*V Polimorfizmi Agaroz Jel Goriintiisii (Sira 1ve 8 boyut markirt 100 bg aralikli),
sira 2,3,4,5,6, normal (396bg, 121bg,75bg), sira 7 kesilmemis PZR iiriinii (592 bg)

Tablo 4.5. Gruplar aras1t CYP3A4*V polimorfizm sonuglari.

Gruplar arast CYP3A4*V polimorfizm sonugclari
Normal Toplam
n % n %
Hasta grubu 30 100 30 56.6
Kontrol grubu 23 100 23 434
Toplam 53 100 53 100

Alkol bagimlis1 hasta ve kontrol gruplarmmda CYP3A4*V polimorfizmi goriilmemistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmemistir.
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Tablo 4.6: Kontrol grubu CYP1A2*1F, CYP2D6*4, CYP2D6*6, CYP2E1(c1/c2), CYP3A4*V

SIRA CYP1A2*1F CYP2D6*4 CYP2D6%6 CYP2E1(cl/c2) CYP3A4*V
NO

1 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
2 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
3 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
4 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
5 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
6 HOMOZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
7 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
8 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
9 HOMOZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
10 NORMAL HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL
11 HOMOZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
12 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
13 NORMAL HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL
14 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
15 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
16 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
17 HOMOZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
18 NORMAL HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL
19 NORMAL HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL
20 HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
21 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
22 NORMAL HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL
23 NORMAL HETEROZIGOT NORMAL HETEROZIGOT NORMAL
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Tablo 4.7: Hasta grubu CYP1A2*1F, CYP2D6*4, CYP2D6*6, CYP2E1(c1/c2), CYP3A4*V

Polimorfizm Bulgulari.

SIRA NO CYP1A2*1F CYP2D6*4 CYP2D6%6 CYP2El(cl/c2) | CYP3A4*V
n=27 n=28 n=28 n=22 n=30
1 HETEROZIGOT | HETEROZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL
2 HOMOZIGOT NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
3 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
4 NORMAL NORMAL NORMAL
5 NORMAL HETEROZIGOT NORMAL HETEROZIGOT NORMAL
6 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
7 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
8 NORMAL
9 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
10 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
11 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
12 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
13 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
14 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
15 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
16 NORMAL NORMAL NORMAL HETEROZIGOT | NORMAL
17 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
18 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
19 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
20 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
21 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
22 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
23 NORMAL
24 NORMAL | HETEROZIGOT NORMAL NORMAL
25 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
26 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
27 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
28 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
29 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
30 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
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4.2. EKSPRESYON BULGULARI
4.2.1. Beta Aktin Geni Ekspresyon Bulgular

Alkol bagimlis1 hasta ve kontrol bireylerinden caligmaya dahil edilen genlerin
ekspresyon bulgularinda internal kontrol olarak Beta Aktin geni kullanildi. Verilen her
bir genin sonucu bu hause-keeping gene oranlanarak verildi. Beta Aktin geninin Real

Time PZR goriintiisii ve ekspresyon verimliligi Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmektedir.
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Sekil 4.6: ACTB geni ekspresyonunun Real time PZR goriintiisii
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Sekil 4.7: ACTB geni ekspresyon verimliligi
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4.2.2.CYP1A2 Geni Ekspresyon Bulgular

CYP1A2 geni mRNA ekspresyonu sadece Alkol bagimlisi hasta grubunda 2 Ornekte
tesbit edilmistir, kontrol grubunda ekspresyon bulunamamistir. Bu yiizden istatistiksel
olarak degerlendirilememistir. CYP1A2 geninin Real Time PZR goriintiisii ve
ekspresyon verimliligi Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da verilmektedir.
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Sekil 4.8: CYP1A2 geni ekspresyonu Real Time PZR goriintiisii.
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Sekil 4.9:CYP1A2 geni ekspresyon verimliligi.
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4.2.3.CYP2D6 Geni Ekspresyon Bulgular

CYP2D6 geni mRNA ekspresyonu hasta ve kontrol grubu sonuclar1 Tablo 4.7 ve Tablo
4.8’de verilmektedir. CYP2D6 geninin Real Time PZR goriintiisii ve ekspresyon
verimliligi Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmektedir.

Norm. kFluoro.
= =
rid 2

o
-~

o
no

o
o

1 mresholdg,_ '
I I I I I I I I I

5 10 15 2 ) 30 3% 4 45 50
Cycle

Sekil 4.10:CYP2D6 geni ekspresyonu Real Time PZR goriintiisii.
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Sekil 4.11: CYP2D6 geni ekspresyon verimliligi.

CYP2D6 geni ekspresyon seviyelerinin alkol bagimlisi hasta ve kontrol gruplari
arasindaki ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesinde Kovaryans analizi ve
Bagimsiz iki Orneklem T testi kullanilmigtwr. Hasta ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p>0.05). Ayrica hasta grubunda
tedavi Oncesi ve sonrasi ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasinda Kovaryans analizi

ve Bagiml iki Orneklem T testi kullamlmistir. Tedavi Oncesi ve sonrasi arasinda
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istatistiksel olarak fark bulunamamistir (p>0.05) Istatistiksel sonuclar Tablo 4.9’da

verilmektedir.
4.2.4.CYP2E1 Geni Ekspresyon Bulgular

CYP2EI geni mRNA ekspresyonu hasta ve kontrol grubu sonuglar1 Tablo 4.7 ve Tablo
4.8’de verilmektedir. CYP2E1 geninin Real Time PZR goriintiisii ve ekspresyon
verimliligi Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de verilmektedir.
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Sekil 4.12:CYP2E1 geni ekspresyonu Real Time PZR goriintiisii.
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Sekil 4.13:CYP2E1 geni ekspresyon verimliligi.

