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OZET

Akut Lenfoblastik Losemi ve Akut Miyeloid Losemi Vakalarinda CYP2B6 Geni
G15631T Gen Polimorfiminin Arastirilmasi

Akut losemiler klinik ve patolojik acidan cok iyi bilinmesine ragmen bu
kompleks hastaliga genlerin etkileri net degildir. Bilinen gen polimorfizmleri tek
niikleotidlik baz c¢ifti tarafindan degistirilen gen formlari olup losemiye yakalanma
yatkinhginda degismelere yol agmakta ve bu varyasyonlar beslenme, diger cevresel
Kkirleticiler ve kisisel bagisikhik fonksiyonlariyla etkileserek losemiye hassasiyette
onemli bir belirleyici olmaktadir.

Ksenobiyotik ve ila¢ metabolize edici enzimler olarak da adlandirilan
biyotransformasyon enzimleri, karsinojenik, mutajenik ve neoplastik etkilerini
diizenlemede 6nemli bir rol oynamakla beraber fitokimyasallar ve terapotik ilaclar
gibi ksenobiyotiklerin ve steroidler gibi endojen bilesiklerin metabolizmasim
ustlenir.

Sitokrom P450 (CYP) enzimleri biyotransformasyon enzimlerinin temel
grubudur. Bu enzim sistemindeki genetik polimorfizmler karsinojen maruziyetiyle
bir araya gelince kansere olan hassasiyet etkilenebilmektedir.

CYP2B6 geni CYP ailesinin en az bilinen formlarindan biridir. Enzim

aktivitesi, ekspresyonu ve polimorfizmleri hakkinda arastirma mevcuttur fakat
akut losemiye yakalanma riski ile hicbir calisma bulunmamamktadir.
Bu calisjmanin amaci CYP2B6 gen polimorfizmiyle akut losemiler arasinda
herhangi bir iliskinin olup olmadiginin arastirilmasidir. Bu amacla periferik kan
orneklerinden Poncz metoduyla genomik DNA’larn izole ettik. Gene spesifik
primerler kullamlarak genomik DNA’ya PCR uyguladik ve genotipleme i¢cin Bsrl
restriksiyon enzimini kullandik. Sonuglar ki-kare ve lojistik regresyon analizi ile
belirlendi.

CYP2B6 G15631T polimorfizminde GG ve GT genotipi sirasiyla ALL
hastalarinda % 40,9 ve % 59,1, AML hastalarinda % % 50 ve % 50 ve kontrol
grubunda ise % 67 ve % 33 olarak bulunmustur. TT genotipi ise hem kontrol hem
de hasta gruplarinda tespit edilmemistir. Lojistik regresyon analizi CYP2B6
G15631 polimorfizmi ve akut losemiler arasinda anlamh bir baglanti oldugunu
ortaya ¢ikarmustir (p < 0.05).

Anahtar Kelimeler : Akut Lenfoblastik Losemi, Akut Miyeloid Losemi, CYP2B6,
polimorfizm
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ABSTRACT

Investigation of CYP2B6 gene G15631T gene polymorphism in acute
lymphoblastic leukemia and acute myeloid leukemia cases

Although the clinical and pathological aspects of acute leukemias are well
known, the effect of genes that influence susceptibility to this complex disease is
not clear. Certain gene polymorphisms, altered forms of genes that differ by a
single nucleotide base-pair, have been shown to change the risk of development of
leukemia and these variations can interact with diet, other environmental
exposures, and individual immune function to be major determinants of
susceptibility.

Biotransformation enzymes, also referred to as xenobiotic or drug-
metabolizing enzymes, play a major role in regulating the toxic, mutagenic and
neoplastic effects of chemical carcinogens, as well as metabolizing other
xenobiotics (phytochemicals and therapeutic drugs) and endogenous compounds
(steroid hormones).

Cytochrome P450 (CYP) enzymes are the main groups of
biotransformation enzymes. Genetic polymorphisms in these enzyme systems can
influence cancer susceptibility when coupled with the relevant carcinogen
exposures.

CYP2B6 is one of the less known form of CYP gene family. There is a few
research about its enzyme activity, expression and polymorphisms but there is no
study that shows the suspectibility to the risk of acute leukemias.

The aim of this study was to explain whether there was any relationship
between CYP2B6 polymorphism and acute leukemias or not. For this purpose we
isolated genomic DNA from peripheral blood samples by using Poncz’s method.
PCR was applied to genomic DNA by using gene specific primers and for
genotyping we used Bsrl restriction enzyme. Results were determined by chi-
square and logistic regression analyses.

The frequencies of CYP2B6 G15631T polymorphism GG and GT genotypes
were % 40,9, % 59,1 in acute lymphoblastic leukemia patients, % 50, % 50 in
acute myeloid leukemia patients and % 67, % 33 in controls, respectively. TT
genotype didn’t detect both in control and cases. Logistic regression analyses
revealed a significant association between the CYP2B6 G15631T polymorphisms
(GT) and acute leukemias.

Keywords : Acute lymphoblastic leukemia, Acute myeloid leukemia, CYP2B6,
polymorphism
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1. GIRIS

Glin gectikge sanayi ve teknolojik bakimdan gelisen ve degisen diinya sartlari
hi¢ kusku yok ki pek ¢ok sorunu da pesi sira getirmektedir. Bunlarin baginda kiiresel
1sinma ve ¢evre kirliligi yer almaktadir. Hergiin isteyerek veya istemeyerek binlerce
kimyasal maddeyi viicudumuza almaktayiz. Bu maddelerden bir kisminin insan
viicuduna onemli Olciide zarar1 olmamasina ragmen, biiyiik bir kisminin toksik,
teratojenik, mutajenik ve hatta karsinojenik oldugu bilinmektedir. Eksojen olarak alinan
biitin bu maddelerin detoksifikasyonuna yani viicuttan temizlenmesi islemine
ksenobiyotik mekanizmasi denilmektedir (1,2).

Ksenobiyotik mekanizmasinda rol alan ¢esitli enzimler vardir ve bu enzimlerin
en 6nemlileri Sitokrom P450 (CYP) ve Glutatyon S-Transferaz (GST)’dir. Spesifik bir
CYP enzimini kodlayan ilk gen yaklasik 10 yil 6nce tanimlanmistir. Bu genin izole
edilmesiyle de bu enzimlerin amino asit dizileri belirlenebilmistir. Bu bilgi kullanilarak,
farkli enzimler amino asit dizilerine gore yapisal olarak siniflandirilmistir. Bu
smiflandirmadaki enzimler hem yapi hem fonksiyonel olarak birbirlerine yakin
enzimlerdir (3).

CYP enzimleri, steroidogenik ve ksenobiyotik CYP enzimleri olmak tizere iki
ana gruba ayrilirlar. Ksenobiyotik CYP enzimleri steroidogenik enzimlerden bir milyar
yil sonra gelismistir ve hiicrede endoplazmik retikulumda yerlesmistir. Ksenobiyotik
adi, viicuda yabanci maddelerin metabolizmasinda bu enzimlerin gorevli olmasi
nedeniyle verilmistir. Ksenobiyotik CYP enzimleri (familya 1, 2, 3, 4), bitki-hayvan
farklilasmas1 doneminde steroidogenik CYP enzimlerinden, transferaz enzimleriyle es
zamanli tiiremistir. Bu enzimler bitkilerin olusturdugu diyet toksinlerini yikar ve
eliminasyon i¢in ilaglart biyotransformasyona ugratir. Steroidogenik CYP enzimleri
(familya 7, 11, 17, 19, 21, 27), tek hiicreli organizmalarin hiicre zar1 biitiinligii igindir;
farklilasmis organizmalarin gelisiminin hormonal diizenleyicileridir ve etki ettigi
maddeler konusunda 6zgiindiirler. Ayrica steroidlerin, safra asitlerinin, kolesteroliin ve
prostaglandinin sentezinde de rol alirlar (3,4).

Bir ¢ok ilag¢ kendine 6zgilin CYP enzimleri ile metabolize edilir. Bu enzimler igin

genetik materyal viicuttaki her hiicrede tasinir ve viicuttaki gesitli hiicrelerde ifade



edilir. Ornegin CYP2D6 beyinde bulunur, bélgesel olarak dopamininin geri aliminin
tagimasiyla iliskilidir. Buna karsin bu enzimlerin karaciger ve barsak duvari haricindeki
diger organlardaki gorevleri konusunda bilgimiz ¢ok azdir. Karaciger ve barsak
duvarinda bu enzimler, faz I veya ksenobiyotiklerin (diet toksinleri, karsinojenler,
mutajenler, son zamanlarda ilaglar) oksitadif metabolizmasindan sorumludur. Bunlarin
varligi hastalarin tedavisinde medikasyonun gelisimi ve kullanimina izin verir (5).

Oksidatif metabolizma; molekiil igine atmosferik oksijeni sokarak veya
inkorpore ederek bir maddeyi daha polar tiirlere (6rnegin bir metabolite) ¢evirir. Bazi
orneklerde, okside edilmis tirlin son metabolittir. Diger 6rneklerde okside edilmis iiriin
ara metabolit olup, daha ileri biyotransformasyona ugrar. Bu biyotransformasyonlarin
sonunda idrar veya fecesle atilabilen bir polar metabolit olusur. Siklikla son basamak
metabolitin polar bolgesi ile glukuronik asit gibi bir maddenin konjugasyonudur (faz Il
metabolizma gibi). Konjuge olan iiriin suda ¢6ziinebilir olup idrarla atilabilir. Sirasiyla
faz | ve faz 1l metabolizmalarla madde elimine edilir (6).

CYP2B6 geni 19q13.2 bolgesinde yer almakta olup bu genin iirlinii olan enzim
pek ¢ok mutajen, karsinojen ve ksenobiyotigin pargalanmasii saglamaktadir. Ozellikle
karaciger ve hematolojik malignitelerin olusmasina yol agan aflatoksin B1, alkol ve
nikotinin metabolizmasinda rol alan bu enzim, homozigot ya da heterozigot olarak
polimorfik oldugu durumlarda ya yeteri kadar aktivite gosteremeyecek, ya normalden
fazla aktivite gosterecektir ya da hi¢ sentezlenemeyecektir. Bunun sonucunda da ¢esitli
hastaliklara, 6zellikle de akut 16semiler gibi etiyolojisinde stiren, benzen ve formaldehit
gibi gevresel karsinojenlerin 6nemli bir yer aldig1 hastaliklara yatkinlik artabilecek veya
tam tersine azalabilecektir (3,6).

Biyotransformasyonda gorev alan genler ya prekarsinojenleri karsinojenlere ya
da karsinojen maddeleri daha az karsinojenik metabolitlerine doniistiiriirler. Bu genlerde
meydana gelen muhtemel bir polimorfizm kansere yatkinligi arttirir ya da azaltir.
Yapilan epidemiyolojik ve populasyon genetigi caligmalart da bu veriyi
desteklemektedir. Hem ALL (Akut Lenfoblastik Losemi) hem de AML (Akut Miyeloid
Losemi) tipindeki l6semilerle yapilmis polimorfizm ¢aligmalar1 oldukca sinirhidir. Akut
l16semilerle simdiye kadar CYP1A1l, CYP2D6, CYP2E1l, GSTT1, GSTM1, NAT2 (N-
Asetil Transferaz 2), MTHFR (Metilentetrahidrofolat Rediiktaz) ve NQO1 ( NADP(H)
Kinon Oksidorediiktaz) genleriyle calisilmis ancak pek cok kimyasal maddenin



biyotransformasyonunda gorev alan CYP2B6 geninin akut l6semi hastaliginda risk
faktorii olup olmadigina dair herhangi bir g¢alisma yapilmamistir. Bu ¢aligmada

CYP2B6 G15631T gen polimorfizminin akut 16semi hastiligi ile iliskisi arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Losemi

2.1.1. Tanim

Losemi, kemik iliginin lenfopoetik veya hemapoetik kok hiicrelerinden veya
oncii hiicrelerinden kaynaklanan malign bir hastaliktir. Normal miyeloid ya da lenfoid
hematopoezin spesifik bir kademesindeki duraklama ve klonal ¢ogalma sonucu
neoplastik hiicrelerin kemik iligi ve diger dokularda toplanmasi ve periferik kanda
birikmesi ile karakterize bir kan hastaligt olan loseminin etiyolojisi tam olarak
bilinmemekle beraber, tedavi edilmediginde Sliimle sonuglanabilmektedir. Loseminin
kelime anlami “kanda beyazlagsma”dir. Losemik hiicrelerin kemik iligi disindaki
dokularda birikmesiyle olusan kitleler myeloblastom veya lenfoblastom olarak
adlandirilmis olup bu tarz tutulumlarin en sik goriildiigi yerler, merkezi sinir sistemi,
cilt, paranazal siniisler, kemik, meme dokusu, gonadlar ve lenf dokusudur. Sonucta
eritrosit, graniilosit ve trombosit yapimi azalir ve halsizlik, ¢abuk yorulma, solukluk
gibi anemiye bagl belirtiler, nétropeniye bagli infeksiyonlar ve trombositemiye bagl

kanamalar meydana gelir (7,8).

2.1.2. Tarihge

Loseminin tanimlanmasi ilk kez Wirchow tarafindan yapilmis ve ileri evrede
kronik l6semili ve yiiksek 10kositozu olan bir hastada gosterilmistir. Daha sonralari
1870°de Neuman, kemik iligini tutan bir hastalik olarak tanimlamis ve 1889’de Ebstein,

akut 16semiyi ayr1 bir hastalik olarak tarif etmistir (7).
2.1.3. Siniflandirma
Losemiler hiicre tipi ve l6semik hiicrelerin maturasyon durumlart géz Oniine

alinarak smiflandirilir. Cogalan hiicre grubunun immatiir veya matiir olmasina gore akut

ve kronik olmak tizere ikiye ayrilirlar. Akut 16semiler, immatiir hiicrelerin kemik iligini



doldurmasi1 ve tedavisiz hastalarda hizli ve oliimciil seyri ile karakterize bir 16semi
formudur. Ancak kronik losemilerde gidisat daha yavastir ve baslangicta matiir
l6kositler mevcuttur. Losemiler ayrica yapisal olarak hastaliga tutulan hiicre dizisinin
tipine gére miyeloid ve lenfoid olarak siniflandirilirlar. Bu durumda l6semiler temel

olarak 4 sinifa ayrilirlar. Bunlar; AML, ALL, KML ve KLL’dir (7,9).

2.1.3.1. Akut Losemiler

Akut 16semilerde immatiir hematopoetik veya lenfoid oncii hiicreler hakimdir.
Matiir hiicrelerin azlig1 ve 16kosit dnciilerinin birikimi s6z konusudur. Cogalan hiicreler
yapisal, sitokimyasal, immiinolojik ve sitogenetik 6zelliklere gore AML ve ALL olmak
lizere iki gruba ayrilirlar. Adindan da anlasilabilecegi gibi AML, myeloblastlarin
olgunlagmalarindaki duraklamalar sonucu meydana gelirken, ALL ise lenfoblastlarin
olgunlagmalari esnasindaki duraklamalar sonucunda meydana gelir. ALL ¢ocuklarda en
stk goriilen 16semi formuyken, eriskinlerde ise AML daha sik goriiliir ve genellikle 65
yas civarinda pik yapar. Bunlarin disinda akut farklilagmamis hiicreli 16semi (AFHL)
veya kok hiicreli 16semi de diger akut 16semi tipleri arasindadir. Bundan birkag sene
oncesine kadar akut l6semilerin siniflamasinda yaygin olarak “ French — American —
British” (FAB) sinflandirma sistemi kullanilmaktaydi. Bu yontem hiicrelerin morfolojik
ve sitokimyasal Ozelliklerine dayanmaktadir. Son birkag yildir ise immiinolojik
fenotiplendirme,  sitogenetik ve enzim ¢alismalarindan da  smiflamada
yararlanilmaktadir.

Saglikli myeloblast hiicreleri ilk once promyelosit, ardindan miyelosit ve en
sonunda metamiyolositlere doniisiirken daha sonra farklilasarak monosit, eozinofil,
notrofil ve bazofilleri meydana getirirek miyeloid seriyi tamamlarlar. Saglikli lenfoblast
hiicreleri ise 10kositlere doniiserek lenfoid seriyi olustururlar. Myeloblastlarla

lenfoblastlar arasindaki yapisal farklar Cizelge 2.1.’de 6zetlenmistir (10).



Cizelge 2.1. Lenfoblastlarla myeloblastlar arasindaki yapisal farklar (Hiicrelerin boyanmasi Romanowsky
boyalari olan Wright, Wright-Giemsa ve May-Griinwald-Giemsa ile yapilmustir).

Lenfoblastlar

Myeloblastlar

Hiicre Biiyiikligi 10-20 pm 14-20 pm
Cekirdek sekli Yuvarlak ve oval Yuvarlak ve oval
Kromatin ag1 Diizgiin, homojen Gevsek, kopiiksii
Cekirdekgik 0-2 adet ve belirsiz 2-5 adet belirgin
Cekirdek zar1 Diizenli ve yuvarlak Diizensiz
Cekirdek/sitoplazma orani Yiiksek Diisiik
Sitoplazma rengi Mavi Mavi-gri
Genigligi Dar Cok genis
Graniiller Yok Var
Vakuol 0-orta derece Yok
Nukleol 0-2 2-4
Auer Comagi Yok Var-Yok
Periodik Asit Schiff (PAS) ++ +
Peroksidaz - +++
Sudan Black - +++
Esteraz + +
Miyeloid seriyi olusturan myeloblastlar, promyelositler, miyelositler,

metamiyolositler ve farklilasma sonucunda olusan monosit, nétrofiller, eozinofiller ve

bazofiller Sekil 2.1.°de gosterilmistir. Lenfoid seriyi olusturan lenfoblastlar ile

lenfositler ise Sekil 2.2.’de gosterilmistir.

¢) Miyelosit




g) Eozinofil

Sekil 2.1. Miyeloid seriyi olusturan hiicreler

b) Lenfosit

Sekil 2.2. Lenfoid seriyi olugturan hiicreler

2.1.3.1.1. Akut Miyeloid Lésemi

Hastalik miyeloid prekiirsorlerden (myeloblast, promyeloblast, monoblast,
eritroblast ve megakaryoblast) dolayr meydana gelmektedir. Normalde bu hiicreler
farklilasip ~ eritrosit, notrofil, monosit ve trombositleri olustururlar. Anemi,

hepatosplenomegali ve chloroma (graniilositik sendrom) gozlenmekle beraber kemik



iliginde blast oraninin % 30’dan fazla olmasi AML igin spesifik bir klinik bulgudur.
Sitoplazma i¢inde ince asidofil graniiller ve bazen “Auer Body” denilen asidofilik
comakgiklar mevcuttur. AML’nin goriilme siklif1 cinsiyete bagl olarak degiskenlik
gostermeyip ¢ocukluk donemi losemilerin % 20’sini, yetiskin dénem (15-60 yas arasi)
l6semilerin % 80’ini olugturur. AML’de remisyon oran1 1960°da % 20, 1980’lerde % 40
iken, 2000’li y1illarda radyoterapi ve kemoterapi olanaklariyla bu oran % 70’e ¢ikmuigtir

(11,12).

2.1.3.1.1.1. Akut Miyeloid Losemilerin Etiyolojisi

Cevresel ve genetik etkenler AML etiyolojisinde dnemli rol oynarlar. Cevresel
etkenler de fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere tige ayrilirlar. Kimyasal ajanlarin
en Onemlileri benzen, sigara, kemoterapotik ilaglar (alkilleyici ajanlar ve topoizomeraz
I inhibitorleri), kloramfenikol ve fenilbutazondur. Fiziksel ajanlar olarak ise iyonize ve
non-iyonize radyasyon &rnek gosterilebilir. Ozellikle iyonize radyasyon hiicrede dnciil
niikleotidlerin yapisinda degisiklige neden olmaktadir. Bu da kromozomlarda
kirilmalara, ring kromozom, disentrik kromozom ve sayisal anomalilere neden olarak
AML insidansin1 arttirmaktadir. Ayrica bazi viriislerin de AML olusmasinda rol
oynayabilecegi yoniinde diisiinceler mevcuttur (12,13).