CYP2E1 geni ekspresyon seviyelerinin alkol bagimlisi hasta ve kontrol gruplari
arasindaki ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesinde Kovaryans analizi ve

Bagimsiz iki Orneklem T testi kullanilmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda
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istatistiksel olarak fark anlamli bulunamamistir (p>0.05). Ayrica hasta grubunda tedavi
oncesi ve sonrasit ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasinda Kovaryans analizi ve
Bagimlh iki Orneklem T testi kullamlmustir. Tedavi Oncesi ve sonrasi arasinda
istatistiksel olarak fark bulunamamustir (p>0.05). Istatistiksel sonuglar Tablo 4.9’da

verilmektedir.
4.2.5.CYP3A4 Geni Ekspresyon Bulgular

CYP3A4 geni mRNA ekspresyonu hasta ve kontrol grubu sonuglar1 Tablo 4.7 ve Tablo
4.8’de verilmektedir. CYP3A4 geninin Real Time PZR goriintiisii ve ekspresyon
verimliligi Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’de verilmektedir.
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Sekil 4.14:CYP3A4 geni ekspresyonu Real Time PZR goriintiisii.
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Sekil 4.15:CYP3A4 geni ekspresyon verimliligi.
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CYP3A4 geni ekspresyon seviyelerinin alkol bagimlist hasta ve kontrol gruplari
arasindaki ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesinde Kovaryans analizi ve
Bagimsiz iki Orneklem T testi kullanilmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p>0.05). Ayrica hasta grubunda
tedavi Oncesi ve sonrasi ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasinda Kovaryans analizi
ve Bagiml iki Orneklem T testi kullamlmistir. Tedavi Oncesi ve sonrasi arasinda
istatistiksel olarak fark bulunamamustir(p>0.05).Istatistiksel sonuclar Tablo 4.10’da

verilmektedir.

Tablo 4.8:Kontrol grubunda CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 genlerinin ekspresyon verileri.

SIRA NO CYP 2D6/ACTB CYP 2E1/ACTB CYP 3A4/ACTB
K1 2,38249.10° 7,73896.107 1,3156210-5
K2 0 0 0,005404761
K3 7,64918.10° 1,9123.10° 0,000302461
K4 1,0843 .10° 8,09182.107 5,1787610-5
K5 1,46274.10° 5,62594.107 2,5785610-5
K6 2,07634.10° 9,88735.107 0,000159022
K7 4,706666667 0 0,026666667
K8 0 0 0,02006689
K9 5,8182.10° 1,24676.10° 0,000334131

K10 1,69893.10° 1,02965.10° 0,00043889
K11 0,0125 0 0,0625
K12 0 1,17319.10° 0,000109473
K13 0 0 0,107142857
K14 5 0 0,4
K15 7,25838.10° 1,17703.10° 0,000117507
K16 12,02564103 0,102564103 98,38461538
K17 0 0 3,4572610-7
K18 0,000145991 9,12446107 0,000211687
K19 0,000143571 8,899107 0,000125847
K20 0,051282051 0 0,076923077
K21 0,00013014 524054107 0,000248052
K22 0,000175952 1,9769810° 0,000551826
K23 0,000188693 1,2485910° 0,000151235
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Tablo 4.9: Hasta grubunda ilk ve son kan (S) 6rneklerindeki CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 genlerinin

ekspresyon verileri.

SIRA NO CYP 2D6/B.ACT CYP 2E1/B.ACT CYP 3A4/B.ACT
1 7,24882.10-6 2,73144.10-6 1,2239.10-5
2 6,53369.10-6 3,47898.10-6 5,46454.10-5

28 3,78549.10-5 7,13964.10-7 3,36753.10-5
3 1,50754.10-6 3,01508.10-6 2,61307.10-5
3S 0,002038043 5,16614.10-6 0,08645024
4 1,54903.10-6 2,06538.10-6 0,00027547
5 2,17201.10-5 7,75719.10-6 0,000477843
6 0 0 0,007376807
7 0,01532902 0,000378854 0,184268812
8 0,000512076 1,39657.10-5 5,77249.10-5
9 5,59597.10-5 6,43536.10-6 0,001133603
10 1,65247.10-5 9,91482.10-6 0,012732275
108 0,000766377 4,51253.10-6 0,001599315
11 8,13438.10-6 2,71146.10-6 0,000268435
118 4,77399.10-5 0 0,001208153
12 2,16994.10-5 5,94932.10-7 1,38556.10-5
128 3,30038.10-5 0 0,005771658
13 8,39179.10-6 9,74047.10-7 0,000130372
14 4,76597.10-6 1,90639.10-7 0,000124297
148 1,90158.10-5 0 0,001606868
15 6,4731.10-8 1,61828.10-7 0,000102955
158 8,78451.10-6 0 0,003781731
16 8,19142.10-6 2,04785.10-6 0,014537717
17 6,39267.10-6 1,52206.10-6 0,001322978
18 4,2768.10-5 9,08609.10-7 5,46011.10-5
19 8,26496.10-6 8,06337.10-7 6,59181.10-5
20 1,0706.10-5 3,87195.10-7 5,55432.10-5
21 0,000232592 4,47293.10-6 0,031668359
218 4,36428.10-6 3,11734.10-7 0,004145441
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Tablo 4.9: Hasta grubunda ilk ve son kan (S) orneklerindeki CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 genlerinin

ekspresyon verileri devamu.