AML etiyolojisinde rol oynayan genetik faktorler ise Down sendromu, Bloom
sendromu, Monozomi 7, Kleinfelter, Turner sendromu, Norofibramatozis ve Konjenital
dismorfik sendrom gibi konjenital defektlerdir. Ayrica Falconi anemisi, diskeratoz
konjenita, Schwachmann-Diamond sendromu, Amegakaryositik trombositopeni,
Myelopoezin  konjenital bozuklugu, Diskeratosis Konjenita, Blackfan-Diamond
Sendromu, Kostman sendromu, Wiskott-Aldrich Sendromu, agammaglobinemi ve
ailevi aplastik anemi gibi kemik iligi hastaliklart da AML olusununda rol oynarlar

(13,14).

2.1.3.1.1.2. Akut Miyeloid Losemilerin Simiflandirilmasi

1985°de son halini alan FAB smiflamasina gére AML’ler M1’den M7’ye kadar
7 gruba ayrilmistir. En az siklikla rastlanilan AML alt tipi M6 olup, M4 ve M5 alt tipleri



ozellikle 2 yasindan daha kii¢lik cocuklarda goriilmektedir. Ayrica son zamanlarda FAB
siiflamasina akut farklilagmamis 16semiyi ifade eden MO kategorisi eklenmistir. Bu alt
tipte kemik iligi %30’un altinda miyeloblast icerebilmektedir. FAB siniflama yontemi
temelde morfolojiye dayanir. Bu ylizden ALL ile ayirim yapilamayan durumlarda
histokimyasal boyama kullanilabilir. Loseminin miyelositik orijinli olup olmadig
miyeloperoksidaz ve Sudan Black boyalar ile anlasilirken, monositik farklilasmay1
anlamak ic¢in ise nonspesifik esterazla boyanilir. AML’de blastlar birkag istisna tip
haricinde Periodik Asit Schiff (PAS) boyama ile negatif sonu¢ verir. Siniflandirma i¢in
bazen yiizey immunglobulinlerinden de faydalanilir. AML’nin FAB siniflamast ve
MO0’dan M7’ye kadar olan alt tiplerinin yapisal ve klinik 6zellikleri Cizelge 2.2.°de
gosterilmistir (15,16).

Cizelge 2.2. AML’de FAB Siniflamasi

FAB subtipi % Morfoloji Perox/ Diger
SB

Mo (Undiferansiye Losemi) 2-3 Immatur morfoloji —/— Uniform hiicreler
M; (Myeloblastik Losemi) 20 Azurofilik granul +/- %10-15 vakada Ph
Az diferansiye veya Auer rod igeren kromozomu pozitif

az blast
M, (Myeloblastik Losemi) 25-30 Azurofilik granul ++ En sik goriilen tip
Diferansiasyon var veya Auer rod siklikla

bulunur
M3 (Promyelositik Losemi) 8-10 Hipergraniiler, +/+ DIC siktir, prognozu en
Hipergraniiler varyant Auer rod iceren iyi tip, retinoik asite yanit

promyelositler

M, (Myelomonositik 20-25 Granulositik ve +/— Myeloblastlar M;’ye
Losemi) monositik blastlar benzer
Ms (Monositik Losemi) 10- M5a farklilagmamis —/— Dis eti hiperplazisi

M5b farklilagsmis

Mg (Erithrolosemi) 5 Eritroblastlar +/— MDS’a sekonder gelisir,
eritrositlerde PAS (+),
ANA ve Coombs
pozitifligi

M, (Megakaryoblastik 1-2 Megakaryoblastlar —/— Down sendromu ile
Losemi) birliktelik, kemik iliginde

fibrozis




FAB siniflamasina gore siniflandirillamayan AML’lerde immun fenotip yontemi
ile belirlenen miyeloid markirlardan faydalanilir. CD33, CD13, CD15, CD11b, CD14
ve CD36 AML’ 1i olgularin %90°dan fazlasinda eksprese edilmektedir. Bununla ayirici
taniya gidemedigi durumlarda trombosit antijenleri de AML’nin tipini belirlemede
kullanilir. Akut 16semilerin siniflamasi esas olarak morfolojik ve histokimyasal
Ozellikler baz alinarak yapilsa da ALL’ lerin % 4-25° i miyeloid antijen, AML’ lerin %
11-28’i lenfoid antijen eksprese eder. Miyeloid markir varliginin prognozu koétii yonde
etkiledigine dair ¢alismalar olmasina ragmen, prognoza ectki etmedigini ortaya koyan

calismalar da mevcuttur (17-21).
2.1.3.1.1.3. Akut Miyeloid Losemilerde Klinik ve Laboratuvar Ozellikler

AML’de taniya yardimci olan ve hastay1 doktora gitmeye sevk eden bulgu ve
semptomlar, kemik iliginin blastlarla infiltrasyonuyla gerceklesen anemi, ndtropeni ve
trombositopenidir. Gelisen anemi sonucunda yorgunluk, bas agrisi, kulak ¢inlamasi, bas
donmesi ve konjestif kalp yetmezligi meydana gelir. AML sonucu olusan anemi
genellikle normokromik ve normositik olup hemoglobin degerleri 2,7-14,3 g/dL
arasidadir (ortalama 7 gr/dL). Gelisen tombositemi sonucunda hemoraji, petesi, ekimoz,
burun kanamasi ve gingival kanama meydana gelir. Daha az siklikta, iirogenital sistem,
MSS kanamalari, pulmoner ve retinal kanamalar goriilebilir. Trombosit sayisi
20000/mm*’iin altina diistiigli zaman kanama riski artar. Blast sayisinin >100000 /mm?
oldugu durumlarda 16kostaz ortaya ¢ikar ve MSS veya akcigerde kanamalar meydana
gelebilir. Ayrica muayenede cilt ve mukozalar soluktur. Yeni tani alan AML’li
cocuklarin yarisinda trombosit sayist 50.000’in altindadir. AML’nin M3 tipinde
promyelositik graniillerin tromboplastin aktivitesinin yiiksek olmasina bagli olarak
yaygin damari¢i pihtilagsma (DIC) meydana gelebilir.

AML’de 16kosit sayis1 degiskenlik gostermekle beraber olgularin dortte birinde
100.000 /mm*ii geger. M4-M35 tiplerinde yiiksek 16kosit, M3 tipinde ise diisiik 16kosit
s0z konusudur. Noétrofil sayist genellikle 1000/mm*iin altindadir. Nétrofil sayisinin
200/mm®iin altna indigi durumlarda ise akciger, siniis, gingiva, dis ve deride bakteriyel

enfeksiyonlar meydana gelir.
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AML’li hastalarin yarisindan fazlasinda hepatosplenomegali gozlenir. Masif
biiylimiis lenf nodlar1 genellikle M4-M5 tipteki AML hastalarinda goriiliir. Olgularin
yarisinda MSS tutulumu vardir. Bas agrisi, kusma, papiller 6dem ve kranial sinir
paralizisi AML’nin meningial infiltrasyonuna baghh olarak gelisir. AML’de
ekstramedullar tutulum % 20-40 civarindadir ve en sik deri, MSS, diseti, yumusak doku
ve kemikde goriiliir. Bazi hastalarda ciddi eklem veya kemik agris1 artriti taklit eder.
Proptozis veya norolojik bulgular santral sinir sistemi I6semisinin 6zellikleridir. Gigival
hiperplazi daha ¢ok M4 ve M5 tipinde goriiliir, bu tiplerin santral sinir sistemini infiltre
etmeye egilimleri fazladir. AML’nin diger semptomlari ise eklem agrisi, kemik agris1 ve

kilo kaybidir (14,16).

2.1.3.1.1.4. Akut Miyeloid Losemilerde Tani

Tan1 periferik yayma ve kemik iligi incelemesi ile konulur. Kemik iligi
incelemesinde tan1 % 30 ve lizerinde miyeloid blastlarin saptanmasiyla konmaktadir.
Bazi arastirmacilar i¢in % 25°lik blast orani tan1 koymada yeterli oldugu seklindedir.
Ancak hastalari % 10’unda periferik yaymada blast bulunmaz. immunfenotiplendirme
de ayirict tanmida son yillarda Onem kazanmustir. Akut promyelositer losemide
koagiilasyon testleri de yapilmalidir, ¢iinkii bu hastalarda yaygin damar i¢i pihtilasmasi
artmigtir. AML’de peroksidaz ve Sudan-black boyama testi pozitifdir; ALL de ise
negatifdir. Monoblastik 16semide nonspesifik esterazlar ile hiicre sitoplazmasi
boyanabilir. Folik asid ve vitamin B12 eksikligi ile olusan megaloblastik kemik iligi
degisiklikleri AML ile karisabilir (15).

2.1.3.1.1.5. Akut Miyeloid Losemilerde Prognostik Faktorler
Prognoza etki eden ¢ok az faktor tespit edilmistir. Bazilarinin tedavinin etkinligi,
remisyona girme orani ve remisyonda kalig siiresi iizerinde etkili oldugu tespit

edilmistir. AML ig¢in 1yi prognostik ve kotii risk faktorleri Cizelge 2.3.’de gdsterilmistir
(14,16).
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Cizelge 2.3. AML’de iyi prognoz ve kot risk faktorleri

Faktor

Iyi Prognoz Kriterleri

Kotii Risk Faktorleri

Lokosit Sayisi

< 100.000/mm?®

> 100.000/mm?

Sitogenetik t (8;21), Monozomi 7 (79-),
t(9;11) / AML M3, trizomi 8,
inv(16) / AML M4 5 ve 7. kromozom anomalileri
Down sendromu
Sekonder AML varlig Olmamasi iyi Olmasi kot

(MDS veya kemoterapi sonrasi)

Tam remisyonla sonuglanan tedavi kiirti 1 1’den fazla, tedaviye ge¢ yanit
say1sl
Hastanin Yas1 2-60 <2,>60
FAB Subtipi M; ve M; (Auer cisimcigi | AML My, My, Ms, Mg, ve My
(+) ise), M3 ve My ¢ subtipleri

subtipleri

Ekstramediiller ve MSS tutulumu

Olmamasi iyi

Olmasi koti

Coklu ilag direnci

Olmamasi iyi

Olmasi koti

Laboratuvar bulgular1

LDH’1n diisiik olmast

LDH’1n yiiksek olmasi

2.1.3.1.1.6. Akut Miyeloid Losemilerde Tedavi

Indiiksiyon ve postremisyon tedavisinden olusur. AML Mz3’iin tedavisi ayri
olarak degerlendirilir. Kalic1 remisyon saglamak icin indiiksiyon tedavisi sonras1 kemik
iligi trasplantasyonu ya da postremisyon yiiksek doz sitosin arabinosid (ARA-C)
onerilmektedir. M3 subtipde ise DIC yiiziinden erken mortalite yiiksek olmasina ragmen
uzun donem yasam agisindan en iyl prognoza sahiptir. Retinoik asitlerin tedavide
kullanilmast ile %90 tam remisyonlar elde edilmekte ama bu remisyonlar kalici
olmamaktadir. Onerilen tedavi retinoik asit ve bunu takiben kemoterapidir. AML’de
tam remisyon oran1 % 40-70 arasindadir. AML’de kesin remisyon kriterleri sunlardir;
hastanin klinik olarak herhangi bir sorununun olmamasi, hemoglobin, lokosit ve
trombosit sayisinin normal olmasi, periferde blast olmamasi ve kemik iliginde blast
sayisinin %5’in altinda olmasidir. Bu kriterler saglandiktan sonra tam remisyondan

bahsetmek miimkiin olabilir (15).
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2.1.3.1.2. Akut Lenfoblastik Losemi

Lenfoblastlarin maturasyon asamasinda kesintiye ugramasi ve g¢ogalmasi ile
karakterize olan fatal seyirli bir l6semi tipidir. Hastalik kemik iligi kokenli olup,
16semik hiicreler T lenfoblast veya B lenfoblastlarin 6zelliklerini tagirlar. ALL’deki
l6semik lenfoblastlar, miyeloblastlardan daha kii¢iik olup yaklagitk 10-15 pm
capindadirlar. Genellikle dar bazofil ve graniilsiiz bir sitoplazmasi bulunur ve hiicre
cekirdegi yuvarlak ya da kivrimlidir. ALL, 16semi tipleri i¢inde tedaviye en iyi yanit
veren gruptur. Tim g¢ocukluk ¢agi I6semilerinin ise % 15-20’sini meydana getirirler.
Hastalik, erkeklerde kizlara nazaran daha sik goézlenir. ALL, ilk pikini 2-5 yaslar
arasindaki cocuklarda, ikinci pikini ise 69 yasindan sonra erigkinlerde yapar. Hastaligin
prognozu 2-10 yas arasindaki kiz g¢ocuklarinda iyiyken, erkeklerde ve diger yas
gruplarinda ise nispeten daha kotiidiir. Lokosit sayisinin asirt artmasi, miyeloid antijenin
varlii, periferik yaymada blastlarin bulunmasi ve kemik iliginde asir1 derecede

blastlarin bulunmasi (> %5) hastaligin prognozunu koétiilestirir (22).

2.1.3.1.2.1. Akut Lenfoblastik Losemilerin Etiyolojisi

ALL etiyolojisinde de AML’ye benzer sekilde genetik faktorler onemli rol
oynarlar. Bunlarin basinda Trizomi 21 (Down sendromu), Falconi anemisi, Bloom
sendromu, Rubenstein Taybi sendromu, Schwachmann Sendromu ve Ataksia
Telenjiektazi gelir (22,23).

Baz1 parenteral maruziyetler de ALL etiyolojisinde onemli bir yer kaplar.
Bunlardan en Onemlileri intrauterin radyasyon ve annenin sigara i¢gmesidir. Ayrica
mesleki faktorler, immunolojik faktorler, viral ajanlar, iatrojenik faktorler ve cevresel
faktorler de ALL olusumuna yol acabilirler. Bunlara ek olarak malign hastaliklara

sekonder olarak gelisen ALL’ler de mevcuttur (24,25).

2.1.3.1.2.2. Akut Lenfoblastik Losemilerin Siniflandirilmasi

Son halini 1981’de alan FAB smiflandirmasina gore Akut Lenfoblastik
Losemiler; ALL L1, ALL L2 ve ALL L3 olmak {izere ii¢ gruba ayrilirlar:
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FAB L1: Hiicreler homojen ve kiiciik olup, sitoplazmalar1 hafif bazofilik ve dardir.
Cekirdek sinirlart diizenlidir ve koyu boyanir. Cekirdekgik yoktur ya da ¢ok kiigiik ve
belirsizdir.

FAB L2: Hiicreler hetorojen ve daha biiyilk olup, sitoplazmalar1 daha genistir.
Degisken derecelerde bazofilik boyanir. Cekirdek sinirlart diizensizdir ve ¢ekirdekgik
belirgin olup, bir veya daha fazla sayidadir.

FAB L3: Hiicreler homojen ve biiyiik olup, sitoplazmalar1 koyu bazofilik ve genistir.
Sitoplazmada belirgin vakuolizasyon vardir. Cekirdek yuvarlak, smirlar1 diizenlidir.
Cekirdeke¢ik biiyiikk ve belirgin olup vezikiiller igerir. Bu hiicrelerde mitoz siktir.
Genellikle yiizey immunglobulin yapist (B-cell ALL) igerir ve Burkit lenfoma ile
benzerlik gosterir. Bu yiizden ALL L3, Burkitt lenfomasinin 16semik sekli olarak da
bilinir (26). Cizelge 2.4.’de ALL’nin FAB simiflamas1 ve L1’den L3’¢ kadar olan alt
tiplerinin yapisal ve klinik 6zellikleri gosterilmistir (22,23).

Cizelge 2.4. ALL’de FAB siniflandirmasi

Tip Morfoloji PAS | Prognoz Diger

L1 | Kiiclik, homojen, ¢ekirdek/sitoplazma | ++ Iyi Cocuklarda sik
orani yliksek, belirsiz, tek
cekirdekeikli hiicreler

L2 | Biiyiik, ¢ekirdek/sitoplazma orani + Orta Yetiskinde sik
diisiik, belirgin, birden ¢ok
cekirdekcikli hiicreler

L3 | Tektip, bazofilik vakuollu, biiyiik - Koti Burkit lenfomanin
vezikiiler ¢ekirdekcik iceren hiicreler 16semik formu olup

nadiren gortliir

Cocukluk ¢ag1 ALL olgularinin yaklasik %85-86’ st ALL L1, %13-14’i ALL
L2 ve %1’i ALL L3 tipindeyken erigkinlerde ise en sik L2 tipine rastlanmaktadir.
Yapilan arastirmalar ALL’ de FAB smiflandirmasinin  hastaliin  remisyonu,
indiiksiyonu, hastaliksiz sagkalim ile toplam sagkalim siiresi agisindan oldukga belirgin
bir prognostik faktoér oldugunu gostermistir. ALL L1’li hastalar daha yiiksek remisyon

indiikksiyon orani, uzamig remisyon ve sagkalim orami gésterirler. ALL L2
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morfolojisindeki hastalar ise diger prognostik faktdrlerden bagimsiz olarak daha yiiksek
relaps oranina ve kotii prognoza sahiptirler. ALL L3’1i hastalar ise en kotii prognoza
sahiptirler.

ALL’li hastalarin yaklagik yarisinin hiicrelerinde PAS boyasi ile reaksiyona
giren biiyiik bloklar halinde glikojen inkliizyonlar1 vardir. Lenfoblastlarda, graniilositik
ve monositik enzimler bulunmadigindan dolayr peroksidaz, sudan black, Kklorasetat
esteraz ve nonspesifik esteraz gibi sitokimyasal boyalariyla reaksiyon vermezler.
ALL’li olgularin % 90 gibi biiyiik bir ¢cogunlugunda 16semik lenfoblastlar “Terminal
deoksiniikleotidil Transferaz (TdT)” adi verilen bir niikleer enzim igerirler. AML’li

hastalarda ise TdT pozitifligi ¢ok nadirdir (27).
2.1.3.1.2.3. Akut Lenfoblastik Losemilerde Klinik ve Laboratuvar Ozellikler

Akut 16seminin en onemli klinik belirti ve bulgulari kemik iliginin ya da diger
organlarin losemik hiicrelerce infiltrasyonu, normal hematopoezin ve etkilenen organ
fonksiyonlarinin bozulmasiyla ortaya c¢ikar. ALL’deki kan tablosu AML’ye oldukca
benzer. Hastalik ALL’li ¢ocuklarda genellikle herhangi bir belirti vermeden birdenbire
agir bir klinik tablo seklinde baslar. Belirtilerin baglamasi ile taninin konmasi arasinda
gecen silire birkac giin ile birka¢ hafta arasinda degisir. Kemik iligi yetmezligi ilk
bulgulardan birisidir ve bunu ekstramediiller infiltrasyon izler. Ates (% 43-61), kanama
(% 24-55), solukluk (% 39-55), purpura, petesi ( % 70), halsizlik ( % 30), istahsizlik ( %
17-33), abdominal agr1 ( % 9-19) ve kemik-eklem agrist (% 31-38) ALL’nin en 6nemli
semptomlaridir. Hastalarda kemik iligi yetmezligine bagli kanama disinda nétropent
nedeniyle enfeksiyona egilim de artmistir. Mukoza kanamalar1 ise trombosit sayisi
20.000/mm? altma diisiince belirginlesir. Kemik korteksine ve eklem kompartmanina
16semik hiicre infiltrasyonu nedeniyle kemik ve eklem agrilari meydana gelir.
Lenfadenopati ve ¢esitli derecelerde hepatosplenomegali goriiliir.