SIRA NO CYP 2D6/ACTB CYP 2EI/ACTB CYP3A4/ACTB
22 7,86468.10-7 2,78889.10-7 0,001317055
228 2,51954.10-7 6,46037.10-7 0,000380516
23 0,000945901 4,204.10-7 0,017155487
24 0,000661063 5,4334.10-7 0,002272066
25 8,65636.10-7 4,55598.10-7 0,000283154
26 0,00013134 4,10437.10-7 0,000846322
27 0,000318446 1,92997.10-7 0,003791435
28 2,31635.10-7 2,92872.10-7 0,001276389
288 0 1,11633.10-7 0,000726731
29 3,76591.10-7 3,28901.10-7 0,00085103
298 2,21133.10-7 0 0,000926492
30 5,63802.10-7 5,03394.10-7 9,8766.10-7
30S 4,29439.10-7 3,62906.10-7 0,000568553
31 1,34145.10-7 1,80579.10-7 9,23534.10-7
318 2,96812.10-7 4,39721.10-7 0,000482869
32 0,000100438 1,04112.10-7 0,000618551
328 1,30677.10-7 2,17794.10-7 0,000366983
33 3,75139.10-7 1,8079.10-7 0,000996605
338 2,4194.10-7 5,22173.10-7 0,000650802
34 2,04916.10-7 1,74396.10-7 0,001223826
34S 1,15758.10-7 1,15758.10-7 0,000865291
35 5,13773.10-7 1,5111.10-7 0,000446205
35S 3,33485.10-7 0 0,003446014
36 4,16131.10-7 1,18895.10-7 0,001024474
36S 1,22941.10-7 1,75631.10-7 0,000939623
37 9,17268.10-7 3,15311.10-7 0,000955678
378 3,12498.10-7 3,96125.10-7 0,001042688
38 1,35434.10-7 8,46463.10-7 0,000156596
38S 1,94273.10-7 2,15859.10-7 0,001164201
39 3,36949.10-7 2,18393.10-7 0,000835196
39S 7,31332.10-7 3,48253.10-7 0,004096619




67

Tablo 4.9: Hasta grubunda ilk ve son kan (S) drneklerindeki CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 genlerinin

ekspresyon verileri devami

SIRA NO CYP2D6/ACTB CYP2E1/ACTB CYP3A4/ACTB
40 9,81253.10-6 2,80358.10-6 0,000382689
408 3,53729.10-6 1,76864.10-6 9,78281.10-5
41 1,59795.10-5 3,46222.10-5 0,001209113
418 1,56596.10-5 5,93984.10-6 0,000563205
42 5,10779.10-5 9,07304.10-6 0,00023926
428 1,71359.10-5 3,27598.10-6 0,000177407
43 1,30183.10-5 4,6494.10-6 5,81176.10-5
43S 6,47984.10-6 1,03677.10-5 2,59194.10-5
44 1,84704.10-5 2,91638.10-6 0,002873608
44S 2,08356.10-5 1,66685.10-6 0,000716327
45 3,20473.10-5 0 0,000652964
458 1,01849.10-5 3,39497.10-6 0,001963993
46 6,95402.10-6 9,07046.10-7 0,000332583
46S 8,51643.10-6 0 0,000837035
47 3,76923.10-6 4,71154.10-7 0,01020613
478 1,68187.10-5 2,40267.10-6 0,000143199
48 0 0 0,000583138
48S 0 0 0,002207175
49 1,53748.10-5 7,68738.10-7 0,000767584
498 8,05973.10-7 1,61195.10-6 3,46568.10-5
50
508 1,48032.10-5 1,85041.10-6 0,001319709
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Tablo 4.10: Hasta grubunun ilk kan ve son kan, kontrol grubunun ilk kan drneklerinde calisilan
CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 genleri ekspresyon sonuglarinin toplu istatistiksel degerlendirmeleri.

GENLER
CYP2D6 HASTA
KONTROL
HASTA
CYP2E1
KONTROL
HASTA
CYP3A4
KONTROL

ILK KAN
( hasta n=50,
kontrol n=23)
Geometrik
Ortalama
(%95 GA)

2.002248.10°

7.819751.10°

1.79888.10°¢

1.015503.10°°

5.405588.10"

6.759383 10

SON KAN P p p* p*
(hasta n=32)

Geometrik

Ortalama (gruplar- (dlciimler-  (gruplar- (0l¢iimler-

(%95 GA) arasi ) arasi) arasi ) arasl)

2.410868 10°

0.661 0.069 0.329
0.296
1.854031.10°°
- 0.676 0.327 0.071 0.956
5.882772 10
0412 0.286 0.779 0.533

p; Kovaryans Analizi

P*; T testi




5. TARTISMA VE SONUC

Alkolizm, alkol bagimlilig1 olarak da bilinir, hasar birakan bir bagimlilik hastaligidir.
Icicinin saglig1, akrabalik iliskileri ve sosyal statiisiindeki negatif etkilere ragmen alkol
tilkketiminde kontrolsiiz ve kompiilsif olmasiyla karakterizedir. Diger madde
bagimliliklar1 gibi alkolizm de tibbi olarak tedavi edilebilir bir hastalik olarak
tanimlanir. Alkolizmin altinda yatan biyolojik mekanizmalar belirsizdir, sosyal ¢evre,

stres, mental saglik, genetik meyil, yas, etnik grup ve cinsiyet risk faktorleridir.

Alkol bagimlilig; ilk alkol kullaniminin baglamasindan yaklasik 5 yil sonra gelisen bir
hastaliktir. Alkol bagimlisinin klinik tedaviye bagvurma davranisi ise yaklasik 15-20
yillik bir siire¢ sonunda olmaktadir (99,100).

Ulkemizde (96) alkol kullanim sikligmnimn arastirilmasma yonelik ¢alismalarm sayisi
smirhidir. Bu konuda yapilan bir calismada, erkeklerde sosyal igicilik oran1 %10.4,
bagimlilik orani ise %1.6 olarak; kadinlarda sosyal igicilik yayginligi %3.4, bagimlilik

ise %0.03 oraninda bulunmustur.

Mirsal ve arkadaslarinin yapmis oldugu caligmada alkol bagimliliginda bir yillik
icmeme orani ortalama %65 dolaylarindadir. Ayrica ilk tedavi sonrasi remisyon oranini
%88.2 gibi yiiksek bir oranda bulunmustur. Ilk tedaviye bagvuru nedenlerinin

belirlenmesi, klinik tedavi siirecindeki ozelliklerin saptanmasi, klinik tedavi sonrasi
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izleme Ozelliklerinin kontrollii-prospektif calismalarla takip edilmesi, bagimliligin

tedavisi acisindan ¢ok biiyiik gelismeler saglayacaktir (96).