Laboratuvar bulgusu olarak kemik iligi yetmezlik bulgular1 olan trombositopenti,
ndtropeni ve normositik anemi goriiliir. Bunlara ek olarak l6kositoz da goriilebilir.
Bunlarin ¢ogu immatiir lenfoblastlara aittir ve periferik yayma ile kolayca gosterilebilir
(22,24).
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2.1.3.1.2.4. Akut Lenfoblastik Losemilerde Tan

Losemi tanisi, periferik kan ve kemik iligi bulgulariyla kolayca konabilse de
nadiren bazi hastaliklarla karisabilmektedir. Bu hastaliklarin bagsinda enfeksiyoz
mononiikleoz, aplastik anemi ve lokomoid reaksiyonlar gelmektedir. Enfeksiy6z
mononiikleaz da ates, halsizlik, lenfadenopati, splenomegali ve lenfositoz bulgulari
vardir. Trombositopeni ve immun hemolitik anemi goriilebilir. Bu hastalikta atipik
lenfositlerin goriilmesi karakteristik bulgudur. Spesifik virolojik tetkikler ile tani
konulur. Lokomoid reaksiyon, 6zellikle sepsis bogmaca, sifiliz, Down sendromu, akut
hemoliz, graniilamatdz hastaliklar, kemik iligine metastatik tiimdrlerde goriilebilir. Altta
yatan hastaligin diizeltilmesi ile 16komoid reaksiyon diizelir. Cocuklarda ates, artralji,
artrit veya ekstremite agiris1 juvenil romatoid artrit ile karistirilabilir. Anemi, 16kositoz
ve hafif splenomegali her juvenil romatoid artritli gocukta vardir. Kemik agrilari
nedeniyle artrit veya osteomyelit ile karistirilabilir. Pansitopeni ve ates cocukluk
caginda aplastik anemi ve ALL’de sik goriilen semptomlardandir. Ancak aplastik
anemide lenfadenopati ve hepatosplenomegali goriilmez. Aplastik anemide kemik iligi
hiposelliiler, normal prekiirsorler azalmis, kiiciik lenfositler goriiliir. Myeloproliferatif
sendromlar ve prelosemik durumlarda kemik iligi dismyelopoetik 6zelliktedir. Kemik
iliginde infiltrasyon yapan malignensilerden ndroblastoma ¢ocukluk ¢aginin en sik solid
timori olup %70 kemik iligine infiltrasyon yapar (25).

Losemi tanisi tek basina periferik yayma ile yapilmaz. Ciinkii osteopetrozis,
myelofibrosis, graniilamatoz enfeksiyonlar, sarkoid, Ebstein Barr viriisii enfeksiyonu,
akut viral enfeksiyonlar, bogmaca, sifiliz gibi enfeksiyonlarda 16semi ile karisan
periferik yayma bulgular1 vardir. Bu nedenle 16semi tanist kemik iligi muayenesi ile
konulur. Normal kemik iliginde blast sayist %5’den azdir. Losemi tanist koymak i¢in

kemik iligi incelemesinde hiicrelerin minimum %?25’inin lenfoblast olmas1 gerekir.
2.1.3.1.2.5. Akut Lenfoblastik Losemilerde Prognostik Faktorler
ALL’de en 6nemli prognostik faktor etkili tedavidir. Cok kiigiik ¢ocuklarda veya

10 yasindan biiytiklerde tedaviye yanit iyi degildir. Lokosit sayis1 yiiksek olan hastalarin
standart tedaviye yanitlari iyi degildir, rekkiirens orani fazladir (23,24).
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Cizelge 2.5. ALL’de iyi prognoz ve kot risk faktorleri

Faktor Iyi Prognoz Kriterleri Kotii Risk Faktorleri
Hiicre tipi erken pre-B, B.ALL
null ALL
cAlLLa (+) )
Lokosit sayisi <10.000/mm? >50.000/mm?®
Yas 3-5 yas <2 veya >10 yas
Cinsiyet Kiz Erkek
SSS tutulumu ) (+)
Organomegali ) (+)
Mediastinal Kitle O] (+)
Filadelfiya (Ph) ) (+)
kromozomu varligi

2.1.3.1.2.6. Akut Lenfoblastik Losemilerde Tedavi

ALL vakalarmda kemoterapi ile %95 oraninda remisyon saglanir. ilk 4 haftada
remisyon saglanmayan vakalarda prognoz iyi degildir. Cok yogun indiiksiyon tedavisi
morbidite ve mortaliteyi arttirir. Bu nedenle hastalar tedavinin basinda iyi veya risk
grubu olarak ayrilarak remisyon indiiksiyon protokolii ona gore secilir. Kotii risk
grubunda (lokosit sayisinin yiiksek olmast T veya B tipi lenfoblast olmasi, Ph
kromozomunun pozitif olmasi, SSS, mediasten infiltrasyonunun olmasi) daha agressif

protokol uygulanir (23).

2.1.3.1.2.7. Akut Losemiler ve Genetik Yatkinhk

Hergiin ylizlerce ila¢ ve kimyasali isteyerek veya istemeyerek viicudumuza
almaktayiz. Bu kimyasallar viicuda alindigi andan itibaren biyotransformasyona
ugrayarak pargalanirlar. Bu transformasyon sonucunda viicuda alinan kimyasallar ya
prokarsinojen 6n maddeleri daha karsinojen aktif maddelere metabolize ederler ya da

daha az karsinojen metabolitlere pargalarlar. Biyotransformasyonda rol oynayan
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enzimler ise viicutta genler tarafindan kodlanirlar. Bu genlerdeki mutasyonlar ve
polimorfizmler sonucunda enzim sentezinde artma yada azalma meydana gelebilir. Bu
enzimler eger akut 16semi patogenezinde rol oynayan bir kimyasalin veya ilacin
metabolizmasini iistleniyorsa sonugta akut I6semiye yatkinligi arttirabilir veya tam
tersine koruyucu rol iistlenebilir. Bu konuda yapilan arastirmalarda CYP1A1, CYP2DG6,
CYP2E1, GSTT1 ve GSTM1 genlerinin 16semiye yatkinligi arttirdigi tespit edilmistir
(1,2,23,24).

2.2. Ksenobiyotik Metabolizmasi

Organizmaya disaridan giren yabanci maddelere ksenobiyotik (yunanca “xenos”
=yabanci) denilmektedir. Son zamanlarda artan sanayilesme ve kentlesmenin bir sonucu
olarak canlilar pek cok ksenobiyotiklerle karsi karsiya kalmaktadir. Bu maddeler
genelde lipofilik yapida olup lipid membranlardan gegerek lipoproteinlerle viicut
stvilarina tasinirlar. Lipofilik ksenobiyotikler ¢ok ¢abuk emilir ancak fizyolojik pH’da
iyonize olamadiklarindan dolay1 ¢ok az itrah edilirler. Canli organizma bu toksik etkiyi
ortadan kaldirmak icin lipofilik yapidaki ksenobiyotikleri hidrofilik bilesiklere
donistiirir.  Biliylik oranda enzimatik olarak gergeklesen bu reaksiyonlara
biyotransformasyon denilmektedir. Biyotransformasyonun yer aldig1 organlar karaciger
basta olmak lizere akciger, bobrek, barsak, deri, testis, plasenta ve bobrekiistii bezlerdir.
Kimyasal maddelerin enzimatik olarak transforme edilip hidrofilik metabolitlere
dontismesi Faz I, bu hidrofilik molekiillerin endojen maddelerle birlesip inaktif hale

dontigsmesi ise Faz II reaksiyonlarini olustururlar (28,29).

2.2.1. Faz I Reaksiyonlari

Faz I reaksiyonlar1 genelde ksenobiyotiklerin -OH, -NH; ve -SH gruplarina
enzimatik yolla birtakim molekiiller baglanarak daha polar yapilarin olustugu ve
hidrofilik 6zelligin arttig1 reaksiyonlardir. Faz I enzimleri lipofilik maddeleri polarize
ederek Faz II enzimleri tarafindan taninabilmelerini saglarlar. Bu reaksiyonlar
organizma i¢in zararli olan bir¢cok kimyasal maddenin yani sira safra asitleri, yag

asitleri, hormonlar ve prostaglandin gibi endojen maddelerin metabolizmasinda rol
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oynarlar. Faz I reaksiyonlar1 oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz reaksiyonlarini igerir

(28).
2.2.1.1. Oksidasyon (Yiikseltgenme)

Oksidasyon tepkimeleri biyotransformasyonun biiyiik bir kismindan sorumludur.
Ksenobiyotiklerin % 90-95’i bu yolla metabolize olurlar ve yiikseltgenmeden sonra
aktivasyon olusur. Yiikseltgenme tepkimeleri mikrozomal ve non-mikrozomal enzim
sistemleri tarafindan gerceklestirilirler.

1) Mikrozomal enzim sistemleri
a) CYP igeren monooksijenazlar
b) Flavin igeren monooksijenazlar
2) Non-mikrozomal enzim sistemleri
a) Sitozolik enzimler (Alkol dehidrogenaz, Aldehit dehidrogenaz)
b) Mitokondriyel enzimler (Monoamin oksidaz, Diamin oksidaz, Ksantin oksidaz,
Histaminaz)

Onemli oksidasyon reaksiyonlarindan bazilar1 sunlardir; alifatik hidroksilasyon
(yan zincir oksidlenmesi), aromatik halka hidroksilasyonu (AHH), -N, -O, -S
dealkilasyon, desiilfiirasyon, o -metilli aminlerin oksidatid deaminasyonu, -N, -S, -P
oksidasyon (siilfidril olusumu), -N hidroksilasyon, oksidatif deaminasyon, epoksit

olusumu ve desiilflirasyon ve ester kirilmasi.
2.2.1.2. Rediiksiyon (indirgenme)

Oksidasyon tepkimelerinden daha seyrek rastlanan rediiksiyon tepkimeleri; azo
gruplarinin aminlere, nitro gruplarmmin amin ve hidroksilaminlere ve aldehidlerin
alkollere doniismesi reaksiyonlarini igerirler.

Onemli rediiksiyon reaksiyonlarindan bazilari; aldehitlerin ve ketonlarin
alkollere donilisiim reaksiyonlari, azo ve nitro gruplarmin aminlere doniisiim
reaksiyonlari, nitro gruplarinin hidroksilaminlere doniisiim reaksiyonlari, disiilfiirlerin

indirgenmesi, ¢ift baglarin indirgenmesi ve As™’in As*?’e indirgenmesidir.
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2.2.1.3. Hidroliz (Kirilma)

Hidrolitik reaksiyonlar sadece Faz I reaksiyonlarda goriiliir ve enerjiye gereksinim
duymazlar. Hidroliz enzimleri, plazmada, karacigerde, intestinal mukozada, bobrekte,
kaslarda ve sinir dokusunda bulunur. Dekarboksillenme, glikozidlerin hidrolizi, -O, -N
ve -S dealkilasyonu ve esterlerin ve amidlerin hidrolizi 6nemli hidroliz reaksiyonlari

arasindadir.

2.2.2. Faz Il Reaksiyonlari

Faz II reaksiyonlarinda ksenobiyotik veya metabolitine kovalent bagla bir
radikal veya molekiil baglanir. Bu konjugasyon sonucunda daha polar metabolitler
olusarak idrarla atilimi kolaylasir. Faz II reaksiyonlarindan bazilari; glukuronik asitle
birlesme, -N ve -O metilasyonu, -N asetilasyonu, siilfat ve glutatyon konjugasyonu ve
amino asit konjugasyonudur (29). Faz II reaksiyonlarda gbrev alan non-mikrozomal

enzimler sunlardir:

a) -N asetil transferaz e) Sulfonil transferaz

b) Glukuronil transferaz f) Metil transferaz

c) Glutatyon S-transferaz g) Tiyopurin metil transferaz

d) Uridin difosfat glukuronil transferaz h) Katekolamin O-metil transferaz

[lag ve ksenobiyotiklerin faz I ve faz II reaksiyonlarmi igeren biyo-

transformasyonlar1 Sekil 2.3.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. ila¢ ve ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu

2.2.3. Sitokrom P450 Enzimleri

Sitokrom P450 enzimleri biyotransformasyon yapan enzimlerin 6nemli bir
kismini olustururlar. Bu enzim grubu tamamen tanimlanmis olup karma fonksiyonlu
oksidazlar veya monooksijenazlar olarak da adlandirilirlar. Sitokrom P450 enzimleri
ilaglar ve diger ksenobiyotiklerin diginda steroidler, yag asitleri, prostaglandinler ve
biyolojik aminler gibi endojen maddelerin oksidasyonunda ve biyosentezinde goérev
alirlar (30,31).

CYP enzimleri insandan hayvana, bitkiden bakteri ve mayalara kadar genis bir
alana yayilmgtir. Biitiin canlilarda toplam 2400 tane CYP geni tanimlanmustir. Insanda
bu say1 57 iken farede 85°dir. Ancak bunlarin hepsi ksenobiyotik metabolizmasinda rol
almamaktadir.

Sitokrom P450 enzim sistemi iki bilesenden olusur; demir (Fe+3) iceren ve
sitokron P450 de denilen hemoprotein kisim ve NADPH-Sitokrom P450 rediiktaz adi
verilen flavoprotein kisimdir. Sitokrom P450, enzim sisteminin substratt ve oksijen
baglayan yeridir. Flavoprotein kisim ise elektron tasiyici sistem olatrak gorev yaparlar.

Sitokrom P450 enzimleri katalizledikleri reaksiyondaki iki oksijenden birini
substrata katarken digerini indirgeyerek su meydana getirir. Sitokrom P450 enzimleri
basta karaciger olmak {izere gastrointestinal kanal mukozasinda, akcigerde, bobrekde,

ciltte, santral sinir sisteminde, plazma ve eritrositlerde, agiz mukozasinda, dis etinde ve
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plasentada bulunur. Sitokrom P450 enzimleri ilaglarin ve gevresel karsinojenlerin
yaklasik % 50’sinden fazlasini metabolize ederler (32-34).

CYP’nin katalizledigi oksidasyon reaksiyonu:

NADPH + H* + O, + RH — NADP" + H,0 + ROH

Indirgenmis sitokrom P450, CO ile yapti§1 kompleksin 450 nm’de maksimum
absorbans vermesinden dolay1 bu ismi almistir. Denatiire olan sitokrom P450, 450
nm’deki pikini kaybeder ve diger hem proteinleri gibi (hemoglobin v.b.) 420 nm’de
absorbans verir.

Sitokrom P450’leri mikrozomlardan izole etmek i¢in iyonik ve non-iyonik
deterjanlar, siilfidril ajanlar, gliserol ve metal selatorler gibi denatiire edici ajanlar ile
klasik ultrasantrifiij, CaCl; ile diisiikk devirde ¢oktiirme, kolon kromatografisi veya
polietil ile diisiik devirde ¢oktiirme gibi ayirma metodlar1 kullanilmaktadir (30,32).

Ayristirilan sitokrom P450’lerin tanimlanmasi elektroforez,
immunohistokimyasal yontemler, peptid baglanmast ve amino asit dizilisleri
incelenerek yapilir.

CYP enzimlerinin en 6nemli komponenti olan sitokrom P450’nin ¢ok sayida
izoenzimi mevcut olup her biri farkli genler tarafindan kodlanip sentezlenmektedir.
Ayrica her P450 izoenzimi igin belirli substrat, indiikleyici ve inhibitérler mevcuttur
(31).

Sitokrom P-450 izoenzimleri substrat seciciligi, katalitik aktiviteleri ve in vitro
kosullarda spesifik antikorlar tarafindan inaktive edilmelerine gore smiflandirilirlar.
Enzimlerin amino asit dizilimi en az % 36 homolog ise aile olarak kabul edilir.
Adlandirmaya gore CYP; Sitokrom P-450’yi, sonrasinda gelen say1 ise enzim ailesini
ifade eder. Her P450 kendi icinde alt ailelere ayrilir. Alt ailelerin amino asit dizilisi en
az % 75 homoloji gosterir ve sayidan sonra gelen ana harflerle belirtilirler (CYPIA,
CYP1B). Harften sonra gelen say1 ise bireysel izoenzimleri tanimlar. Sitokrom P450
proteinlerini kodlayan genlerin meydana getirdigi siiper aile de ayni sistematige gore
yapilir ancak italik yaziyla belirtilir (CYP 2B6).

Ik ii¢ sitokrom P-450 ailesi ksenobiyotik metabolizmasinda rol oynamaktadir.
CYP 4 enzim ailesinin de baz1 ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol aldigi son

zamanlarda yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Sitokrom P-450 enzimlerinden bazilari
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ksenobiyotikleri aktif ara {iriinlere doniistiiriirler. Bu aktif ara tiriinler oldukc¢a toksik ve
karsinojenik olup, bunlar Faz II enzimleri tarafindan ¢esitli endojen mokiillerle
glukuronik asit, siilfat veya glutatyon) konjuge ederek nétralize ederler veya aktif
karsinojenik ftriinler hiicresel komponentlere (DNA, protein vb.) kovalent olarak
baglanarak toksik etki gosterirler. Kimyasal maddelerin aktivasyonu ve
detoksifikasyonu arasinda bir denge vardir ve bu denge aktivasyon yoniine kaydiginda
toksik etkiler gézlenir (33,34).

Insanlarda simdiye kadar 18 kadar CYP enzim ailesi tespit edilmis olup
bunlardan toplam 57 fonksiyonel gen ve 58 psddogen kodlanmaktadir (Cizelge 2.6.)
(32,33).

Cizelge 2.6. Sitokrom P-450 enzim aileleri, alt aile sayilari, igerdikleri gen sayilar1 ve fonksiyonlari

Sitokrom P-450 | AltAile | onKsivonel .
. A Gen Fonksiyonu
Enzim Ailesi sayisi
sayisi
CYP1 3 3 Ksenobiyotik Metabolizmasi
CYP2 13 16 Ksenobiyotik ve Steroid Metabolizmasi
CYP3 1 4 Ksenobiyotik ve Steroid Metabolizmasi
CYP4 5 12 Arasidonik asit ve Yag Asidi Metabolizmasi
CYP5 1 1 Tromboksan A, sentezi

CYP7A (Safra asit biyosentezi,
CYP7 2 2 steroidlerin 7 a-hidroksilasyonu)

CYP7B (Beyine spesifik 7 a-hidroksilaz)

CYP8A (Prostasiklin Sentezi)

CYP8 2 2

CYP8B (Safra Asidi Biyosentezi)
CYP11 3 3 Steroid Biyosentezi
CYP17 1 1 Steroid Biyosentezi (17 a-hidroksilaz)
CYP19 1 1 Steroid Biyosentezi (aromataz)
CYP20 1 1 Bilinmiyor
CYpP21 1 1 Steroid Biyosentezi
CYP24 1 1 Vitamin D yan zincir reaksiyonu
CYP26 3 3 Retinoik asid hidroksilasyonu
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CYP27A (Safra asidi biyosentezi)
Cyp27 3 3 CYP27B (Vitamin D3’in 1 a-hidroksilasyonu)
CYP27C (Bilinmiyor)

CYP39 1 1 24-OH kolesteroliin 7 a-hidroksilasyonu
CYP46 1 1 Kolesteroliin 24-hidroksilasyonu

Kolesterol biyosentezi (Lanosterol 14 a-
CYP51 1 1 .

demetilaz)

CYP genlerinin iirlinleri olan enzimler pek c¢ok ilacin ve ksenobiyotiklerin

metabolizmasindan sorumludurlar. CYP enzimleri ve substratlar1 Cizelge 2.7.°de

gosterilmistir (31,33).

Cizelge 2.7. Sitokrom P-450 enzimleri ve substratlari

CYP Enzimleri Substratlar:

CYP 1A1 7-etoksiresorufin

CYP 1A2 Verapamil, imipramin, amitriptilin, fenasetin, parasetamol, kafein, teofilin,
fenasetin, klozapin, propafenon, dantrolen, klorzaksazon, prokarbazin,

tamoksifen, estradiol, lidokain, teobromin

CYP 2A1 Kumarin

CYP 2A6 Nikotin, kumarin

CYP 2B6 Siklofosfamit, 7-etoksiresorufin, diazepam, etilmorfin, kokain, ifosfamid

CYP 2C9 Diklofenak, naproksen, proksikam, S-warfarin, debrizokin, spartain,

Dekstrametorfan, tolbutamid, ibuprofen, mefenamik asit, fenotein,
tenoksikam, tetrahidrokannabiol, tienilik asit
CYP 2C19 Diazepam, omeprazol, imipramin, amitriptilin, R-warfarin, S-mefenitoin,
propranolol, proguanil

CYP 2D6 Amitriptilin, kaptopril, kodein, mianserin, klorpromazin

CYP 2E1 Dapson, etanol, halotan, parasetamol, klorzaksazon

CYP 3A3/4 Alprazolam, sisaprid, terfenadin, kortizol, eritromisin, lidokain, triazolam,
dapson, siklosporin, kinidin, kalsiyum kanal blokerleri, siklofosfamid,
oleandomasin, ifosfamid, ketakanazol, mikonazol, kortizol, prednizol,

testesteron, midezolam
CYP 3A5 Nifedipin, kortizol
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Ksenobiyotik CYP enzimleri

ilaglarin  yam

sira bazi

metabolizmasindan da sorumludurlar (Cizelge 2.8.) (31,32,34).