Kronik alkol tiiketimiyle iliskili hastaliklardan en Onemlisi ve en yaygim alkolle
indiiklenen karaciger hasaridir. Karaciger alkol metabolizmasinda birincil bolgedir.
Metabolik siirecin ilk asamasinda alkol asetaldehite doniistiiriiliir, reaksiyon temelde
alkol dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizlenir, mikrozomal sistem daha az aktiftir.
Asetaldehit hizli bir sekilde asetata, o da karbondioksit ve suya cevrilir (Sekil 2.1).
Asetaldehit karaciger ve diger organlar icin cok toksik oldugu i¢in bu metabolik
doniisiim ¢ok onemlidir. Asetaldehitin yiikselmesi kronik alkol tiiketimiyle iliskilidir ve
alkoliklerde siklikla gozlenen alkolle iligkili yaralanmalarin sebebi oldugu ileri
stiriilmektedir. Bazi teoriler, karacigerdeki etanoliin zararl etkileri icin etanol

metabolizmasini 6ne siirmektedirler (99).

Alkol dehidrogenaz etanoliin cesitli metabolik etkilerini agiklar fakat tolerans
aciklanamaz. Bu gercek, kronik alkol tiiketiminden sonra diiz endoplazmik
retikulumdaki proliferasyonun kesfinden sonra Lieber ve DeCarli tarafindan ilave bir
yolagin mevcudiyetiyle aciklanmistir. Sitokrom P450’yi de iceren mikrozomal etanol
oksidasyon sistemi (MEOS) ismiyle tanimlanmistir. Alkol dehidrogenaz enzimi
olmayan geyik farelerinde, kronik alkol tiiketiminden sonra sitokrom P450, ozellikle

CYP2EL, artisiyla iliskili olarak MEOS aktivitesi artmistir (100).

Insan Sitokrom P450 (CYP) karma fonksiyonlu mono-oksijenazlar1 sifreleyen siiper bir
ailedir, en az 50 farkli gen 10 ailede gruplandirilmistir ve yaklasik %40 sekans
homolojisi gosterir. CYP’ler temelde karacigerde eksprese olur, CYP1, CYP2 ve CYP3
ailesi genleri endoplazmik retikulumda lokalizedir, ve en biiyiik rolii ksenobiyotiklerin
metabolizmasidir. CYP’ler faz I enzim reaksiyonlarindan sorumludur, fonksiyonel
gruplarin olusmasiyla sonuglanir ve substratlarin ‘reaktif merkezleri’(6rn;-OH, -NH,, -
SH, -COOH) onlar1 faz II konjugasyon reaksiyonlarina hazirlar. Fakat onlar ayrica
toksik veya karsinojenik bilesiklerin aktivasyonuna da neden olabilir. Toplumda bu

enzimlerin ¢ogu iyi karakterize edilmis fonksiyonel polimorfizmler gosterir (99).

CYP1A2’de yaygin bireylerarasi varyasyona ragmen, sistematik sekanslama cabalari ile
prediktif CYP1A2 polimorfizmleri gosterilememistir Bugiine kadar oniki CYP1A2
varyant allel bildirilmigtir. Bunlardan sadece iigliniin fonksiyonel sonuglari

tammlanmstir. Insanda CYP1A2 intron I’deki 734 (C/A,*1F) polimorfizmi 6zellikle
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sigara igenlerde normal (CC) allelle kiyaslandiginda artmis enzim aktivitesiyle
iliskilendirilmektedir (101, 102). Torres ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada
%46 C/A ve %54 AA genotipi goriilmiistiir, hic normal (CC) genotipe rastlanmamuistir.
Bu degerler Asya ve Kafkas popiilasyonlariyla benzerdir (103).

Bizim ¢alismamizda CYP1A2*1F polimorfizmi hastalarda normal (CC), heterozigot
(C/A) ve homozigot mutant (AA) ylizdeleri sirasiyla %92.6, %3.7, %3.7 kontrol
bireylerinde ise %39.1, %43.5, %17.4 olarak tespit edilmistir. Gruplar arasindaki

polimorfizm degerlendirmesi istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur.

CYPI1A2 geni ¢alismaya dahil edilirken hem hasta hem de kontrol bireylerinin sigara
icen kisilerden olusmasi ve ayrica CYPIA2 geninin substratlar1 arasinda olan
diazepamin alkol hastalarinda tedavi siirecinde kullaniliyor bu genin caligmaya dahil

edilmesinin nedenidir.

Hiperindiiksiyon, bir etken madde mevcudiyetinde normal indiiksiyon diizeyinden daha
yiiksek indiiksiyon gostermesidir. Normal indiiksiyon fenotipine sahip bireylerden
yaklasik %40 daha yiiksek bir indiiksiyon olabilir. Bir veya iki CYP1A2*1F alleli
iceren genotipler hiperindiiksiyon fenopinine uygundur. Bu fenotipte olan hastalar
ilaglar1 normalden daha hizli metabolize edecekleri icin CYP1A2 substratlarinin artmis

dozaj gerekebilir (5,11).

Bu calismada CYP1A2*1F polimorfizmi acisindan hasta bireylerin ¢ogunlukla normal
genotipte olmast olumlu olarak degerlendirilmektedir. Ciinkii CYP1A2*1F
polimorfizmi artmis enzim indiiksiyonu ile iligkilidir ve alkol bagimlilarina yoksunluk
belirtilerini azaltmak amacglh verilen diazepamin teropatik doza ulagmasi miimkiin

olmayabilirdi.

CYPI1A2 kimyasal toksinlerden (6rnegin sigara dumaninda bulunan ) karsinojenlere
metabolik aktivasyon siirecine de dahil edilir. 1A2’nin metabolik aktivitesi genetik
faktorlerden, c¢evresel faktorlerden ve ilag-ila¢ etkilesimlerinden anlamli varyasyon

gosterir (104, 105).