Cizelge 2.8. Endobiyotik metabolizmasinda rol alan enzimler, substratlar1 ve reaksiyon tipleri

CYP Enzimleri Substrat Reaksiyon Tipi

CYP 1A2 Arasidonik asit Oksidasyon
Estradiol, Estron 2-hidroksilasyon

CYP 1B1 Estradiol 4-hidroksilasyon

CYP 2C8 Retinol, Arasidonik Asit Oksidasyon

CYP 2C9 Retinol, Arasidonik Asit Oksidasyon

CYP 2E1 Aragidonik asit Oksidasyon

CYP 3A4 Testosteron, Progesteron 6-B ve 2-p Hidroksilasyon
Estradiol, Estron 2-hidroksilasyon

CYP 3A7 Dehidroepiandrosteron 16-a Hidroksilasyon

CYP 4A1 Testosteron, Progesteron 6-B ve 2-p Hidroksilasyon

Yag asitleri - Oksidasyon

Ksenobiyotik CYP’lerin insan viicudunda bulunma oranlart da degiskenlik

gosterir (Cizelge 2.9.) (33,34).

Cizelge 2.9. Sitokrom P-450 enzimleri ve viicutta bulunma oranlari

CYP enzimleri

Viicutta bulunma oranlar

CYP3 % 31
CYP 2C11 % 16
CYP 2E1 % 13
CYP 1A2 % 13
CYP 1A6 % 8
CYP 2C6 % 6
CYP 2A6 % 4
CYP 2D6 % 2
Digerleri %7
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Ilag ve ksenobiyotik biyotransformasyonunda rol alan enzimlerin metabolize

ettikleri ilag sayisina gore oranlar1 da Cizelge 2.10°da gosterilmistir (32).

Cizelge 2.10. Sitokrom P-450 enzimleri ve metabolize ettikleri ilag ve kimyasallarin yiizdeleri

CYP enzimleri Metabolize ettikleri maddelerin yiizdeleri
CYP 3A4 % 55
CYP 2D6 % 30
CYP 2C9 % 10
CYP 1A2 % 2
Digerleri % 3

2.2.3.1. Sitokrom P-450 Enzim Sisteminin Reaksiyon Mekanizmasi

Sitokrom P-450 enzim sisteminin 6nemli komponentlerinden biri olan hem
grubunun en 6nemli fonksiyonu, molekiiler formdaki oksijeni reaktif atomik forma
dontistiirmektedir. Reaksiyon olmadigi zamanlarda (dinlenme fazinda) hem grubunda
bulunan demir, +3 degerliklidir (trivalenttir). Reaksiyonun baslangicinda substrat hem
grubunun yakininda bir yere baglanir. Bunun sonucunda +3 degerlik indirgenerek +2
degerlikli hale gelir ve Oz’nin baglanmasina olanak saglar. Bu elektron disinda bir

*2yi Fe*¥ e cevirir ve bagli oksijeni peroksite indirger.

elektron daha gruba eklenerek Fe
Bu arada formdan bir hidroksil iyonu (OH") uzaklastirilir. Bu reaksiyon sonucunda
reaktif oksijen formu olusurken, su agiga cikar. Olusan reaktif oksijen formundaki
demir, +4 degerliklidir (tetravalent) ve aktiflestirilmis oksijen atomuna sahiptir. Bu
oksijen kendisini substratin bir R-H bagina sokarak hidroksil grubunu olusturur. Daha

sonra son lriinlin saliverilmesinin ardindan orijinal enzim tekrar meydana gelir (Sekil

2.4 (30,31,33,34).
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Sekil 2.4. Sitokrom P-450 enzimlerinin reaksiyon basamaklari

2.2.3.2. Sitokrom P-450 Sistemine Etki Eden Faktorler

Sitokrom P-450 enzim sistemi {izerinde birgok faktor etkilidir. Bunlar:

1) Kimyasal maddenin yapisal 6zelligi 6) Patolojik durumlar

2) Tir farklihig: 7) Hamilelik

3) Yas 8) Hormonlar

4) Cinsiyet 9) Kimyasal maddelerle etkilesim

5) Beslenme ve yasam tarzi 10) Genetik ve polimorfizm
2.2.3.2.1. Kimyasal Maddenin Yapisal Ozelligi

Bilindigi gibi bir enzimin aktivitesini belirleyen en Onemli Ogelerden birisi
enzimin aktif bolgesine ulasabilen substrat konsantrasyonudur. Metabolize olacak
kimyasal maddelerin de enzimle baglanan miktari, biyotransformasyonun hizin1 ve
yolagim etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Kimyasal maddenin, enzimle etkilesen
miktarin1 belirleyen faktorler arasinda; kimyasal maddenin yapisi (lipofilik yada
hidrofilik olmas1), dolasimda bulunma sekli (proteine bagli veya serbest), dozu,
uygulama sekli (oral, inhalasyon, intramuskuler veya intravendz) ve maruz kalma sekli
(oral, inhalasyon) yer alir. Lipofilik maddeler kan dolasimina, oradan da hiicre

membranindan kolayca gecerek intraselliiler enzimlere ulasabilirler. Ksenobiyotiklerin
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tasiyic1 bir proteine Ozellikle de albumine baglanmasi bu maddelerin pargalanma

kapasitesini azaltir (34).

2.2.3.2.2. Tiir Farklihg:

Ksenobiyotiklerin biyolojik yarilanma 0mrii, organizmanin tiirii ve soyuna gore
degiskenlik gosterebilmektedir. Bir toksik maddenin yarilanma 6mrii ne kadar uzunsa,
toksik etkisi de o kadar fazla olur. Ornegin bir uyku ilac1 olan hekzobarbitalin yar1 émrii
farade 19, sicanda 140, kopekde 260 ve insanda 360 dakikadir. Yani farmakolojik
etkisini en fazla insanda gosterebildigi gibi en fazla toksik etkiyi de yine insan da
gosterir.

Tiirlere gore kimyasal maddenin metabolizma yolunun farkli olmasi toksik
etkiyi etkilemektedir. Ornegin 2-naftilamin, insan ve kdpeklerde B-glukoronidaz enzimi
varliginda karsinojen bir madde olan 2-naftil hidroksilamine doniisiirken, idrar yolu
tiimdrlerine yol acabilmektedir. Ancak fare ve siganlarda bu enzim olmadigindan 2-
naftil hidroksilamin, glukuronid konjugati seklinde viicuttan atilir ve karsinojenik etki

gostermez (33,34).

2.2.3.2.3. Yas

Bir ¢ok enzimin oldugu gibi sitokrom P-450 enzimlerinin de aktiviteleri yeni
dogmus bebeklerde ¢ok diistiiktiir. Yapilan hayvan deneylerinde de dogumu takip eden
birkag¢ giin igerisinde sitokrom P-450 enzimlerinin hi¢ olmadigi veya c¢ok diisiik oldugu
tespit edilmistir. Bu nedenle memeli yavrular pek ¢ok ilag ve kimyasal maddelere karsi
daha duyarhdir. Ancak dogumdan belli bir siire sonra bu enzimlerin aktiviteleri normal
seviyesine gelir.

Erigkinlerde yapilan ¢alismalarda ise sitokrom P-450 enzimlerinin aktivitesinin
yasla ters orantili olarak degisim gosterdigi ve yaslhilarda, genglere nazaran oldukca
diisiik oldugu goriilmiistiir. Ancak yasin, sitokrom P-450 enzim sistemi {lizerindeki etkisi
genel kanaat ile bu sekilde olmasmma ragmen iki farkli mekanizmanin oldugu
varsayllmaktadir. Bunlardan birincisi; CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 ve

CYP3A3/4 enzimlerini igeren ve dogumdan sonra minimum seviyede olan ve yas ile
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beraber yiikselen, daha sonra da yaslilikta tekrar diisiise gecen gruptur. ikincisi ise

ozellikle CYP2E1’i igeren ve dogumdan sonra hizla azalan ve yagla beraber yiikselise

gegen gruptur (32,34).

2.2.3.2.4. Cinsiyet

Deney hayvanlarinda kimyasallara karst duyarlilik iki cinsiyette farklilik
gosterebilmektedir. Mesela disi siganlarin hekzobarbiitallerin etkisi altinda daha fazla
uyuduklar tespit edilmistir. Ayrica organikfosfatli bir insektisit olan parationun
disilerde daha etkili oldugu goriilmustiir. Erkek farelerin kloroform sonucunda olusan
nefrotoksisiteye daha duyarli oldugu tespit edilmistir. Disi sicanlara eksojen olarak
testosteron verilmesinin ilag ve ksenobiyotik biyotransformasyonunu arttirdigi
gozlenmistir.

Erkek ve disi deney hayvanlarinda cinsiyete spesifik CYP izoformlari tespit
edilmistir. Her iki cinsiyette de bulunan CYP enzimlerinin ekspresyonunun da
erkeklerde, disilere nazaran % 20-30 daha fazla oldugu goriilmiistiir. Insanlarda ise

cinsiyete bagimli degisiklikler goriilmemistir (31,34).

2.2.3.2.5. Beslenme ve Yasam Tarz1

Beslenme ve yasam tarzi, ila¢ ve kimyasallarin biyotransformasyonunda 6nemli
bir yer almaktadir. Kalsiyum, magnezyum, ¢inko, bakir ve sitokrom P-450 enziminin
kofaktorii olan demirin eksikliginde oksido-rediiksiyon tepkimelerinin hizlar1 azalir.
Makro ve mikro elementlerin viicuttaki miktarlar1 normale dondiigiinde enzimlerin
aktiviteleri de normale doner.

Vitamin eksikliginde de (6zellikle B, C ve E vitamin kompleksleri) ilag
biyotransformasyonu negatif yonde etkilenir.

Diyetle alinan proteinin miktar1 da ilag metabolizmasini etkiler. Diisiik proteinle
beslenen veya malabsorbsiyonu olan sicanlarda dimetil nitrozaminin karaciger hasari
yapmadigl veya az yaptigi tespit edilmistir. Bunun sebebininde dimetilnitrozaminin
azalan N-demetilasyonu sonucunda toksik metabolitlerinin azalmasindan dolay1 oldugu

diistinilmektedir.
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Doymamis yag ile beslenen sicanlarda da karaciger CYP konsantrasyonunun
azaldigr ve bunun da serbest yag asidi peroksidasyonunu arttirdigi tespit edilmistir

(33,34).

2.2.3.2.6. Patolojik Durumlar

Ksenobiyotik metabolizmasinda gérevli organlar herhangi bir patolojik durumda
fonksiyonlarin1 yapamazlar. Biyotransformasyonda en Onemli organ olan karaciger
hasar gordiigiinde sitokrom P450 enzim aktivitesi azalir. Ayrica viral enfeksiyonlar,
hepatokarsinoma, schistosomiasis, dogumsal sarilik, kronik hepatit ve alkolik sirozda
karaciger hasar goriir ve biyotransformasyon yetenegi azalir. Hepatik kan akimindaki
azalmalar da ksenobiyotigin klerensini ve biyotransformasyonunu etkiler.

Tikanma sariliginda dolasima c¢ikan safra asitleri, ilag metabolizmasinda rol
oynayan bazi enzimleri inhibe ederek biyotransformasyonu yavaslatir.

Kardiyak patolojilerde, sok, 6dem ve hipertansiyonda da biyotransformasyon
yavaglar. Renal disfonksiyonda da ksenobiyotik klerensi azalir. Ayrica testikiiler

harabiyet de sitokrom P450 enzim aktivitesini azaltmaktadir (33,34).

2.2.3.2.7. Hamilelik

Gebelik siirecinde bazi deney hayvanlarinda sitokrom P-450 enzim

aktivitelerinin azaldig1 gozlenmistir (33).

2.2.3.2.8. Hormonlar

Sadece cinsiyet hormonlar1 degil diger hormonlar da biyotransformasyonun
hizin1 etkileyebilmektedir. Eksojen olarak tiroksin verilen sicanlarda NADPH-oksidaz
ve NADPH-sitokrom rediiktaz aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir. Tiroidektomize edilen
erkek farelerde de hekzobarbitale cevap artar.

Adrenelektomili erkek siganlarda aminopirin ve hekzobarbital metabolizmasinin
bozuldugu tespit edilmistir. Hipofiz bezinin ¢ikartilmasi durumunda ise mikrozomal

enzim aktivitesi azalir (31,34).
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2.2.3.2.9. Kimyasal Maddelerle Etkilesim

flag ve kimyasal madde biyotransformasyonunda rol alan enzimlerin aktiviteleri
dogada bulunan yaklasik 70.000 kimyasal maddenin c¢esitli yollarla maruziyeti ile
artabilir veya azalabilir. Sonugta da toksik etki degiskenlik gosterebilir.

Enzim aktivitesindeki artisin sebebinin enzim sentezindeki artistan dolayi
oldugu i¢in aktivite artisina da enzim indiiksiyonu denilebilmektedir. Sitokrom P-450
enzimlerini indiikleyen 200’den fazla kimyasal madde bildirilmistir. En c¢ok
indiiksiyona yol agcan maddeler arasinda PAH (polisiklik aromatik hidrokarbonlar),
fenobarbital, halojenli insektisitler (DDT, aldrin, hekzaklorobenzen, lindon, klordan,
polikloro ve polibromo bifeniller), steroidler ve benzerleri (testosteron, spironolakton,
pregneolon-16 karbonitril) ve klorlu dioksinler (TCDD) sayilabilir (31,33,34).

Enzim aktivitesindeki azalmanin sebebinin enzim sentezindeki azalmadan dolay1
oldugu igin aktivite azalmasma da enzim inhibisyonu denilmektedir. Enzim
inhibisyonu, 6zelikle terapotik indeksi dar olan ilaglar i¢in klinik 6nem tasirlar (34).

Eger bir ilag, kimyasal madde veya kimyasal maddenin metaboliti toksik etki
gosteriyorsa, olasi bir indiikleyici varliginda toksik etki artarken, inhibitor varliginda ise
toksik metabolit azalacagindan dolay1 toksik etki de azalacaktir. Ancak kimyaal
maddenin kendisi toksik ve biyotransformasyonu sonucunda olusan metaboliti daha az
toksik ise, ortamda bulunan bir indiikleyici varliginda toksik etki azalirken, inhibitor
varliginda ise toksik ana maddenin plazma yar1 émrii uzayacagindan toksik etki de

artacaktir.

2.2.3.2.10. Genetik ve Polimorfizm

[lag metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P-450 enzimlerinden birgogu
genetik kontrol altindadir. Bu enzimlerin etkinliginin bireyler arasinda farkliliklar
gostermesine polimorfizm denilmektedir. Genetik polimorfizmlerin en sik gézlenen tipi
olan tek niikleotid polimorfizmleri (SNP), genetik koddaki tek baz degisikligi sonucu

olusmaktadir. 2000 yilinda sonuglanan Insan Genom Projesi’'ne (HGP) gdre insan
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genomunun % 99,9’unun ayni oldugu anlasilmistir. Geri kalan % 0,1’°lik farkliligin ise
SNP’lerden kaynaklandigi tespit edilmistir.

Bir genetik c¢esitlilige SNP denilebilmesi i¢in toplumun en az % 1’inde
gozlenmesi gerekmektedir. 1999 yilinda kurulan SNP konsorsiyumu sonucunda 3
milyon civarinda SNP tespit edilmistir. SNP’lerin ¢ogu, genlerin fonksiyonlarini
etkilemezken (non-coding SNP), bazilar1 ise amino asit dizilimini degistirerek veya
regiilatér sekansin fonksiyonunu degistirerek protein fonksiyonunu etkiler (coding
SNP). Bunun sonucunda da enzim aktivitesi veya sentezi artabilir, azalabilir veya
tamamen kaybolabilir ve ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu bu durumdan etkilenir.
Biyotransformasyonun yavaslamasi durumunda ila¢ metabolizmasi gecikeceginden
dolay1 ilaca bagl toksik reaksiyonlar goézlenirken, biyotransformasyonun hizlanmasi
durumunda ise ila¢ metabolizmast hizlanarak ilacin yar1 6mrii kisalir ve yetersiz ilag
tedavisi gozlenir. Bu durum Ozellikle terapodtik indeksi dar olan ilaglarla yapilan
tedavilerde Onem tasir. Ksenobiyotik maddelerin metabolizmasinin  genetik
polimorfizmler nedeniyle yavaslamasindan dolay1 ana maddenin viicutta birikmesine ve
metabolitlerine donlismesine yol agacaktir. Bu durumda artan toksik maddeler viicutta
basta kanser olmak lizere cesitli hastaliklara yol agabilmektedir. Ancak bir kimyasal
maddenin kendisi degil de metabolitleri toksik etkili ise o zaman, polimorfizmlerin
koruyucu etkisinden bahsetmek s6z konusudur (35,36).

Ksenobiyotik maddelerin metabolizmasinin genetik polimorfizmler nedeniyle
hizlanmas1 durumunda ise viicutta metabolit birikmesi s6z konusu olacaktir. Eger bu
durumda olusan metabolit toksik etkili ise organizmada cesitli istenmeyen etkilerin

gozlenmesi kaginilmazdir (37).

2.2.4. CYP Polimorfizmi ve Kanser

Yapilan  epidemiyolojik  caligmalarda  sitokrom  P-450  enzimlerinin
polimorfizmleri ile baz1 kanser tiirleri arasinda iliski tespit edilmistir. Ozellikle akciger,
kolon, mide, meme, over, safra kesesi kanserleri ve hematolojik maligniteler (I6semi,
lenfoma) ile yapilan g¢aligmalarda CYP polimorfizmlerinin ¢esitli kanser tiirleri igin

predispozon faktor olabilecegi bildirilmistir.
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CYP1ALl genindeki polimorfizm sonucunda ALL, agiz, 6zafagus ve akciger
kanserlerinde anlamli bir artis gozlenmistir. CYP1A2 genindeki polimorfizm sonucunda
kolon kanseri, CYP1B1 genindeki polimorfizm ile lenfoma ve glokom, CYP2D6
genindeki polimorfizm ile akut I6semiler (ALL ve AML), CYP2E1l genindeki
polimorfizmler ile ALL, lenfoma ve akciger kanserlerine yatkinligin arttii tespit
edilmistir.

Ancak gerek organizmada bulunma yilizdesi gerekse metabolize ettigi ilaglarin
yiizdesi bakimindan kii¢iik bir paya sahip olan CYP2B6 geni, son yillarda bilim
adamlar1 tarafindan oldukga iizerinde durulan bir gen durumundadir. Metabolize ettigi
ilaglarin sayisinin az olmasina ragmen pek c¢ok karsinojenik, teratojenik ve sitotoksik

maddenin biyotransformasyonundan sorumludur (36,38).

2.2.5. CYP2B6 Geninin Yapisi

Genomik dizilimde CYP2 gen ailesi (CYP2A, 2B, 2F, 2G, 2S ve 2T) 109.
kromozomun iizerinde kiimelenmis olarak bulunmakta ve CYP2ABCFGST blogunu
olusturmaktadir. Simdiye kadar CYP2 ailesine ait 6 fonksiyonel ve 7 psddogen tespit
edilmistir.

Bilinen iki 2B lokusu vardir. Biri fonsiyonel olan CYP2B6 geni digeri ise onun
paralelinde ve 50 kilobaz ilerisinde bulunan CYP2B7P psdédogenidir. Bu iki gen, 19q12
ve 19q13.2 kromozomal bolgeleri arasinda ve CYP2A18P geninin ortasinda 112
kilobazlik bir blok halinde bulunur. CYP2B7P1 fonksiyonel genle niikleotid diizeyinde
% 95 benzerlik gosterir. Fakat ekson 7°de olusan bir Sitozin—Timin mutasyonu
sonucunda CGA kodonu TGA’ya doniiserek erken bir stop kodonuna doniisiir. Bu iki
genin etrafindaki diger CYP2 ailesinin iiyeleri katlanmalar yaparak ve birbirlerinin
arasina sikigarak yer alirlar.