CYP enzimlerinin temel lokalizasyon yeri karacigerdir. Fakat CYP enzimlerinin
ekspresyonu c¢ok c¢esitli dokularda Ornegin; bagirsak, akcigerler ve kanda
tanimlanmaktadir. Kandaki CYP enzim aktivitesi ilk kez 30 yil once tanimlanmustir.

Lokositler hizli bir devirle cok biiyiik miktarlarda bulunmasina ragmen, kandaki ilag
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metabolizmasinda kantitatif ve klinik 6nem agisindan ihmal edilebilmektedir. Bununla
birlikte kemik iliginin kimyasal yolla olusan toksisitesinde hematojen CYP enzimlerinin
onemini goz ardi edilemez. Ilaclarm neden oldugu ciddi kan diskrazileri nadiren diizenli
olarak bildirilmektedir. Kandaki sitokrom P450 enzimleri etyolojik 6nemini bu tiir ilag

yan etkilerinden almaktadir (106).

Literatiirde CYP1A2’nin bircok araciyla veya gida-ila¢ etkilesimleriyle indiiklenebilir
veya inhibe edilebilir (agik veya kapali pozisyona getirilebilir) oldugu bildirilmektedir
(103,104).

CYP1A2 geninin ekspresyon ¢alismasi1 50 hasta ve 23 kontrol bireyi dahil edilmistir.
Her iki gruptaki bireyler de sigara kullanmaktadirlar. Ayrica hastalara tedavi siiresince
yoksunluk belirtilerini onlemek amaciyla diazem tedavisi uygulanmaktadir. Ancak alkol
bagimlis1 iki hastanin tedavi oncesi kanlar1 hari¢ ne hastalarin tedavi Oncesi ve

sonrasinda ne de kontrol bireylerinde CYP1A2 gen ekspresyonuna rastlanmamustir.

Literatiirde CYP1A2 ekspresyonu bir calisma hari¢ kanda tanimlanmamistir. Finnstrom
ve arkadaslar1 lokositlerdeki sitokrom P450 gen ekspresyonunun cinsiyet farkliliklarina
bakmis olduklar1 caligmalarinda diger sitokrom P450 (1B1, 2Elve 3A4) ekspresyon
diizeylerine kiyasla 1A2 ekspresyonunun ¢cok daha diisiik ve daha az bireyde oldugunu
tesbit etmiglerdir. Bu yiizden CYP1A2’nin kanda ¢cok az 6nemli oldugu goriisiinii ileri

stirmiiglerdir (104).

Biz de calismamizda CYP1A2 ekspresyonunu oncelikle bagimlilardaki diazem tedavisi
ile birlikte yoksunluk belirtilerinin azaltilmasinda gerekli doz ayarlamalarinda
kullanilabilir mi? sorusuna cevap aramak icin caligmistik. Ancak kanda ekspresyon

tesbit edilememis olmasi dolayisiyla boyle bir kullanim miimkiin goriilmemektedir.

Sitokrom P450-2D6 (CYP2D6), bircok tipik ve atipik antipsikotigin ve
antidepresanlarin metabolizmasinda rol oynamaktadir. Bu enzimin polimorfik oldugu ve
buna bagli olarak bircok ilacin metabolize edilme hizinda bireyler ve toplumlar arasi
farkliliklarin bulundugu bilinmektedir. Bu enzimin aktivitesi bakimindan bireyler yavas,

orta, hizli ve ultra hizli metabolizorler olmak {izere dort alt gruba ayrilirlar(105).
Bu enzimin aktivitesi toplumdan topluma degisiklik gosterebildigi gibi psikiyatrik hasta
grubunda bu farkliliklarin normal popiilasyondan farkli olabilecegi belirtilmektedir.

A.B.D. ve Avrupa’da yavas metabolizor orani yaklasik %7 iken, A.B.D.’de bir
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psikiyatri hastanesinde yatarak tedavi goren 100 hasta ilizerinde yapilan calismada

hastalarin %14 {iniin yavas metabolizor olduklar1 bulunmustur (104).

Ulkemizde Herken ve arkadaslarinin psikiyatri hastalarinda yapmis oldugu ¢alismada
CYP2D6*4 polimorfizmi allel siklig1%8.1, Aynacioglu ve ark. Tiirk popiilasyonunda

tarama amacli yapmis oldugu ¢alismada ise %11 olarak bulunmustur (105,106).

Bizim caligmamizda hasta grubunda CYP2D6*4 allel siklig1 %35.3 kontrol grubunda ise
9%13.1 olarak tesbit edilmistir. Sonug¢larimiz literatiirle uyumlu bulunmustur (105,106).

CYP2D6 ile metabolize edilen ilaclarla tedavi edilen psikiyatri hastalarinda yapilan
retrospektif analizlerin sonuglari, genotiplemenin tedavi basarisini arttirdigini, advers
ilag etkilerini Onledigini ve tedavinin maliyetini azalttigin1 gostermektedir. Bu
nedenlerle, antidepresanlar ya da antipsikotikler gibi psikiyatride siklikla kullanilan
ilaglarin uygulanmasindan 6nce, hastanin 6zellikle CYP2D6 genotip ve/veya fenotipinin

tayin edilmesinin ¢cok énemli oldugu vurgulanmaktadir (105).

CYP2D6 ekspresyonu, calismamizda hem hasta hemde kontrol grubunda tesbit edilmis
olup gruplar arasinda ekspresyon diizeyleri acisindan istatistiksel fark anlamli
bulunamamistir ancak hasta ve kontrol sayisi artirildiginda bu genin alkolizm icin

onemli olabilecegini diisiinmekteyiz.

CYP2D6*4 polimorfizmi sonucu bir stop kodonu olusmakta ve hi¢c fonksiyonel
CYP2D6 proteini iiretilememektedir. Bizim calismamizda CYP2D6*4 polimorfizmi
acisindan hem hastalarda hem de kontrollerde heterozigot genotipler tesbit edilmistir.
Hi¢ CYP2D6*4/*4 genotipine rastlanmamustir. Buna gore bir fonksiyonel allelin enzim

aktivitesini azaltmadan mRNA ekspresyonuna devam ettigi goriilmektedir.

Bu konuda Miksys ve arkadaslarinin yapmis oldugu ilging calismada alkoliklerde
bolgesel ve hiicresel CYP2D6 mRNA ve protein diizeyleri incelenmistir. Alkoliklerde
beyinde yiikselmis CYP2D6 ekspresyonunun santral etkili ilaglar ve alkoliin nérotoksik
ve davramigsal etkileri araciligiyla degismis duyarlihiga katkida bulunabilecegini ileri

stiriilmiistiir (107).

Herken ve arkadaslarinin ¢calismalarina gore Tiirk psikiyatri hastalarina sitokrom P450
ve 2D6 enzimiyle metabolize edilen antipsikotik ve antidepresanlar verildiginde
hastalarin yaklasik %10’unda etkili kan diizeyi elde edilmeyecegi ve %1-2 hastada kan

diizeylerinin asir1 yiikkselmesine bagl olarak siddetli ila¢ yan etkisi goriilmiistiir (105).
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CYP2D6 tarafindan metabolize edilen ilaglarn cevabi bireyler arasinda farkhilik
gostermektedir. Birincil sebep polimorfik gen ekspresyonudur, fakat hormonal durum,
diyet ve tiitiin kullanimi gibi faktorler de etkileyebilmektedir ve hatta beyinde bu
enzimin ekspresyonunun ksenobiyotik regiilasyonu da ila¢ cevabi etkisine

karisabilecegi one siiriilmektedir (106).

Literatiir verileri ve bizim sonuclarimizi birlikte degerlendirdigimizde antipsikotik ve
antidepresanlarin kullanilmasindan 6nce bu grup ilaglarin ¢cogunun metabolizmasindan
sorumlu olan sitokrom P450-2D6 enzim aktivitesinin tayin edilmesi etki ve yan etkilerin

tahmin edilebilmesi yoniiyle faydali olabilecegini diistinmekteyiz.

Cesitli P450’ler arasinda CYP2E]L; etanol, aseton, ilaglardan asetaminofen, izoniazid ve
bircok prokarsinojen, benzen, N-nitrozodimetilamin (NMDA) ve siterin gibi bircok
diisik molekiil agilikli bilesigin biyoaktivasyonu ve metabolizmasindaki roliinden
dolayr ¢ok dikkat c¢ekmektedir. Diger ksenobiyotik-metabolizma enzimleri gibi
CYP2E1 polimorfizmleri de etnik ve sosyal gruplar arasindaki siklig1 oldukca farklidir.

Ulusoy ve arkadaslarinin Tiirk popiilasyonunda yapmis olduklar1 calismada %96,12
normal (cl/cl), %3,88 heterozigot (cl/c2)ve %0 homozigot mutant (c2/c2) genotip
tesbit edilmistir. CYP2E1*5B polimorfizmi Kafkasyalilarla uyumlu Dogu Asya

toplumlarindan fakli olarak bulunmustur (43).

Bizim calismamizda guplar CYP2E1 c1/c2 polimorfizmi acisindan degerlendirildiginde
hasta grubunda %90,9 normal (cl/cl), %9,1 heterozigot (cl/c2) ve %0 homozigot
mutant (c2/c2); kontrol grubunda ise %95,5 normal (c1/c1), %4,3 heterozigot (c1/c2) ve
%0 homozigot mutant (c2/c2) genotip tesbit edilmistir. Nadir c2/c2 alleli bizim
gruplarimiz arasinda da tesbit edilememistir. Gruplar arasinda istatistiksel bir fark

yoktur. Sonuglarimiz literatiir ile uyumlu bulunmustur (43).

Gao ve arkadaslarimnin yapmis olduklar1 ¢calismada CYP2E1-Rsa polimorfizmi artmis
rektal kanser riskiyle iligkili olarak bulunmustur. Ayrica 6nemli bir iliski de hem kolon
hem de rektal kanser gelisiminde alkol ve sigara icme aligkanliklariyla Rsa

polimorfizmi arasinda tesbit edilmistir (108).

CYP2E1 genindeki nadir Rsa (c2) alleli artmus transkripsiyonel aktivite CYP2EI
mRNA ve protein seviyelerinin yiikselmesi ile iliskilendirilmektedir. Bununla birlikte

baz1 ¢aligmalarda yaygin genotip tasiyanlarin daha yiiksek CYP2E1 enzim aktivitesine
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sahip olduklar1 gosterilmektedir. CYP2E1 aktivitesindeki farkliliklarin etnik durum ve
cinsiyet farkliliklarmndan kaynaklandig1 one siiriilmiistiir. Bayanlar erkeklere gore %25
daha az aktivite gostermektedir. CYP2E]1 aktivitesi Japonlarda Kafkasyalilardan, viicut
Olciilerindeki farklilik dikkate alindiktan sonra bile, %30-%40 daha az goriilmektedir
(43).

CYP2E1 ekspresyon calismasindaki bulgularimiz ise; Hasta grubundaki CYP2EI1
ekspresyonu kontrol grubundaki ekspresyonla kiyaslandiginda %95 giiven araliginda
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde fark yoktur. Ancak artmis
ekspresyon degerleri tesbit edilmistir ve hasta sayisinin artirilmasiyla farkin anlamli

olabilecegini diisiinmekteyiz.