CYP2B6 geni pek ¢ok ilacin, endojen bilesigin ve kimyasal maddelerin
metabolizmasindan sorumlu olan CYP2B6 enzimini sentezlemektedir. CYP2B6 geni,
ayni zamanda sitokrom P450 siiperailesinin 2. ailesinin B subailesinin polipeptid 6’s1
olarak da ifade edilir. CYP2B6 geni ilk defa Yamano ve ark. tarafindan 1989 yilinda
insanlarda tespit edilmis, kemirgenlerdeki fenobarbiitallerle indiiklenen CYP2B’nin

otologu oldugu ve 19ql13 bolgesinde yer aldigi bildirilmistir. CYP2B6 geninin
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bulundugu kromozom ve genin kromozomal lokalizasyonu Sekil 2.5.’da gosterilmistir
(39,40).
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Sekil 2.5. CYP2B6 geninin 19. kromozom iizerindeki lokalizasyonu

CYP2B6 geni 491 amino asit rezidiisii icermekte olup bu genin iiriinii olan
CYP2B6 proteini 56 kDa agirligindadir. CYP2B6 geni 14 kilobaz (kb) uzunlugunda
olup, 9 ekson iceren dogal tip mRNA’ya transkripte olur (Cizelge 2.11). Ayrica bu gen
8 intron igermektedir. En belirgin 6zelliklerinden biri 3 UTR bélgesinin olduk¢a uzun
olmasidir (yaklasik 1,6 kb). Ayrica 12,7 kb’lik olduk¢a uzun non-klasik bir intron 1°i
olup bu yap1 CYP2B7P1’de de mevcuttur (40,41).

Cizelge 2.11. CYP2B6 geninin eksonlarinin boyutlar1 ve pozisyonlar

Ekson Boyut (bazcifti) Pozisyon

1 178 2002-2179

2 163 14704-14866
3 150 15000-15149
4 161 17608-17768
5 177 19922-20098
6 142 20697-20838
7 188 23001-23188
8 142 23377-23518
9 1751 27349-29099

Diger CYP2 ailesinin genleri de CYP2B6 gibi 9 eksona sahiptir. CYP2B
subailesine ait genlerden CYP2B6 ve CYP2B7P genleri sadece insanda bulunurken, bu
subaileye ait diger genler ise CYP2bl (sigan), CYP2b2 (sigcan), CYP2b3 (si¢an),
CYP2b4 (tavsan), CYP2b5 (tavsan), CYP2b9 (fare) ve CYP2b10 (fare)’dur (42).
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Insan CYP2B6 ile sican CYP2b1 arasinda yapilan ¢alismalarda Fenilalanin-107
ve Losin-363 rezidiilerinin aktivitesi i¢in 6nem tasidigi anlagilmistir. Ayrica bu
caligmalar sonucunda N-terminal uctaki farkliligin ekspresyonda farklilasmaya yol
actigt ve CYP2B6’nin ekspresyonunun CYP2b1’den fazla oldugu anlasilmistir. Tim
CYP enzimleri i¢inde en az ¢alisilant CYP2B6’dir. Bunun sebebi ise spesifik antikor,

prob ilag ve inhibitor yetersizligidir (42,43).

2.2.5.1. CYP2B6 Enziminin Substratlar:

CYP2B6 enziminin metabolize ettigi ilaglarin basinda siklofosfamid, artemisin,
ketamin, propofol, nevirapin, efavirenz ve S-mefentoin gelmektedir. Ancak her gegen
giin CYP2B6 tarafindan metabolize edilen yeni ila¢ ve kimyasallar tespit edilmektedir.
Yakin gelecekte tanimlanacak yeni substratlarla CYP2B6 enzimi simdikilerden ¢ok
daha fonksiyonel bir nitelik kazanacaktir (44).

Bir anti-depresan olan ve ayni zamanda sigara tedavisinde kullanilan bir ilag
olan bupropion da CYP2B6’nin substratidir. Ayrica prob ila¢ olarak da kullanilir.
CYP2B6 enzimi testesteron ve androstenedion gibi hormonlarin hidroksilasyonunu,
oksazafosforinlerin (siklofosfamid ve ifosfamid) 4-hidroksilasyonunu ve 7-etoksi-4-
triflorometilkumarinin (7 EFC) O-deetilasyonunu saglar. Delta(3)-kareni epoksidasyona
ugratarak delta (3)-karen epoksite ceririrken bupropionu karacigerde hidroksilasyona
ugratarak hidroksibupropiona ¢evirir. Hidroksibupropion ilk kez barsaktaki serdz
membranda bulunmustur. Bu da ilacin barsaktan gecerken pargalandigim
gostermektedir. Ayrica hidroksibupropion mukozal membranda da bulunmus ve buna
bagli olarak da epitel hiicrenin apikal membranindan gecebilecegi anlasilmistir (45,46).

Eroin bagimliliginin tedavisinde kullanilan methadonun enantiomerlerinden biri
olan (S)-methadonun metabolizmasini istlenirken diger enantiomerleri olan (R)-
methadon ve (R,S)-methadonun metabolizmasinda rol iistlenmez (45,47,48).

CYP2B6 enziminin metabolizmas1 sonucunda bazi maddeler aktif formlarina
doniisiirken bazi maddeler ise inaktif hale gelir. Buna 6rnek olarak CYP2B6 enzimi
bupropionu ve sigara dumaninda bulunan nitrozamini metabolize ederek aktif hale
getirirken nikotini ise inaktive eder. CYP2B6 enzimi nikotini 5’-oksidasyona ugratarak

metabolize  ederken, 4-(metilnitrozamin)-1-(3-piridil)-1-butanon’un  (NNK) a-
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hidroksilasonunu {stlenerek metabolize eder. Nikotini ayrica N-demetilasyon ile
nornikotine gevirir (49-52).

CYP2B6 ayrica onemli bir opoid olan ketobemidonu norketobemidona
doniistiiriir. Ayrica bir anti-epileptik olan mefenitoini N-demetilasyon ile nirvanol ve 4-
hidroksimefenitoine ¢evirir (49).

Sedatif hipnotik ve antikonvulsif bir ilag olan S-mefenitoinin  N-
demetilasyonunu tistlenerek nirvanol ve 7-hidroksi-4-triflorometilkumarine gevirir.
Tipta analjezik olarak kullanilan ketaminini ise N-demetilasyon ile metabolize eder.
Psikiyatride psikostimulan olarak kullanilan benzfetaminin ise N-demetilasyonunu
gerceklestirir (53-56).

Ayrica tipta kullanim alani olmayan ancak deneysel calismalarda kullanilan
pentoksiresorufin,  4-klorometil-7-etoksikumarin,  3-siyano-7-etoksikumarin,  7-
etoksikumarin ve benziloksiresorufinin O-deetilasyonunu gergeklestirirken 7-etoksi-4-
triflorometilkumarinin O-dealkilasyonunu gergeklestirir (48,49).

Analjezik olarak kullanilan midazolam ve anti-hipertansif bir ilag olan bufololun
1-hidroksilasyonunu yapar. Antidepressan bir ilag olan promazini ise 5-sulfoksidasyona
ve N-demetilasyona ugratarak metabolize eder (57-61).

HIV tedavisinde kullanilan efavirenzi ise 8-hidroksilasyon ile 8-hidroksi
efavirenze, onu da oksidasyon ile 8,14-dihiroksi efavirenze donistiiriir. CYP2B6
enziminin metabolizasyonunu istlendigi bazi ilaglarin kullanim alanlari ve kimyasal

yapilar1 Cizelge 2.12.’de gosterilmistir (60-68).
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Cizelge 2.12. CYP2B6 enziminin metabolizasyonunu iistlendigi ilaglar, kullanim alanlar1 ve kimyasal

yapilari
Mlaclar Kullanim Kimyasal Yapisi
Alanlari
1 Nevirapin HIV mediatorii
/ ol
A
2 Efavirenz HIV mediatori
3 DCP 963 HIV mediatorii
FFsC 4
F H
v
4
4 Siklofosfamid Antineoplastik O\P/N(CllgCllgCl)g
e
NH
5 Ifosfamid Antineoplastik i
N O
N A
S ew—eon—a
6 Z 4-hidroksi Antineoplastik Oy
tamoksifen SEGR
O
7 Thio TEPA Antineoplastik ﬁ
N/F\N
Viono oV
L
8 S-mefobarbiital Sedatif hipnotik, By
antikonvulsif .
9 Diazepam Sedatif ™
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10 Benzfetamin Psikostimulan CHy
oo
CHy
11 R-mianserin Antidepresan O O
N
)
/
CH;
12 Imipramin Antidepressan
A
éHZCHZCHzN(CHg)z
13 Sertralin Antidepressan "
14 Promazin Antidepressan (M [CH L NICHS),
N
LD
15 Buprapion Antidepressan oY
(5
Me
cl
16 Amitriptilin Antidepressan %
CHCH,CH;N(CH3)
17 Metoksiflurans Anestezik F
CI%O,CHg
GIF
18 Midazolam Anestezik HBCYN
-
A
L
19 Propofol Anestezik OH
{CHg),CH BH(CHg)e
CigH-¢0
20 Ketamin Anestezik

()
o MH
0
Cl
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21 Metoksifloran Anestezik F
GHA\ _CH3
0
o
22 Lidokain Analjezik NHCOCH,NEt,
CH, CH;
23 Methadon Analjezik
24 Klopidogrel Antiiskemik ?Ha JO
Ns
cl N
25 Tiklopidin Antiiskemik
|
CH,—
26 Sinerazin Antiiskemik @
|
()
N
27 Nifedipin Kalsiyum kanal
blokeri
NO,
H,C00C COOCH,
||
H,C N CH,
28 Nikardipin Kalsiyum kanal MG _N._CH;

blokeri
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29 Isradipin Kalsiyum kanal
blokeri
30 BK 8644 Kalsiyum kanal
blokeri
31 Veramapil Kalsiyum kanal CH;0, cn
blokeri CH;0 C(CHZ)JNCHZCHZ
CHCH
CH3
32 Bufuralol Antihipertansif HaC oh
33 Dekstrometorfan Antitussif
34 Antipirin Antipiretik H HHsC\N CH,
H N
H
H H O
35 Artemisinin Antimalaryal T on
WH
0 Oy
CH, O
o]
36 [B-Arteter Antimalaryal He
o9
Q
e
H,C
37 Selegilin Antiparkinsoniyer i)
38 S-mefenitoin Antiepileptik
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39 RP 73401 PDE-IV inhibitorii /O:Q\W a
NH =
& S
40 Pentoksiresorufin Deneysel ilag (?H2)4CH3
O @] @)
|99 @]
' N
41 4-klorometil 7- Deneysel ilag CH;CH,0 o__o
etoksikumarin @
Z
H,Cl
42 3-siyano 7- Deneysel ilag
_ _ CH;CH,0 0.__0
etoksikumarin \Q/\I
Z e
43 7-etoksikumarin Deneysel ilag
CH;CH;0 0__0
g
44 7-etoksi 4- Deneysel ilag CH;CH,0 0.0
triflorometilkumarin \O;)/
CF;
45 | Benziloksiresorufin Deneysel ilag /@ENQ
(@] O @]

ol

takdirde basta kanser olmak iizere pek ¢ok hastaliga yol acan bazi ksenobiyotiklerin de
metabolizmasindan sorumludurlar. Ozellikle son birkag yilda CYP2B6 enziminin
substrat1 olan pek cok ksenobiyotik kesfedilmistir. Bu veri bile CYP2B6 enziminin
katalitik aktivitesindeki degisikliklerin bazi kanser tiirlerine yatkinlig1 arttirabilecegini

diisiindiirmektedir. Cizelge 2.13’de bu enzim tarafindan metabolize edilen bazi

CYP2B6 enzimi pek cok ilacin metabolizmasini {istlendigi gibi viicutta biriktigi

ksenobiyotikler, viicuttaki etkileri ve kimyasal yapilar1 gosterilmistir (58-61).
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Cizelge 2.13. CYP2B6 enzimi tarafindan metabolize edilen bazi ksenobiyotikler

Ksenobiyotik Toksik Etkisi Kimyasal Yapisi Metabolizmasi
1 Stiren Karsinojen He ~CH, Oksidasyon
e sonucunda stiren
. - ., 7,8-dioksit olusur
H
2 | 6-aminokrisen | Az karsinojen 0O Halka oksidasyonu
C L | ve nitro rediiksiyon
3 Dibenzo[a,h]ant | Az karsinojen Oksidasyon
rasen
4 | Aflatoksin B1 Cok karsinojen Epoksit
Hidroksilasyonu
5 | Nikotin Muhtemelen & C-oksidasyonu
karsinojen ne’ o L
HCL ol | N\gg
N Nl
cn, M
6 | Metilendioksim | Muhtemel O N-hidroksilasyon
et-amfetamin karsinojen < o HN
(Esctacy) N
7 | 2-dibromoetan | Karsinojen B Br Oksidasyon
J N\ Y
H-—__,:_,<_—-H
HX H
8 Benzol[a]piren Karsinojen O Epoksit
“ Hidroksilasyonu
9 | Fenantren Karsinojen degil Q Oksidasyon
10 | Metoksiklor Karsinojen degil | | Demetilasyon
11 | 1,3-biitadien Karsinojen | | Oksidasyon
H/C\\\C—C/C\H
]
12 | 2-kloro 1,1- Tiimorojen F B-Oksidasyon
difloroetan Y
IIII.;'_'\
F Cl
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13 | Azinfos-metil Timorejen N i
(AZIN) -
I
N\M
14 | Klorprifos Karsinojen degil i
(CPF) a i OF(0CH: CHR
d
15 | Diazinon (DIA) | Karsinojen degil .
Hat D/
TN e e
NQ 5//P \52/
H;E—CH\CHJ
16 | Paration (PAR) | Muhtemelen _
karsinojen P Bu grup organik
/O\ P fosfat iceren
N insektisitler olup
desiilfiirasyon
17 | Malatiyon Karsinojen degil | =" " "~ sonucunda osazon
L, S\p/O_CH3 olustururlar
C:H—s/ \och3
CHS—CHQ—O/C\O
18 | 7-benzil Karsinojen HO o d
oksirezorufin \CEN;G
19 | Dietiltoluamid | Karsinojen degil C//O
(DEET) \N—CHz—CHa
CHs (|:H2
b,
20 | Metilmalatiyon | Karsinojen degil o
=M S
O,-"F"x.l:l__.
T
21 | Benzfetamin Az karsinojen o = N-demetilasyon
S \ =
(T T
22 | Vinil klorid Karsinojen Cl H Epoksidasyon
\ 7/ sonucunda 2-
C=C kloroetilen oksite
H/ \H dontisiir
23 | Klorzoksazon Karsinojen O~ ‘ y | 6-hidroksilasyon
J
c
= o o
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24 | 4- Karsinojen Hz%\\ Epoksidasyon
vinilsiklohehzan HEO

25 | 3-metoksi 4- Karsinojen N-hidroksilasyon
amino
azobenzen y

Qe

27 | 9-(4- Mutajenik ve Anilin ve
aminophenyl)-9- | karsinojenik Q;Q norharmandan
hidroksi-prido- aminofenil
(3,4-b) norharman
indol(Aminofeni iz sentezler
Ihorharman)
(APNH)

28 | 4-vinil-1- Karsinojen o " | Epoksidasyon ile
siklohekzan vinilsiklohekzan
(VCH) 1,2

epoksite, VCH 7,8

epoksite ve VCH
diepoksite gevirir
29 | 4- Karsinojen it e N-oksidasyon
(metilnitroamin ] o
0)-1-(3-piridil)- N
1-(butanon)
(NNK)
30 | 1,2-dibromoetan | Karsinojen ve Oksidasyon ile 2-

CH—=CHa | promoasetaldehite

genotoksik
Br B doniistr

CYP2B6 enzimi pek ¢ok ilacin ve ksenobiyotigin metabolizmasini iistlendigi

gibi bazi endojen maddelerin de metabolizmasini gergeklestir (Cizelge 2.14) (53).
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Cizelge 2.14. CYP2B6 enzimi tarafindan metabolize edilen bazi endojen maddeler

Endojen Substratlar Kimyasal Yapisi Reaksiyon
1 Testosteron e 1“
()//J/\*-% v
2 Ostron o,
=
HO S
3 17-B Ostradiol 17- B Hidroksilasyon

4 Androstan

2.2.5.2. CYP2B6 Enziminin Indiikleyicileri

CYP2B6 geninin bilinen ilk indiikleyicisi antiepileptik bir ila¢ olan
fenobarbitaldir. Bu indiiksiyon ilk 6nce kemirgenlerde tespit edilmis daha sonralar
insanlarda da bu durumun gegerli oldugu goriilmiistiir. CYP geninin dolayisiyla da
enziminin indiikleyicisi olan diger 1ilag ve bilesiklerden bazilar1 sunlardir
(46,53,54,65,66,70):

1. Rifampin (Tiberkiiloz tedavisinde kullanilan major tiiberkiilosid bir ilag)
Hiperforin (Sar1 kantaron bitkisinden izole edilen antidepressan bir bilesik)
Ritonavir (AIDS tedavisinde kullanilan anti-retroviral bir ilag)

Nevirapin (AIDS tedavisinde kullanilan anti-retroviral bir ilag)
Efavirenz (AIDS tedavisinde kullanilan anti-retroviral bir ilag)
Fenitoin (Antiepileptik)

Karbamazepin (Antiepileptik)

L N o g B~ WD

Klotrimazol (Imidazol tiirevli bir antifungal)
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9. Artemisin (Antimalaryal)
10. izofluran (Inhalant olarak kullanilan anestezik bir madde)
11. HMG-CoA Rediiktaz Inhibitérleri

Anti-retroviral bir ilag olan efavirenz ayn1 zamanda CYP2B6 geninin spesifik
invitro probudur (46,53,70).

CYP2B6’nin gen diizeyinde indiiksiyon mekanizmasi olduk¢a karmasik olmasi
nedeniyle tam olarak aydinlatilamamstir. Indiiksiyon, CYP2B6’nin transkripsiyonel
faktorleri olan tastyici1 X reseptorii (PXR), yapisal androstan reseptorii (CAR) ve vitamin
D reseptorii (VDR) tarafindan gergeklesir. Fenobarbitalle indiiklenen CYP2B6, CAR ile
etkisini gosterir. Fenobarbital varliginda CAR ile genin fenobarbitale duyarli bolgesi
etkilesir. Kemirgenlerde CYP2B6 geninin fenobarbitalle indiiksiyonu, indiiklenmis
CAR’1n aktivasyonu ve/veya translokasyonu ile gerceklesir. Ancak bunun insanlarda
gerceklesmesine dair veriler smirhdir. Insanlarda CAR aktivasyonu ve seviyesini
gosteren anlamli ve tutarli bir baglant1 yoktur (71).

CYP2B6’nin ilaglar tarafindan indiiklenmesi -1,7 kb bolgesinde yer alan ve 2001
yilinda Goodwin ve ark. tarafindan kesfedilen fenobarbitale yaniti diizenleme modiili
(PBREM) ve -8,5 kb bolgesinde yer alan ve 2003 yilinda Wang ve ark. tarafindan
kesfedilen ksenobiyotige yaniti diizenleme modiili (XREM) ile gerceklesir. insan
tastyict X reseptori (hPXR) rifampine yanit icin PBREM’e baglanir. hPXR, ayni
zamanda CYP3A4’{in ekspresyonunu birincil olarak diizenler. CAR ve PXR, CYP2B6 ve
CYP3A4 genlerinin promotdr bdlgelerine baglanarak yanit olusmasina yol acar.
Kemirgenlerin aksine insanlarda PXR aktivatorleri ve CYP3A indikleyicileri
karacigerde CYP2B6 ekspresyonunu diizenler. PXR ve CAR’in diger sitokrom P-
450’lerle etkilesmesi farkliliklar arz eder. Tekli yada ¢oklu ¢ekirdek reseptorleri genel
ve farkli yanit elemanlarinin yardimiyla farkli sitokrom P-450 genleriyle etkilesir ve
yanit olustururlar (72-75).

Yapilan invitro c¢aligmalarda CYP2B6’nin indiikleyicileri; karbamazepin,
Klotrimazol, fenobarbital, fenitoin, rifampisin ve ritanovirdir. Yapilan eksvivo
caligmalarda CYP2B6’nin indiikleyicileri; karbamazepin, fenitoin ve fenobarbitaldir.
Invivo ¢aligmalar ise oldukga sinirlidir. Invitro deneylerde buprapion metabolizmasinin
karbamazepinle, ifosfamid metabolizmasinin ise fenitoin ile indiiklendigi tespit

edilmistir (76,77).
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Indiikleme mekanizmasma karsin CYP2B6 geninin ekspresyonunun yapisal
diizenlenmesi hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir. Su ana kadar higbir sistematik
promotor analiz yapilmamistir ve transkripsiyonu baglatma bolgesi tanimlanmamustir.

CYP2B6, maymun beyninde de bulunmus olup nikotin ve bupropion ile
indiiklenir. Ayrica yapilan bir baska ¢aligmama da cevresel stiren kirlenmesinin artmasi
durumunda enzim aktivitesinin de arttigi saptanmistir. CYP2B6 geninin polimorfik

oldugu durumlar da ise stiren metabolizmasi azalir (75,78,79).

2.2.5.3. CYP2B6 Enziminin inhibitorleri

CYP2B6 geninin kimyasal indiikleyicileri oldugu gibi inhibitérleri de vardir.
Bilinen en spesifik invitro inhibitérii  bir antincoplastik olan N,N'N'-
trietilenetiofosforamid (ThioTEPA)’dir. Ozellikle siklofosfamidin 4-hidroksilasyonu
ThioTEPA tarafindan inhibe edilir. CYP2B6 enziminin 4-hidroksilasyonu orfenadrin
tarafindan inhibe edilir (80,81). Ozellikle de siklofosfamidin ve ifosfamidin
metabolizmasinda bu inhibisyon gecerlidir. CYP2B6’y1 inhibe eden diger ilaglar ise
sunlardir:

1. Paraksetin (Antidepresan)
Sertralin (Antidepresan)
Nelfinavir (Antidepresan)
Ritonavir (Antidepresan)
Tiklopidin (Antiagregan)
Klopidogrel (Antiagregan)
ThioTEPA (Antineoplastik)
Orfenadin (Antiparkinson)
Metimazol (Antitiroidal)

© ©o N o g bk~ D

[EEN
o

. Desmetilazelastin (Topikal antihistaminik olan azelastinin metaboliti)
. Mikozanol (Antifungal)

B
N

. Sulkazanol (Antifungal)

[EN
w

. Tranisipromin (MAO inhibitorii)

[N
SN

. Metanol

[EEN
o1

. Etanol
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16. Asetonitril
17. Desetilaminodaron (Aminodaronun N-dealkilasyona ugramis hali)
18. Metirapon (Adrenal yetersizligi belirlemede kullanilan bir madde)
19. a-naftoflavon (Deneysel ilag)
Metanol CYP2B6 enzim aktivitesini % 20, etanol % 25 ve asetonitril % 13

oraninda azaltir. Dimetil siilfoksbiit ise enzim aktivitesini degistirmez (82-84).

2.2.5.4. CYP2B6 Enziminin Ekspresyonu

CYP2B6 enzim aktivitesi irktan irka hatta kisiden kisiye 20 ile 250 kat kadar
farklilik gosterebilmektedir. Bunun sebebinin ise regiilator bolgedeki degisikliklerden
ve genetik polimorfizmlerden kaynaklandigi tespit edilmistir. Mesela S-mefenitoinin
metabolizmast 25 kat degiskenlik gosterirken, bupropionun metabolizmasi 80 kat
degiskenlik gosterir; bu nedenle selektif prob olarak buprapion kullanilir (83,84).

Yapilan ilk calismalarda CYP2B6’nin pek ¢ok tiirdeki karaciger ekspresyonunun
ya hi¢ olmadig1 ya da ¢ok az olabilecegi sdylenmistir. Ancak immunolojik tekniklerinin
gelismesiyle ve CYP2B6’ya 0zel ve ileri hassasiyetli antikorlarin gelistirilmesiyle
birlikte CYP2B6’nin karacigerde eksprese edilen toplam sitokrom P-450 enzimlerinin
% 3-5’lik kismini olusturdugu gorilmiistiir.

Yapilan invitro deneylerde CYP2B6’nin mRNA, protein ve katalitik aktivite
diizeylerine bagl olarak karacigerdeki ekspresyonunun bireyler arasinda 100 kata varan
degiskenlikler gosterebilecegi tespit edilmistir. Yapilan populasyon calismalarinda
ekspresyondaki bu degisiklige bagl olarak siklofosfamid, buprapion ve efavirenz gibi
CYP2B6 enzimi tarafindan metabolize edilen ilaglara kars1 yanitsizlik ya da bunun tam
tersine toksik etkiler goriilebilmektedir.

CYP2B6 enzimi karaciger disinda bdbrek, barsak, akciger, beyin, deri ve
16kositte bulunur (Sekil 2.6). Ozellikle akcigerler solunumla alman toksik maddeler i¢in
hedef organlardir. Akcigerler PAH ve NNK gibi bazi pre-karsinojenleri metabolize

ederek aktif karsinojen metabolitlere doniistiirebilir (83,84).
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Sekil 2.6. CYP2B6 geninin ekspresyonunun organlara gore dagilimi

2.2.5.5. CYP2B6 Gen Polimorfizmleri

CYP2B6 genine ait 13 SNP tespit edilmis olup bunlardan besi amino asit
degisimine neden olur. Kazak irkinda bu polimorfizmler olduk¢a yaygin olup
Japonlarda goriilme sikligi ¢ok daha diisiiktiir. Sadece eksonlarda degil 5’-kirpilma
dizisinde ve intronlarda da polimorfizmler belirtilmistir. Mesela 13072 A>G (K139E)
polimorfizmi (CYP2B6*8) fonksiyon degisikligi yapmayan yeni splicer varyantlar

olusturur. Cizelge 2.15.°de CYP2B6 genine ait en sik rastlanan polimorfizmler

gosterilmistir (85-92).

Cizelge 2.15. CYP2B6 gen polimorfizmleri

cDNA Genomik DNA Amino asit Degisimi Bolgesi Bulunma Yiizdesi
C64T C64T Arg22Cys Ekson 1 %5,3
G516T G15631T GInl72His Ekson 4 % 28,6
CT77A C18045A Ser259Arg Ekson 5 % 0,5
AT85G A18053G Lys262Arg Ekson 5 % 32,6
C1459T C25505T Arg487Cys Ekson 9 % 14
Cc78T - - Ekson 1 % 2,9
G216C - - Ekson 2 % 7,1
Al12917T - - Ekson 3 %78
Al1190G - - Ekson 8 -
C1268A - - Ekson 8 -
C1330T - - Ekson 9 -
A1382G - - Ekson 9 -
Al1402T - - Ekson 9 -

49




Bu polimorfizmlerin bir ya da bir kagmin birlikte bulunmasi da farkl
haplotiplere yol agmaktadir. En sik rastlanan 9 farkli haplotip tanimlanmistir (Cizelge
2.16). Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda toplam 28 farkli haplotipin varlig1 ortaya
konulmustur (84,88).

Cizelge 2.16. CYP2B6 haplotipleri

Haplotip cDNA Genomik DNA

CYP2B6*1 (Wild Tip)

CYP2B6*2 C64T C64T

CYP2B6*3 C777A C18045A

CYP2B6*4 AT85G A18053G

CYP2B6*5 C1459T C25505T

CYP2B6*6 G516T, A785G G15631T, A18053G

CYP2B6*7 G516T, A785G, C1459T G15631T, A18053G, C25505T

CYP2B6*8 A415G 13072A>G

CYP2B6*9 G516T G15631T

Cogu kez CYP2B6 geninin analizi CYP2B7P ile kross-reaksiyon vermektedir.
En sik rastlanan nonsense CYP2B6 polimorfizmi 15631 G>T (Q172H) ve 18053 A>G
(K262R)’dir. Bunlarin her ikisi birden CYP2B6*6 haplotipine yol agar. Bu
polimorfizmlerin goriilme oran1 Ganali’larda % 50, Afrika kokenli Amerikali’larda %

30°dur (87,89,91-96).

2.2.5.6. CYP2B6 Geninin Farmakogenetigi

Bilindigi gibi CYP2B6 geninin ekspresyonu sonucunda CYP2B6 enzimi
sentezlenmekte bu enzimde pek ¢ok ilacin, ksenobiyotigin ve endojen maddelerin
metabolizmasini iistlenmektedir. Ancak bu genin polimorfik oldugu durumlarda enzim
sentezi ya hi¢c degismez, ya artar ya da azalir. Bunu belirleyen ise polimorfizmler
sonucunda meydana gelen amino asit degisimidir. Ayrica herhangi bir polimorfizm
sonucunda belli bir maddenin metabolizmas: artarken veya azalirken bagka bir ilacin

metabolizmas1 degismeyebilir yani ayn1 zamanda substrata da bagli bir mekanizmadir

(97).
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516 G>T (Q172H) polimorfizmi 7-etoksikumarinin O-deetilaz aktivitesinin
hizlandirir. CYP2B6*4, CYP2B6*5, CYP2B6*6 ve CYP2B6*7 polimorfizmleri 7-etoksi
4-triflorometil kumarinin metabolizmasini hizlandirir. CYP2B6*6 allelini tasiyanlarda
siklofosfamidin 4-hidroksilasyonu artar. Bu da tedavi i¢in 6nem tasir. Ciinkii genetik
polimorfizmlerin ilag metabolizmasini etkiledigi ve karsit ilag¢ reaksiyonuna yol agtiklart
tespit edilmistir (97,98).

Q172H ve K262R’nin polimorfizmleri (CYP2B6*6), siklofosfamidin
metabolizmasii arttirtr.  K262R  polimorfizmi  genelde 7-etoksi  4-triflorometil
kumarinin metabolizmasimi arttirir. K262R  (CYP2B6*4) polimorfizmi varliginda
buprapionun metabolizmas: artar. Bu alleli tasiyanlar sigara i¢imine erken yasta
baslarlar, sigaray1r kolay kolay birakamazlar, biraksalar bile tekrar baslama riski
yiiksektir. Diger polimorfizmler ise buprapion metabolizmasini etkilemez (97).

1459 C>T (A487C) polimofrizmini tasiyan allellerde (CYP2B6*5 ve
CYP2B6*7), CYP2B6 protein miktart ve enzim aktivitesi ve dolayisiyla S-mefentoinin
N-demetilaz aktivitesi azalir. Bu polimorfizmi homozigot olarak tasiyanlarda protein
sentezi 8 kat azalir. Ayrica enzim aktivitesindeki azalma bayanlarda daha belirgindir.
1459 C>T polimorfizminin gorildiigli bolge, ekson 9’da bulunan substrat tanima
bolgesine oldukg¢a yakindir. Ekson 9°da yer alan diger polimorfizmler de bu bolgede yer
almaktadir (99).

CYP2B6*5 ve CYP2B6*6 allelleri CYP2B6 geninin ekspresyonunu azaltir ve
fonksiyonunu degistirir. Bu durumdan 6zellikle efavirenz etkilenir ve metabolizmasi
yavasgladigi i¢in efavirenzin yar1 dmrii ve dolayisiyla plazma efavirenz konsantrasyonu
artar. Bunun sonucunda ilaca kars1 direng gelisir ve MSS yan etkileri gdzlenir. ilacin
azaltilmasiyla beraber yan etkiler kaybolur. Efavirenz i¢in gegerli olan bu durum
nelfinavir i¢in de gegerlidir (99,100).

Son birkag y1l i¢inde tespit edilen M64V, G99E ve 391N polimorfizmleri enzim
sentezini tespit edilemeyecek kadar diistiriir.

CYP2B6 geninin ekson ve intron bolgeleri kadar promotor bolgeleri de oldukga
polimorfiktir. Ancak bu bolgedeki hicbir polimorfizmin tek basimna CYP2B6 geninin
transkripsiyonuna etki etmedigi goriilmiistiir. Ayrica gen iizerinde bulunan PBREM ve
XREM gibi korunmus bolgelere ait hicbir polimorfizm hatta hi¢cbir non-sense mutasyon

dahi saptanamamustir (99,100).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu ve Ornek Alim

Calismamizin hasta grubunu Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi i¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali Poliklinigine basvurmus, gerek
laboratuvar tetkikleri gerekse yapilan kemik iligi biyopsisi sonucunda kesin olarak akut
16semi tanis1 konmus 80 hasta birey olusturmaktadir. Bu hastalardan 49 tanesi erkek, 31
tanesi ise kadindir. Akut 16semi tanisi konmus hastalarin 44 tanesi ALL, 36 tanesi ise
AML tipindedir. ALL’li hastalarin 28 tanesi erkek, 16 tanesi ise kadindir. AML’li
hastalarin ise 21 tanesi erkek, 15 tanesi kadindir. Hasta grubunun genel yas ortalamasi
29,6+£16,26 olarak bulundu. AML’li hastalarin yas ortalamasi 34,4+18,13, ALL’li
hastalarin yas ortalamasi ise 25,7+13,45 olarak saptandi.

Kontrol grubu ise Mersin Devlet Hastanesi, Toros Devlet Hastanesi ve Mersin il
Saglik Miidiirliigiine bagl laboratuvarlara bagvuran ve herhangi bir kalitsal, edinsel
veya kronik rahatsizligi bulunmayan 100 adet saglikli bireyden meydana gelmektedir.
Bu kisilerden 61 tanesi erkek, 39 tanesi kadindir. Kontrol grubunun yas ortalamasi ise
45,67+17,42 olarak bulundu.

Gerek akut 16semili hastalardan gerekse kontrol grubunu olusturan bireylerden
5’er mL periferik kan EDTA’Il tiiplere alindi ve calisma giliniine kadar + 4°C’de
saklandi. Tiim ¢aligmalar Mersin Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Arastirma
Laboratuvari’nda yapilmistir. Ayrica akut 16semili hastalarin laboratuvar ve Klinik
verilerinin tespiti amaciyla hasta takip formu olusturdu ve hastalarin poliklinik ve servis

dosyalarina istinaden bu formlar dolduruldu.

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler
3.2.1. Kullanilan Cihazlar

e Thermal Cycler ( Techne, Cambridge, UK)
e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Wealtec, ELITE 300)
¢ Elektroforez Tanki (Biolab,Mazfill, HU13)
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e Jel Goriintiileme Sistemi (Bio-Imaging Systems)
e Sogutmali Mikrosantrifuj (Sigma,2-16K)

e Mikrodalga Firin (Argelik)

e Derin Dondurucu (Regal, RDD 1145)

o Etiiv (Binder)

e Hassas Terazi (Mettler Toledo)

e Buzdolab1 (Regal, RBD 4602 NCF)

e Vorteks (REAX)

¢ Su Banyosu (GFL-Wasserbad Water Bath)

e Distile Su Cihazi (Millipore)

e Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P1000)
e pH Metre (Mettler Toledo)

3.2.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

e Tris-Hidroklorid (Amresco-0234)

e Magnezyum Kloriir (Merck-1.05833)

e Triton X100 (Merck-1.08603.1000)

e Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Merck-1.08421)
e Tris-baz (Amresco-826)

e Borik asit (Riedel de Haen-11606)

e Sodyum Hidroksit (Merck-1.06462)

e Hidroklorik Asit (Merck-1.00314)

e Sodyum Kloriir (Merck-1.06404)

e Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Lauryl Sulfate) (Sigma-L5750)
e Ethidium Bromide (Amresco-X 328)

e Orange G (Sigma O-3756)

e Etanol (Merck 1.00986)

e izopropanol (2-propanol)(Sigma-19516)

e Siikroz (Merck-1.07651)

e Agaroz-Basica Le (Prona-081501PR)
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e Taq DNA polimeraz (Fermentas-EP0402)

e 10XPCR Buffer (NH4) (Fermentas-EP0402)

e 25 mM MgCl, (Merck-1.05833)

e 2mM dNTP Mix (Fermentas-R0192)

e Proteinaz K (Sigma- P2308)

e 100 bp marker (100bp DNA Ladder, MBI Fermentas Vilnius, Lithuania)
e DNase, RNase Free Su (Sigma-W3500)

e Primerler

= CYP2B6 15631 G>T Bolgesi i¢in Forward Primer Dizisi:
5-CTGTGTCCTT GACCTGCTGC-3’

= CYP2B6 15631 G>T Bolgesi i¢in Reverse Primer Dizisi:
5-TCCAGGAGCA GAATAGACAT GAAG-3

e Bsr I restriksiyon enzim seti (Fermantas-ER0881)

3.2.3. Kullanilan Tampon Cozeltiler

3.2.3.1. DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Soliisyonlar

Lysis Buffer

(0,32 M Sukroz, 10mM Tris/HCI pH 7,5; 5mM MgCl;, % 1 Triton X100)

Sukroz................... 109 g
Tris-HCI............... 0,157 g
MgCloniiiiiiiiiiiiies 0,1g
Triton x100..............1 mL

» Kimyasal maddeler 50 mL distile suda ¢oziildii.

* pH’s17,5’e ayarlandi.
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» Distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

= (da 1sisinda muhafaza edildi.

Fizyolojik Tampon

(0,075M NaCl, 0,025M EDTA)

e EDTA......... 0,93 g

Tartilan kimyasallar 50 mL distile su igerisinde ¢6ziildii.
Distile su ile 100 mL’ye tamamlanda.

+4°C’de muhafaza edildi.

Tampon A

(10mM Tris/HCI pH 8; 2mM EDTA)
Tris-HCI.......... 0,157 g

Tartilan kimyasallar 50 mL distile su igerisinde ¢oziildii.

Distile su ile 100 mL’ye tamamland: ve oda 1sisinda saklandi.

% 10°luk SDS (Sodvum Dodesil Siilfat)

Tartilan kimyasal distile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

Oda 1s1sinda saklanda.
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Proteinaz-K (100 mg/mL)

e Liyofilize 100 mg Proteinaz-K (Sigma)
» | mL steril distile su ile ¢oziilerek 100 mg/mL’lik konsantrasyona getirildi.

= 50 pL’lik porsiyonlara ayrildi.
= -20°C’de saklandu.

Doymus Sodyvum Kloriir

» Tartilan NaCl distile su ile 10 mL’de ¢oziildii ve oda 1sisinda muhafaza edildi.

Izopropanol

=  Mevcut stok izopropanoldan 50 mL alind1 ve -20°C’de muhafaza edildi.

Etil Alkol (100 mL icin)
(% 70’lik etil alkol)

= Etil alkol........... 70 mL.
= Mevcut stok etil alkolden (%96’lik) 70 mL alind1 ve iizerine 24 mL distile su

eklendi.

3.2.3.2. Elektroforez i¢in Kullanilan Soliisyonlar

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Stok Soliisyonu pH 8.8

TrisBaz......cccccevevvevnnnnne, 108 g
Borik ASit.........ccceeveirinnne 55¢
EDTA...ccoieieeee e, 8,30
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» Tartilan kimyasal maddeler distile suda ¢oziildii ve pH’s1 8,8 ’e ayarlandi.
» Distile suile 1 litre’ye tamamlandi

= (da 1s1sinda muhafaza edildi.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1XTBE)

= 10X TBE stok soliisyonu distile suyla seytreltilerek 1XTBE tamponu hazirlandi.
Hazirlanan 1XTBE tamponu elektroforez yiirlitme tamponu olarak elektroforez

tankina konuldu.

% 2 Agaroz Jel Soliisyonu

IXTBE Buffer....................... 120 mL
Agarose Basica LE Prona ............ 24¢g
Ethidium Bromide............... 0,5 pg/mL

Orange G Soliisyonu

e ImM NaEDTA ................ 2232 ¢g
e Orange G .....cevviiviinninnnnn. 200 mg
o Gliserol........ooeviiiiiiiiin, 60 mL
e DistileSu.........ooiii 40 mL

3.3. Kullanilan Yontemler
3.3. 1. DNA izolasyonu
Insan genomik DNA’sinin ekstrasyon, izolasyon ve piirifikasyonuna iliskin ¢ok

cesitli protokoller gelistirilmistir. Tam kan oOrneklerinden DNA izolasyonu Poncz

yontemine gore yapilmistir (101).
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DNA izolasyonunun Yapilisi

= EDTA’h tiipe alinan kandan 500 pL alinarak 1,5 pL’lik steril ependorf tiipiline
kondu.

= Uzerine 1 mL lysis buffer (0,32 M Sukroz, 10mM Tris/HCI pH 7,5; SmM MgCl,,
% 1 Triton X100) eklendi ve karistirildi.

= Tiipler 5 dakika bekletildi ve 13.000 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi.