CYP2El’in aktivitesi etanol tarafindan indiiklendigi gibi obezite, achk ve karaciger

fonksiyon bozuklugu gibi cesitli fizyolojik belirleyiciler tarafindan da degistirilmektedir

Literatiirde de alkol tiiketimi ve kandaki CYP2E1 ekspresyonu ile ilgili yapilan
caligmalarda 1limli alkol tiiketimiyle CYP2E1 ekspresyonunun indiiklenmedigi sadece

agir alkol tiiketiminin CYP2E1 ekspresyonuyla iligskisinin oldugu gosterilmistir (109).

CYP2E1 substrat yoklugunda bile degismis NADPH oksidaz aktivitesi ve yiiksek
miktarda O, ve H,O, radikalleri iiretiminden dolay1r ROS {iiretimi i¢in etkili bir enzimdir

(110).

CYP2E1 geninin ROS yolagindaki roliinden dolay1 ekspresyon diizeyi artmis olan alkol
bagimlis1 hastalar icin bircok kanser tiirline artmig hassasiyetleri oldugu
diistiniilmektedir. Literatiirde de CYP2E1 geni ve oral, 6zafagus, nazofarengal, kolon,
rektal ve gogiis kanserleri arasinda da artmus iliskiler rapor edilmektedir (108).

Akut etanol tedavilerinin, CYP2EI geni icerisinde etanole duyarli 6zel unsurlar

bulunmadigi i¢cin CYP2E1 mRNA diizeylerini etkilemedigi gosterilmistir(111).

Calismada alkol bagimlilarinin tedavi 6ncesi ve tedavi sonrast CYP2E1 ekspresyon
bulgular1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Bunun
nedeni yukarida belirtildigi gibi CYP2E1 geni icerisinde etanole duyarli 6zel unsurlar
bulunmayist olabilir. Ancak neden etanol CYP2E1 ekspresyonunu indiikleyebiliyor da
etanol yoklugu bu genin ekspresyonunu azaltmiyor. Bunun muhtemel aciklamalari
arasinda alkol bagimlilarinin tedavisi siiresinin (yaklasik 28 giin) CYP2E1 mRNA

diizeyinin indirgenmesi i¢in yeterli olmamasit veya hastalarda bu tedavi sonrasi
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remisyona girenlerin yaklasik %88.2 gibi yiiksek bir oranda bulunmasi da olabilecegi

kanisindayiz.

CYP3A4 karacigerde en ¢ok bulunan CYP tiirlerindendir. Toplam CYP iceriginin
%60’ indan fazlasini olusturdugu hesap edilmektedir. Insan karacigerindeki CYP3A4
aktivitesinde 60 kata kadar bireylerarasi varyasyon bulunabilmektedir. CYP3A4
ekspresyonu cogunlukla ksenobiyotik maruziyetiyle degistirilmektedir. Enzim

aktivitesindeki degisimlerin genetik temeli tam olarak anlasilamamistir (112).

CYP3A4 geninde 28’in iizerinde tek gen polimorfizmi (SNP) tanimlanmustir, fakat
bunlardan hig¢biri in vivo’da bireylerarasi onemli varyasyon gostermez. 5° kodlanmayan
bolgedeki CYP3A4*V polimorfizminin enzimi indiikleyebildigi gosterilmektedir.
Saglikli bireylerdeki varyant allel sikligi %1.5 olarak bulunmustur Kafkasyalilarda
bildirilen allel sikliklariyla uygundur (101,112).

Bizim calismamizda ne alkol bagimlis1 hasta grubunda ne de kontrol grubunda
CYP3A4*V polimorfizmi bulunamamistir. Hasta ve kontrol grubu tamamen normal

genotip gostermektedir.

Ulkemizde CYP3A4 polimorfizmleri ile ilgili yapilmis ¢alismalar bulunamamuistir.
Literatiirdeki caligmalarda da bu polimorfizm ¢ok az tespit edilebilmistir. CYP3A4*V
polimorfizminin allel frekansinin az olmasi ve bizim ¢alismamizda hasta sayisinin

kisitlilig1 nedeniyle polimorfizm tesbit edilemedigini diistinmektediz.

Ksenobiyotiklerin metabolizmasinda CYP3A4’iin ¢ok 6nemli bir rolii vardir. Klinikte
kullanilan ilaglarin yaklasik %50’sinin metabolizmasindan sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. CYP3A4’{in aktif bolgesi cok genis ve esnek oldugu i¢in ayni anda bir¢ok
kiiciik molekiiliin aktif bolgeye baglanmasina izin vermektedir (99,100).

Calismamizda CYP3A4 geninin periferik kandaki ekspresyon diizeylerine bakildiginda
hem hastalarda hem de kontrol bireylerinde ¢alismada incelenen diger ekspresyon
(CYP1A2, CYP2D6 ve CYP2E1) verileriyle kiyaslandiginda oldukca yiiksek oranlarda
CYP3A4 ekspresyon diizeyleri tesbit edilmistir ancak hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Bir enzim birden fazla ilact metabolize edebildigi gibi bir ilag da birden fazla enzim
araciligiyla metabolize olabilir (113). Ornegin; Alkol yoksunlugunda tedavi amagh
kullanilan diazepam, hem CYP1A2, hem de CYP3A4 ile metabolize edilen bir ilagtir.

Birden fazla enzimle metabolize olan ilaclarda alternatif metabolizma yolagi
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olustugundan ilag¢ etkilesimleri azalabilmektedir. Tek bir yolaktan birden fazla ilacin
metabolize edilmesi ise ilag-ilag¢ etkilesimlerine neden olmaktadir.