= Siire sonunda silipernatant dokiildii ve ayn1 adim bir kez daha tekrarlandi.

» Tiplere 1 mL fizyolojik tampon (0,075M NaCl, 0,025M EDTA) eklendi ve
karigtirildi.

*  Bukarisim 13.000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi.

» Siipernatant kismi atildi ve dipteki pellet lizerine 300 pL. Tampon A (10mM
Tris/HCI pH 8, 2mM EDTA) eklenip karistirildi.

* Bu kangim iizerine 10 pLL SDS ve 25ul Proteinaz-K (100 mg/mL) konulup
karistirildi.

* Tipler 65°C’de 45 dakika bekletildi.

»  Siire sonunda tiipler oda 1s1sina getirildi.

»  Tiplere 50 uL doymus sodyum kloriir eklendikten sonra 15-20 saniye vortekslendi.
= Tiipler 13.000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.

*  Siipernatant steril yeni bir tiipe alindi.

*  Siipernatant iizerine esit hacimde izopropil alkol eklendi.

= Tiipler yavasca alt iist edilerek DNA’nin ipliksi bir goriiniim alis1 izlendi.

* 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

* Siipernetant kisim atilip pellet halindeki DNA {izerine 1 mL % 70’lik soguk etil
alkol eklenip karigtirildi.

Tiipler 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

=  Siipernatant atild1 ve tiipler kurutma kagid1 lizerine ters ¢evrilerek alkol kurutuldu.

Her tiipe 50 pL distile su eklenerek DNA 37 °C’de ¢oziilmeye birakildi (bir gece).

Elde edilen DNA molekiiliiniin miktar1 agsagidaki formiille hesaplandi.
DNA derisimi (unL/mL)= ODy x Seyreltme faktorii x S0*
*1 em 151k yollu kiivette 1 OD’ye karsilik gelen pg/mL biriminden DNA miktari.
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Hazirlanan ekstrakt ¢alisilincaya kadar + 4°C’de saklandi.

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Uygulamasi

PCR, tek bir molekiil DNA’y1 dahi c¢ogaltabileceginden, reaksiyon
karigimlarinin DNA molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir.
Bu kontaminasyon, daha 6nceki PCR reaksiyonu, eksojen DNA veya diger hiicresel
materyallerden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemelerin ve
soliisyonlarin steril olmasina dikkat edildi. Ayrica PCR reaksiyonunda, 1s1 iletiminden
kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarli DNAase ve
RNAase enzimlerinden arindirilmig steril 0,5 mL’lik eppendorf tiipleri kullanildi.
Reaksiyonun gerceklestirilmesi i¢in de Thermal Cycler cihazi ile 0.5-10 pL, 10-100 pL
ve 50-200 pL’lik pipetler kullanildi.

CYP2B6 geninin 15631 bolgesindeki polimorfizm, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
ile belirlendi. Calismada kullanilan primerler, Haga ve ark. yaptigi arastirma
makalelerinden segildi  (102). CYP2B6 genindeki polimorfizmin PCR ile
belirlenmesinde forward ve revers primerler kullanildi. Her bir 6rnek i¢in forward ve
reverse primer dizileri Cizelge 3.1.’de, CYP2B6 15631 G>T bolgesine spesifik PCR
bilesenleri ise Cizelge 3.2.”de gosterildi.
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Cizelge 3.1. CYP2B6 genindeki polimorfizmin PCR ile belirlenmesinde kullanilan primerler

Forward Primer Dizisi Revers primer dizisi PCR iiriinii

5-CTGTGTCCTTGACCTGCTGC-3' 5-TCCAGGAGCA 578 bp
GAATAGACATGAAG -3'

Cizelge 3.2. CYP2B6 15631 G>T bolgesine spesifik PCR bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilacak Miktar (uL)
Distile Su 24,5

10X PCR Buffer 5

MgCl, (25 mM) 4

dNTP Mix (2 mM) 10

Primer 1 (Forward) (50pmol/uL) 2

Primer 2 (Reverse) (50pmol/uL) 2

Tagq DNA Polimeraz 0,5

Calisilacak o6rnek sayis1 kullanilan miktarlarla ¢arpilarak miks olusturuldu. Bu miksten
calisilacak 6rnek sayis1 kadar 48 pL’lik porsiyonlar alinarak iizerine DNA 6rneginden

konuldu ve son hacim 50 pL’ye tamamlandi.

DNA 0rnegi 2

Olusturulan bu PCR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
ve iizerlerinde numaralar1 yazili steril 0,2 pL’lik PCR tiiplerine 48’er uL konuldu. Daha

sonra iizerine 2 pL. DNA 6rnegi konulup cihaza yerlestirildi.

CYP2B6 geni i¢in thermal cycler cihazinda PCR kosullar1 Cizelge 3.3.’deki gibi
uygulandi ve PCR firilinleri elektroforez islemlerinde kullanilmak iizere +4°C’de

saklandi.
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Cizelge 3.3. CYP2B6 polimorfizmi i¢in PCR kosullart

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Denatiirasyon 95 50 sn
Primer baglanmasi (Annealing) 60 50 sn 37
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 3dk
Muhafaza 4 0 0

3.3.3. Agaroz Jel Elektroforez Teknigi

Her bir birey i¢in, PCR islemi sonrasinda CYP2B6 geninin amplifiye olup
olmadigin1 kontrol etmek icin agaroz jel elektroforez islemi uygulandi. Bu islem
sonrasinda 578 bp’lik tek bir band gbézlenmesi gerekiyordu. Hazirlanan jelde yiiriitiilen
DNA’larin uzunluklari, biiyiikliikleri belli (100-1000b¢) DNA fragmentleri iceren markir
ile kiyaslanarak saptandi.

Tank tamponu olarak TBE, 10X konsantre stok soliisyon seklinde hazirlandi.
Daha sonra 1X olacak sekilde sulandirildi ve hem tankta hem de agaroz jelin hazirlanmasi

sirasinda kullanildi.

3.3.3.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

% 2’lik agaroz jel hazirlandi. Diisiik erime sicakligina sahip (55-60°C) ve
molekiiler biyolojik caligmalar i¢in uygun nitelikte agaroz (Agarose Basica LE, Prona)
kullanild1i. 2,4 gr agaroz, 120 mL 1X TBE c¢ozeltisi igerisinde mikrodalga firinda
homojen ve seffaf bir goriiniim elde edilinceye kadar 1sitildi. Buhar ¢ikmasi durduktan
sonra boyar madde olarak 0,5ug/mL Ethidium bromide (Et-Br) kullanildi.

Hazirlanan agaroz, TBE ve Ethidium bromide karisimi, jel taraklarim
eritmeyecek 1s1ya diisiinceye kadar sogutuldu. Jel taraklarimin yerlestirildigi jel kalibina
yavas¢a dokiildii. Dokme islemi sirasinda jel i¢inde hava kabarciklarinin kalmamasina

dikkat edildi. Yaklasik 1 saat kadar oda 1sisinda sogumaya birakildi. Jel tamamen
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katilagtiktan sonra taraklar ¢ikarildi ve elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez
tanki igerisine yerlestirilen jelin {ist kismin1 tamamen Ortecek sekilde yiiriitme tamponu ile
dolduruldu.

Yiiriitiilecek olan PCR 6rneklerinden 8 pL alinarak parafilm iizerinde 10 pL. Orange G
boyasi ile iyice karistirild1 ve kuyucuklara yiiklendi. Elde edilen bandin uzunlugunu tespit
etmek amaciyla 100 bp’lik markir kullanildi. Ornekler 120 voltluk akim uygulanarak 50-
55 dakika yiiriitiildii. Elde edilen DNA bantlar1 jel goriintiileme yOntemi sistemi

yardimiyla goriintiilendi.

3.3.4. PCR Uriinlerinin Bsrl Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Bir 6rnek i¢in enzim kesimi:

Distile Su 9 uL
Bsrl (10 U/uL) 1 pL
10X Tampon B 2 uL
PCR Uriinii 8 uL
Total hacim 20 pL

Distile su, Bsrl ve Tampon B kullanilarak 6rnek sayisi kadar miks hazirlandi.
Hazirlanan karigtmin dnce vorteks daha sonra santrifiij kullanilarak homojen bir bigimde
karigmas1 saglandi. 0,2 pL’lik steril PCR tiiplerinin her birine 12 pL hazirlanan
karisimdan pipetlendi. Karisimlarin iizerine 8’er pLL PCR iirlinii eklenerek vorteks ile
karistirild1 ve santrifiij edildi. Tiim 6rnekler 65°C’de su banyosunda 2 saat siireyle inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda o6rnekler non-spesifik bantlarin olusmasmi &nlemek
amaciyla 80°C’de su banyosunda 20 dakika inkiibe edilerek enzim inaktivasyonu
saglandi. Kesim friinleri 0,5 pg/mL ethidium bromide igeren yukarida anlatilan sekilde
hazirlanmis % 3’liikk agaroz jelde 120 voltta 2 saat yiritildi ve jel goriintiileme

sisteminde degerlendirildi.
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3.3.5. Genotip Tayini

CYP2B6 genine ait PCR iiriinli 578 bp uzunlugundadir. Kesim sonucunda 518 ve
60 bp uzunlugunda iki parca olugsmaktadir. GG genotipine sahip bireyler i¢in 518 ve 60
bp’lik iki bant, GT genotipine sahip bireyler i¢in 578, 518 ve 60 bp’lik ii¢ bant ve TT
genotipine sahip bireyler icin ise 578 bp’lik tek bir bant gdzlenmektedir.

3.3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS 11 (SPSS Inc., Chicago. IL., USA)
programi kullanildi. Tiim parametreler i¢in frekanslar ve yilizde degerleri hesaplandi. Bu
frekanslarin hasta ve kontrol gruplarinda goriilme sikliklar1 arasindaki iliskiler ki-kare
testi ile arastirildi. Odds oranlar1 (OR) hesaplandi. Yanilma diizeyleri olarak 0,05 degeri
secildi. Bu degere esit yada kiigiik p degeri i¢in “parametreler arasi iligkinin istatistiksel

acidan anlamli” oldugu yorumu yapildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada, akut 16semi ile CYP2B6 G15631T gen polimorfizmi arasinda
iliski olup olmadig arastirildi. Bu amagla ¢alismamizin kontrol grubunu 100 saglikli
birey meydana getirirken, hasta grubunu ise akut I6semi tanisi almis 80 birey
olusturmaktaydi. Akut 16semili hastalarin 44°tine ALL (% 55), 36’sina da AML (% 45)
tanis1 konuldu.

Yaptigimiz calismada kontrol grubu olarak 61’1 erkek, 39’u kadin olmak iizere
toplam 100 saglikli bireyi degerlendirmeye aldik (Sekil 4.2.).

Kontrol grubunun yas ortalamasi 45,67+17,42, yas smir1 16-68, tim akut
16semili olgularin yas ortalamasi 29,6+16,26, yas sinir1 ise 5-82 olarak bulundu. ALL
tanis1 almis hastalarin yas ortalamasi 24,4+18,13, yas sinir1 5-58; AML’li hastalarin ise
yas ortalamasi 25,7+13,45, yas sinir1 ise 16-62 olarak saptandi (Cizelge 4.1.).

ALL tanis1 almis hastalarin 28’1 erkek, 16’°s1 kadin; AML tanis1 almis hastalarin
ise 21’1 erkek, 15’1 kadindi. Tim akut 16semili hastalar géz Oniine alindiginda
erkek/kadin orani 1,58 olarak gozlendi. ALL vakalarinda erkek/kadin orani 1,75, AML

vakalarin da ise 1,4 olarak bulundu.

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubunda kadin, erkek sayisi ve yas ortalamalari

Kontrol Akut Losemi ALL AML p degerleri

Cinsiyet

Erkek 61 49 28 21 0,764%

Kadin 39 31 16 15 0,679
0,812°

0,889¢

Yas 45,67+17,42 29.6£16.26 24.4+18.13 25,7+13.45 0,000
0,000°
0,000°
0,722¢

Kontrol-Akut Losemi aras1 korelasyon, ° Kontrol-ALL arasi korelasyon, ©Kontrol-AML aras1
korelasyon, “ALL-AML arasi korelasyon

CYP2B6 geninin 15631. pozisyonunu igeren bolgesi PCR yontemi ile amplifiye
edildikten sonra dogru genin amplifiye edilip edilmediginin kontrolii i¢in % 2’lik agaroz
jel kullanilarak elektroforez yapildi. Jel elektroforezi ile 578 bp’lik bant elde edilmistir
(Resim 4.1.).
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SN 300 bp

- W 200 bp

100 bp

Sekil 4.1. 578 bp’lik CYP2B6 gen parcalarinin PCR sonrasinda % 2’lik agaroz jel elektroforezindeki
goriintiisii. Amplifikasyonu yapilan 6rnekler 1’den 8’e kadar numaralandirilmig, 100 bp’lik markir ise M
ile gosterilmistir. Elde edilen gen pargalari markir baz alinarak degerlendirildiginde yaklagik 578 bp
uzunlugunda oldugu gostermekte ve bu da dogru gen bolgesini amplifiye ettigimizi gostermektedir.

CYP2B6 geninin 15631. pozisyonundaki G—T degisimini belirlemek i¢cin PCR
ile amplifiye edilen her 6rnege Bsml enzimi kullanilarak kesim yapildi. Kontrol
grubuna ait 100 saglikli goniillii ve akut 16semi tanisit almis 80 hasta olmak iizere
toplam 180 bireyin CYP2B6 geninin G15631T polimorfizmine bakildi.

CYP2B6 geninin G15631T polimorfizmi igin goriintiileme sisteminde markir baz
alinarak kiyaslama yapildiginda GG genotipine sahip bireyler i¢in 518 ve 60 bp’lik iki
bant, TT genotipine sahip bireyler icin 578’lik tek bir bant ve GT genotipine sahip
bireyler i¢in ise 578, 518 ve 60 bp’lik ii¢ bant goriilmektedir.

Sekil 4.2.°de hasta grubuna ait 6 bireyin, CYP2B6 G15631T polimorfizmi
acisindan allelleri goriilmektedir. 518 ve 60 bp’lik iki bant bulunan 2 ve 4 nolu 6rnekler,
kisilerin GG genotipine sahip olduklarini, 578, 518 ve 60 bp’lik ii¢ bant bulunan 1, 3, 5
ve 6 nolu ornekler ise kisilerin GT genotipinde oldugunu gdstermektedir.

Bu ¢alisma sonucunda kontrol grubundaki 100 bireyden 67 bireyde GG (% 67),
33 bireyde GT (% 33) genotipi saptandi. 80 bireyden olusan akut l6semili hasta
grubundan 36 bireyde GG (% 45), 44 bireyde GT (% 55) genotipi bulundu. Akut
l6semilerin tiplerine gore de genotipleme yapildi. Buna gére ALL tanisi konulmis 44
bireyden 18 bireyin GG (% 40,9), 26 bireyin (% 59,1) GT genotipinde oldugu tespit
edildi. AML tanis1 konulmus 36 bireyden 18 bireyin GG (% 50), 18 bireyin ise GT
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genotipinde oldugu bulundu. Gerek kontrol gerekse hasta gruplarinda TT genotipine

rastlanilmadi.

Sekil 4.2. CYP2B6 G15631T gen bolgesinin PCR iriiniiniin Bsrl restriksiyon enzimi ile kesiminden elde
edilen sonuglar (% 3’lik agaroz jel elektroforezi). 100 bp Markir (M) ve ornekler 1°’den 6’ya kadar
numaralarla gosterilmistir.

Akut 16semili hastalarin genotip frekans: kontrol grubu referans alinarak ¢oklu

regresyon modeli ile kiyaslandiginda, GT genotipinin akut ldsemiye yatkinlig

arttirdigina % 95 giivenle karar verildi (p=0,03) (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Akut 16semi ve kontrol gruplarinda CYP2B6 G15631T polimorfizmi genotip dagilimlari ve

odds oranlar1

CYP2B6 G15631T Akut Losemi (n=80) | Kontrol (n=100) | Odds Orani [%95 CI] | p degeri
polimorfizmi n (%) n (%)
GG 36 (% 45,0) 67 (% 67,0) 1 (Referans) 0,003
GT 44 (% 55,0) 33 (% 33,0) 2,481 [1,353-4,551]

n= Kisi sayis1

ALL hastalarinin genotip frekanst kontrol grubu referans alinarak c¢oklu

regresyon modeli ile kiyaslandiginda, GT genotipinin akut losemiye yatkinligi

arttirdigina % 95 giivenle karar verildi (p=0,015) (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. ALL ve kontrol gruplarinda CYP2B6 G15631T polimorfizmi genotip dagilimlar: ve odds

oranlari
CYP2B6 G15631T ALL (n=44) Kontrol (n=100) | Odds Orami [%95 CI] | p degeri
polimorfizmi n(%o) n(%o)
GG 18 (% 40,9) 67 (% 67,0) 1 (Referans) 0,015
GT 26 (% 59,1) 33 (% 33,0) 2,399 [1,186-4,853]
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AML hastalarinin genotip frekans1 kontrol grubu referans alinarak g¢oklu
regresyon modeli ile kiyaslandiginda, GT genotipinin akut losemiye yatkinlig
arttirdigina % 95 giivenle karar verildi (p=0,021) (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. AML ve kontrol gruplarinda CYP2B6 G15631T polimorfizmi genotip dagilimlart ve odds
oranlari

CYP2B6 G15631T AML Kontrol Odds Oram [%95 CI] p degeri
polimorfizmi (n=36) n(%) (n=100) n(%o)
GG 18 (% 50) 67 (% 67,0) 1 (Referans) 0,021
GT 18 (% 50) 33 (% 33,0) 2,610 [1,157-5,888]

Bu polimorfizmin, allel frekanslarinin gruplarla olan iligkisi ki-kare analizi ile
degerlendirildi. Hem ALL (Cizelge 4.5.), hem AML (Cizelge 4.6.), hem de genel olarak
her iki akut 16semi grubu (Cizelge 4.7.) kontrol grubuyla olan iliskisi ki-kare analizi ile
degerlendirildi ve her ii¢ hasta grubunun allel frekanslarinda anlamli bir degismenin

olduguna % 95 giivenle karar verildi.

Cizelge 4.5. Kontrol ve ALL gruplarinda CYP2B6 15631. pozisyonunda G ve T allellerinin frekanslari

Alleller ALL (n=44) Kontrol (n=100) | Odds Oram [%95 CI] p degeri
n(%o) n(%o)
G 62 (% 70,45) 167 (% 83,5) 1 (Referans) 0,034
T 26 (% 29,55) 33 (%16,5) 1,880 [1,047-3,373]

n= kisi say1st

Cizelge 4.6. Kontrol ve AML gruplarinda CYP2B6 15631. pozisyonunda G ve T allellerinin frekanslari

Alleller AML (n=36) Kontrol (n=100) | Odds Oram [%95 CI] p degeri
n(%) n(%)
G 54 (% 75) 167 (% 83.5) 1 (Referans) 0,043
T 18 (% 25) 33 (%16,5) 1,980 [1,023-3,833]

Cizelge 4.7. Kontrol ve akut losemi gruplarinda CYP2B6 15631. pozisyonunda G ve T allellerinin
frekanslari

Alleller AML (n=80) Kontrol (n=100) | Odds Oram [%95 CI] p degeri
n(%) n(%)
G 116 (% 72,5) 167 (% 83,5) 1 (Referans) 0,012
T 44 (% 27,5) 33 (%16,5) 1,920 [1,153-3,196]
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5. TARTISMA

1999 yilinda insan genom projesinin tamamlanmasiyla birlikte polimorfizm
calismalar1 hiz kazanmistir. SNP Konsorsiyumunun verilerine gore ortalama 1200-1300
baz c¢iftinde bir polimorfizm goriilmektedir ve bugiine kadar 1,5 milyona yakin
polimorfizm tanimlanmistir. Polimorfizmlerin ¢cogu sessizdir ve gen fonksiyonlarini ve
kalitilan ozelliklerini etkilemezler. Bunlara non- coding SNPs denilmektedir. Bir de
protein fonksiyonunu; aminoasit sekansini degistirmek yoluyla ‘direkt’, regiilator
sekans fonksiyonunu degistirerek ‘indirekt’ etki eden polimorfizmler vardir. Bunlara da
coding SNPs ad1 verilmektedir (36).