Ayrica etanol ve diger alkollerin CYP3A4’ii indiikledigi literatiirde cesitli caligmalarda
gosterilmektedir. Insanlarda alkoliin CYP3A’lar1 indiiklemesi ¢cok az tanimlanmustir.
[laclarin %50°den fazlasiin metabolize edilmesinden sorumlu tutulan CYP3A4’iin etil
alkol ve diazem metabolizmasindaki rollerinden dolay1r ekspresyon verilerinin
degerlendirilmesi bizim i¢in Onemliydi. Ancak gruplar arasinda ve hastalarin tedavi
oncesi ve sonrasi Orneklerinde herhangi bir fark olmamasi alkol bagimliginin
gelisiminde ve tedavi siiresince bu genin ekspresyonunun takibi 6nemini yitirmektedir.
Alkolizm psikolojik ve sosyal faktorlerle birlikte kalitimin kompleks seklini iceren
multifaktoriyel bir hastalik oldugu diisiiniilmektedir. Aile, evlat edinme ve ikiz
caligmalarinin ¢cogu kalitsal faktorlerin alkolizmin gelismesi icin énemli bir belirleyici
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Genetik iliski ¢calismalar1 genetik bozukluklar ve cevresel
faktorlerden etkilenen kronik hastaliklar icin cok sayida genetik risk faktorleri

tanimlanmustir.

Bizim caligmamiza ila¢ metabolizmasinda gorev alan genlerden CYP1A2 (%11),
CYP2D6 (%19), CYP2E1 (%4), CYP3A4 (%36) ila¢ metabolizma oranlarinina
bakildiginda bu genlerin hem fonksiyonel polimorfizmlerinin degerlendirilmesi hem de
sozkonusu polimorfizmlerin ekspresyona yansimasinin yapildigi olduk¢a degerli veriler
mevcuttur. Tim farmakogenetik degisiklikler farkli etnik gruplarda ve bunlarin
altpopulasyonlar1 arasinda farkli sikliklarda meydana gelmektedir. Bu etnik farkliliklar
(gen cografyasi) nedeniyle hem farmakogenetik calismalarda hem de farmakoterapide
etnik orijinin g6z Oniinde bulundurulmasinin ne denli O©nemli oldugunu

gosterilmektedir.

Calismaya dahil edilen alkol bagimlis1 hastalarin tedavileri i¢in bu farmokogenetik
yaklasimlarin 6nemi agiktir. Alkoliin ve tedavi amach kullanilan ilaglarin c¢apraz
etkilesimlerinin hastanin tedavisinde Onemle iizerinde durulmasi gereken konular
oldugunu diisiinmekteyiz. Alkol bagimliginin tedavisinde hastalarin remisyona girmesi
ve tedavi i¢in en az birka¢ kez klinige yatirilmalar: bu konuda uygulanan tedavilerin

basarisini diisiindiirmektedir.

Giiniimiizde farmakogenetik biliminin gelismesiyle hastanin genotipi ortaya konularak

kisiye ©zel tedavi secenekleri sunulmakta ve hangi ilacin nasil verilmesi gerektigi
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konularinda daha 6zenli tedaviler sunulabilmektedir. Ornegin CYP1A2 ve CYP2D6
gibi yaygin varyasyon gosteren genlerin polimorfizmlerinin toplum taramalar1 yapilarak
allel frekanslar1 ortaya konulmali ve toplumumuzdaki ila¢ yan etkileri icin risk

hesaplamalar1 yapilabilmelidir.
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KONTROL BiLGIiLERI

KONTROL BKI YAS Sigara kul siiresi Sigara adet
NO (giinliik)
1 28.40 38 15 3
2 19.27 27 15 30
3 2645 25 13 30
4 28.04 39 15 10
5 22.23 35 15 15
6 24.61 43 18 10
7 24.98 28 10 3
8 27.78 23 10 6
9 22.23 31 15 15
10 21.19 28 12 20
11 19.59 35 10 10
12 25.95 29 12 20
13 23.72 44 17 15
14 20.70 33 15 6
15 29.30 30 10 7
16 23.03 24 10 10
17 19.53 55 45 20
18 29.30 50 10 10
19 29.09 37 20 8
20 32.89 30 4 4
21 24.49 23 12 10
22 3144 30 - -
23 28.29 26 - -




HASTA BILGILERIi

HASTA BKi YAS ALKOL GUNLUK SIGARA SIGARA
NO KULLANIM ALKOL SURESI MIKTARI
SURESI MIKTARI(GR) (ADET)
1 23.03 48 15 315 30 30
2 23.66 38 15 266 20 30
3 27.54 35 17 1575 18 20
4- 2571 53 28 266 30 30
5 2197 50 20 266 30 30
6 2551 37 20 315 23 30
7 28.73 55 25 315 30 30
8 22.49 20 5 450 5 20
9 22.65 60 15 315 45 40
10 2424 26 8 315 16 20
11 2249 26 6 266.25 10 20
12 26.23 60 21 1575 40 30
13 23.30 34 10 1575 15 20
14 2146 52 36 315 5 30
15 23.03 24 5 266 7 20
16 23.67 48 30 300 35 30
17 22.03 21 5 315 5 20
18 2461 34 10 266.25 15 20
19 22.59 45 15 266 25 30
20 25.05 34 15 315 15 30
21 24 48 45 15 315 25 30
22 22.89 29 10 266 10 20
23 2151 54 20 266 34 30
24 22.85 54 15 266 30 30
25 2122 36 15 315 25 30
26 2901 23 7 1575 10 40
27 23.12 28 9 115 - -
28 2051 61 36 157.5 46 20
29 2491 28 11 135 16 20
30 2253 51 30 472 30 30
31 20.76 46 25 315 - -
32 2151 38 16 315 15 40
33 22.12 36 19 315 20 20
34 23.30 40 20 1575 20 20
35 2938 50 33 1575 30 40
36 21.13 51 18 1575 30 20
37 27.04 34 10 315 19 10
38 36.71 50 25 315 25 40
39 24 61 43 24 1775 29 30
40 21.87 40 20 315 20 40
41 2545 54 24 4725 37 20
42 2428 38 18 671 23 20
43 20.61 59 43 200 35 20
44 2938 65 25 315 40 20
45 2571 56 34 355 36 30
46 2775 31 13 370.5 11 20
47 22.09 53 30 236.5 30 20
48 24.69 29 14 386 10 40
49 2338 47 30 246.25 27 40
50 24.09 25 5 266 7 20
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