Hastalik  predispozisyonu agisindan  epidemiyolojik ve  biyomedikal
arastirmalarla farkli populasyonlarda hasta ve saglikli kontrol gruplarinda polimorfizm
tayini ve kargilagtirllmasi yapilmaktadir. Bu hastaliklara 6rnek olarak cesitlki kanser
tirleri, Diabetes Mellitus, Alzheimer hastaligi, psoriazis, kardiyovaskiiler hastaliklar,
migren vb. sayilabilir (36).

Giliniimiizde hastalifa yol agan genlerin hangi paternlerinin hastalikla daha
yiiksek iligkili oldugu saptanabilmektedir. Cesitli hastaliklara 6zgii polimorfizm
profilleri ¢ikarilmistir. DNA o6rneklerinde spesifik polimorfizm paternleri incelenerek
bireylerin hastaliklara duyarliliklart agisindan taramalar1 yapilabilmektedir (36).

SNP’ler ve ¢esitli kanser tiirleri arasinda da ¢esitli iliskiler kurulmaktadir. DNA
tamiri ve karsinojenlerin metabolizmas1 ve detoksifikasyonunda rol alan genlerde
SNP’lerin  varligi, kimyasal Kkarsinojenlerin  artmis aktivasyonu, hiicrelerin
detoksifikasyon ve mutajenik hasar tamiri yeteneklerindeki azalmalar, bizlere SNP’ler
ile kanser tirleri arasinda baglantt kurmayr gerekli kilmistir. Bu genotipik
varyasyonlarin tanimlanmasi kanser etyolojisinin aydinlatilmasina ve hastalik riski ile
kemoterapiye cevabin 6ngériilmesinde yardimei olacaktir (36).

CYP2B6 G15631T polimorfizminin AML ve ALL etiyolojisinde rolii olup
olmadigimin arastirilmasini amagladigimiz bu ¢alismada polimorfizmlerin toplumlarda
oldukca diisiikk oranda goriilmesinden dolayr gerek kontrol gerekse hasta sayilarini
miimkiin oldugunca fazla tutmaya 6zen gosterdik (24).

Kontrol grubu olarak 100 saglikli birey, hasta grubu olarak ise 44 ALL, 36 AML

olmak iizere toplam 80 akut 16semili birey ¢alismamiza dahil edilmistir. Kontrol
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grubunun yas ortalamasi 32,86+18,47, hasta grubunun yas ortalamasi 29,6+16,26 ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamaktadir (p> 0,05).
Kontrol grubunun yas araligi (6-76), hasta grubunun yas araligiyla da (5-82) benzerlik
gostermekteydi.

Yaptigimiz ¢alismada ALL tipinde olan akut 16semili hastalarin yas ortalamalari
24,4+18,13, yas aralig: ise 5-58 olarak bulundu. Sahu ve ark. (103) 110 ALL hastasiyla
yapmis oldugu bir calismada ALL hastalarin yas ortalamasini 28,2+15,7, yas araligin
ise 13-80 olarak bulmustur. Bizim buldugumuz yas araliginin daha diisiik olmasinin
sebebi ¢alismamiza adolesan ve erigkin 10semi hastalara ek olarak pediatrik 16semi
hastalarmin da dahil edilmesindendir.

AML tanist konulmus hasta grubumuzda ise yas ortalamasi 25,7+13,45, yas
araligi 16-62 olarak bulunmustur. Rego ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada (104) AML
hastalarinin yas ortalamalarini1 38,8+16,6, yas araligini ise 12-82 olarak bulmus olup
bizim yaptigimiz c¢aligmaya nazaran daha yasli bir hasta grubuyla calisildigi
anlagilmaktadir. AML grubumuzun hem yas ortalamasinin hem de yas aralifinin
ALL’den yiiksek olmasinin sebebinin ALL’nin daha ¢ok cocukluk caginda goriilen
kanser tiplerinden biri olmasindan kaynaklanmaktadir.

Calismamizda ALL’li hasta grubunda erkek/kadin orami 1,75 olarak
bulunmustur. Kiirek¢i ve ark. yaptiklari bir ¢aligmada (105) ALL hastalarinda
erkek/kadin oranim1 0,789, Sahu ve ark. (103) ise 2,235 olarak bulmustur. Bizim
yaptigimiz calismada ALL’li erkeklerin sayisinin ALL’li kadinlarin sayisinin yaklasik
iki katt oldugu saptanmustir.

AML tanis1 almis hasta grubunda ise erkek/kadin orani 1,4 olarak bulunmustur.
Rego ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada (104) AML’li hastalarda erkek/kadin
oranini 1,68 olarak bulmustur. Bu da bizim hasta grubumuzun cinsiyet bakimindan daha
dengeli bir populasyon niteliginde oldugunu gostermektedir.

CYP2B6 geninin 15631. pozisyonunda yer alan G alleli wild tip allel olup tek
niikleotid polimorfizmi sonucunda T alleline donlismekte ve translasyonda glutamin
aminoasidi histidin aminoasidiyle yer degistirmektedir. GG genotipi wild tip genotip
olup G15631T polimorfizmi sonucunda GT (heterozigot polimorfik genotip) ve TT
(homozigot polimorfik genotip) meydana gelmektedir.
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Yaptigimiz ¢alisma ayni zamanda Tirk populasyonunda CYP2B6 G15631T
polimorfizminin genotip ve allel frekanslarimin tespitini de saglamaktadir. Tirk
populasyonunda CYP2B6 G15631T polimorfizminin arastirilmasi sadece kontrol grubu
baz alinarak yapilmis, hasta grubunun yanlis bir sonug¢ verebilecegi diisiincesiyle
calismaya dahil edilmemistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda Tiirk
populasyonunda GG genotipinin goriilme sikligr % 67, GT genotipinin siklig ise % 33
olarak bulunmustur. CYP2B6 G15631T polimorfizminin allel frekanslar1 da
hesaplanmis buna gore G allelinin frekansi 0,835, T allelinin frekansini ise 0,165 olarak
saptanmustir. Tiirk populasyonunda CYP2B6 G15631T polimorfizmi igin herhangi bir
populasyon genetigi calismasi yapilmadigi i¢in bu ¢alisma Tiirk populasyonu i¢in emsal
teskil etmektedir.

Giiney Cin populasyonunda yapilan dort farkli caligmada Lahu ve ark. GG
genotipinin goriilme sikligini % 44,4, GT genotipinin sikligint % 48,1, TT genotipinin
sikligini ise % 7,4 olarak bulmustur. Wa ve ark. GG genotipinin sikligim1 % 35,6, GT
genotipinin sikligim1 % 48,5, TT genotipinin sikligin1 ise % 15,8 olarak bulmustur.
Bulang ve ark. GG genotipinin sikligin1 % 50,5, GT genotipinin sikligin1 % 40,4, TT
genotipinin sikligini ise % 9,1 olarak bulmustur. Hong Kong ve ark. GG genotipinin
sikligimi % 51,3, GT genotipinin sikligimi % 25,6, TT genotipinin sikligini ise % 23
olarak bulmuslardir (106).

CYP2B6 G15631T polimorfizminin allel frekanslart da diger g¢alisamalarla
kiyaslanmistir. Giiney Cin populasyonunda yapilan dort farkli calismada G ve T
allelinin frekanslarin1 Lahu ve ark. sirasiyla 0,685 ve 0,315, Wa ve ark. 0,599 ve 0,401,
Bulang ve ark. 70,7 ve 0,293, Hong Kong ve ark. ise 0,641 ve 0,359 olarak
saptamislardir (106).

Calisma sonuglarimizi diger dort calismanin sonuglariyla kiyasladigimizda Tiirk
populasyonunda GG genotipinin goriilme sikliginin daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
GT genotipinin siklig1 ise Lahu, Wa ve Bulang’in ¢alismalarindan daha diisiik, Hong
Kong’un ¢aligmasindan ise daha yiiksek olarak bulunmustur. Referans olarak aldigimiz
calismalarda TT genotipine rastlanmig olmasina ragmen bizim calismamizda TT
genotipine sahip birey bulunamamustir. Sonuglardaki bu farkliik TT genotipinin
frekansinin diisiik olmasindan veya etnik varyasyonlardan kaynaklaniyor olabilir. Bizim

calismamizin allel freakans sonuglart diger ¢alismalarla karsilastirildiginda T allelinin
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frekansi diger ¢alismalara nazaran daha diisiikk, G allelinin frekansi ise daha yiliksek
olarak saptanmustir.

CYP2B6 G15631T polimorfizminin allel frekanslar1 farkli etnik gruplarda da
incelenmistir. Farkli aragtirmacilar beyaz irk, Afrika, Latin ve Asya irklarinda ve bu
irklarin farkli populasyonlarinda CYP2B6 G15631T polimorfizmini arastirmislardir
(106).

Beyaz irkta yapilan ¢alismalar sonucunda Alman populasyonunda T allelinin
frekans1 yapilan ¢ farkli ¢alismada 0,252, 0,26 ve 0,286 olarak bulunmustur.
Amerikal’larda T allelinin frekans1 0,22, Isvigre populasyonunda 0,24, Kanada
populasyonunda 0,254, Avrupa kokenli Amerikali’larda 0,224, Ingiliz populasyonunda
ise bu oran 0,281 olarak bulunmustur (82-87, 89).

Afrika irkinda da benzer calismalar yapilmistir. Afrika kokenli Amerikali’larda
T allelinin frekans1 yapilan dort farkli ¢alismada 0,28, 0,278, 0,38 ve 0,329 olarak
bulunmustur. Ayrica Ganali’larda T allelinin frekans1 0,488 olarak tespit edilmistir (83,
85, 86, 98).

Latin rkinda da bu ¢alismalara benzer ¢aligmalar sdéz konusudur. Ispanyol
populasyonunda T allelinin frekans1 0,265, Latin Amerikali’larda yapilan iki farkli
calismada 0,43 ve 0,266 olarak bulunmustur. Ispanyol kokenli Kanadali’larda ise T
allelinin frekansi 0,328 olarak saptanmustir (83, 85, 86, 99).

Asya 1rkinda yapilan ¢alismalarda Japon populasyonunda T allelinin frekansi tig¢
farkli galismanin sonuglarina goére 0,16, 0,144 ve 0,2 olarak bulunmustur. Korelilerde T
allelinin frekansi 0,152, Tayvanli’larda 0,141, Cinli’lerde 0,21, Hong Konglu’larda ise
0,43 olarak tespit edilmistir (91-93, 96, 98). Son olarak Xu ve ark. (106) Nisan 2007’de
yaptiklari bir ¢alismada Cin toplumunda T allelinin frekansin1 0,345 olarak bulmustur.

Diger aragtirmacilarin yapmis oldugu ¢alismalar Tiirk toplumu i¢in buldugumuz
T allel frekans1 (0,165) ile karsilastirildiginda Tiirk toplumunun diger iklara nazaran
Asya 1rkina daha ¢ok benzerlik gosterdigini diisiindiirmekteyiz.

Kontrol ve akut 16semili gruplarimizda CYP2B6 G15631T polimorfizmi igin
genotipleme yapildiginda kontrol grubunda GG genotipinin sikligt % 67, GT
genotipinin ise % 33, akut 16semi grubunda GG genotipinin % 45, GT genotipinin ise %
55 oraninda bulunmustur. Akut l6semi hastalar alt tiplerine gore incelendiginde ALL

hastalarinda GG genotipinin siklig1 % 40,9, GT genotipi % 59,1, AML hastalarinda ise
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GG genotipinin sikligr % 50, GT genotipinin sikligi ise % 50 olarak saptanmistir. Allel
frekanslar1 agisindan kiyaslandiginda kontrol grubunda G allelinin frekans1 0,835, T
allelinin frekansi 0,165, akut 16semi grubunda ise G allelinin freakans1 0,725, T allelinin
frekansi ise 0,275 olarak bulunmustur. ALL hastalarinda G allelinin frekans: 0,705, T
allelinin frekansi 0,295, AML hastalarinda G allelinin frekansi 0,75, T allelinin frekansi
ise 0,25 olarak saptanmistir. Bu sonuglara gore GT genotipinin ALL sikligini 2,399 Kat,
AML sikligini ise 2,61 kat arttirdigi % 95 giiven araligiyla belirlenmistir.

CYP2B6 enzimi ile ilgili yeteri kadar prob ilag, inhibitér ve spesifik antikor
mevcut olmadigindan dolay1 bu enzim hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. ilging bir
sekilde CYP2B6 geniyle de ilgili sadece populasyon genetigi ¢calismalari mevcut olup bu
genin polimorfizmlerinin herhangi bir hastaliga yakalanma riskini arttirip artirmayacagi
konusunda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir (96).

CYP2B6 enziminin metabolize ettigi ilaglar, endojen substratlar ve
ksenobiyotikler goz oniine alindiginda bu enzimin ne kadar énemli oldugunu, bu enzimi
kodlayan CYP2B6 geninin de bu enzimin aktivasyonunda ne denli kritik rol oynadigini
anlamak hi¢ de zor degildir. Bu yiizden CYP2B6 geninin G15631T polimorfizmi gibi
ozellikle gen ekspresyonunu, dolayisiyla da enzim diizeyini ve aktivitesini azaltan
polimorfizmler kimyasal maddelerin biyotransformasyonu i¢in olduk¢ca Onem
tasimaktadir (95-97).

CYP2B6 enzimi metabolize ettigi onlarca ilacin yani sira stiren, aflatoksin B1,
2-dibromoetan, benzo[a]piren, 1,3-biitadien, 7-benzil oksirezorufin, vinil klorid,
klorzoksazon, 4-vinilsiklohehzan, 3-metoksi 4-amino azobenzen, 4-vinil-1-siklohekzan,
4-(metilnitroamino)-1-(3-piridil)-1-(butanon) (NNK), 9-(4-aminophenyl)-9-hidroksi-
prido-(3,4-b) indol (Aminofenilnorharman) (APNH) gibi karsinojen, Azinfos-metil
(AZIN) ve 2-kloro 1,1-difloroetan gibi tiimorojen, 1,2-dibromoetan gibi genotoksik ve
karsinojen, benzfetamin, 6-aminokrisen ve dibenzo[a,h]antrasen gibi az karsinojen,
paration (PAR), metilendioksimet-amfetamin (esctacy) ve nikotin gibi muhtemel
karsinojen kimyasallarin metabolizmasini da istlenmektedir. CYP2B6 G15631T
polimorfizminde gen ekspresyonunda azalma bununla birlikte enzim miktarinda ve
aktivitesinde diisme meydana gelecek ve karsinojen maddeler yeteri kadar metabolize
olamayacak, dolayisiyla viicutta bu Kkarsinojenlerin birikimiyle karsinogenez

hizlanacaktir (96, 97).
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Diger yandan dogal hali pre-karsinojen 6zellikte olup da CYP2B6 enzimi ile
biyotransformasyona ugradiktan sonra karsinojen maddelere doniisen bilesikler ise bu
polimorfizm varliginda yeteri kadar karsinojene doniisemeyecek ve kansere karsi
koruyucu rol iistlenecektir. Ozetle CYP2B6 G15631T polimorfizmi 6ncii maddesi
karsinojenik nitelikte olan kimyasallar icin tehlike arz ederken, aslen pre-karsinojen
olan maddeler i¢in ise hiicre ve dokular1 koruyucu bir 6zellik tasimaktadir (94-96).

CYP2B6 enziminin metabolize ettigi onemli bir madde olan stiren yada diger
adiyla vinil benzen aromatik hidrokarbon yapisinda olup plastik yapiminda, tekstil ve
giyim sanayisinde ve bina izolasyonunda kullanilir. Stirenin hepatomaya, angiomaya,
akciger kanserine, losemiye ve paranazal siniis tiimorlerine yol agtig1 yapilan hayvan
deneyleriyle gosterilmistir (39).

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan olusturulan aflatoksin de
CYP2B6 enzimi tarafindan metabolize edilen olduk¢a karsinojen bir mikotoksindir.
Ozellikle kiiflenmis pul biber, findik, yerfistigi ve antepfistiginda bulunur. Simdiye
kadar 18 tip aflatoksin tanimlanmis olup bunlardan aflatoksin B1 en yiiksek toksik
etkiye sahiptir. Aflatoksinin organizma {izerine biyokimyasal ve biyolojik etkileri s6z
konusu olabilmektedir. Biyokimyasal diizeyde aflatoksinler enerji dongiisiinii,
karbohidrat, lipid, niikleik asit ve protein yapisini etkiler. Aflatoksinin biyolojik etkileri
karsinojen, mutajen ve teratojen olarak gozlenebildigi gibi hepatotoksisite ve
aflatoksitozis olarak da gozlenebilir. Karaciger, kolon, bobrek kanserlerine ve 16semiye
yol actig1 bilinmektedir. Ayrica yapilan hayvan deneylerinde erkek ratlarda bobrek,
kolon ve karaciger kanseri, disi siganlarda kolon ve karaciger kanseri, rhesus
maymunlarda anjiosarkom, safra kesesi ve karaciger kanserine, sinomulgus
maymunlarinda ise angiosarkoma, safra kesesi ve karacigeri kanser olusturdugu
saptanmugtir (39).

Plastik, kauguk ve monomer endiistrisinde kullanilan 1,3-biitadien de CYP2B6
enzimi tarafindan metabolize edilen olduk¢a karsinojenik bir maddedir. 1,3-biitadienin
insanlarda l6semi ve lenfomaya yol agtigina dair veriler vardir. Deney hayvanlarinda
yapilan ¢aligmalarda erkek sigcanlarda testis kanserine, disi sigcanlarda meme kanserine,
erkek farelerde klitoral bez tiimorlerine, tubulo-alveolar yapida bir bez olan Hederyan

bezi tlimorlerine, mide, bobrek, karaciger, akciger, MSS kanserlerine, angiosarkomaya,
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16semi ve lenfomaya, disi farelerde ise Hederyan bezi tiimdrlerine, karaciger, akciger,
meme, mide, over kanserlerine ve angiosarkomaya yol agtig1 belirlenmistir (39).

Celik iiretiminde ve kok komiirii fabrikalarinda kullanilan benzo(a)piren de
CYP2B6 enzimi tarafindan metabolize edilmektedir. insanlarda akciger kanserine yol
actifiana dair bulgular vardir. Deney hayvanlariyla yapilan calismalarda erkek ve disi
farelerde mide kanserine, erkek farelerde ise 6zafagus kanserine yol agtigi anlagilmistir
(39).

CYP2B6 enzimi tarafindan metabolize edilen bir diger karsinojen madde ise
bromoetandir. Bu maddenin erkek siganlarda bobrekiistli bez, akciger ve MSS
kanserlerine, disi farelerde ise uterus kanserleine yol agtigi goriilmiistiir (39).

Polivinilklorid (PVC) yapimminda kullanilan vinil klorid de CYP2B6 enzimi
tarafindan metabolize edilen olduk¢a dnemli bir karsinojen maddedir. Vinil kloridin
erkek sicanlarda Zimbal bez ve nasal kavite tiimorlerine, angiosarkomaya, bobrek,
karaciger, akciger, MSS ve testis kanserlerine, disi si¢anlarda Zimbal bez ve nasal
kavite tiimorlerine, angiosarkomaya, bobrek, karaciger, MSS ve meme kanserlerine,
erkek farelerde angiosarkomaya ve akciger kanserine, disi farelerde angiosarkomaya,
meme ve akciger kanserlerine, erkek hamsterlarda Zimbal bez tiimorlerine,
angiosarkomaya ve mide kanserlerine, disi hamsterlarda ise angiosarkomaya, meme,
deri ve mide kanserlerine yol ag¢tig1 tespit edilmistir (39).

Goriildugii gibi CYP2B6 enziminin metabolize ettigi pek ¢ok karsinojen madde
bulunmaktadir. Ayrica bu karsinojen maddelerin pek ¢ok organda karsinogeneze yol
acmast dikkat ¢ekicidir. CYP2B6 geninin polimorfizmi ile akut I0semiler basta olmak
tizere higbir kanserle iliskisinin bulunmamasina karsin biyotransformasyonda rol alan
pek cok genin akut 16semiye yatkinligi arttirdigi bilinmektedir. Bu genlerin bazilar
CYP2E1, CYP1Al, CYP2D6, MTHFR, NAT2, NQO1, GSTM1 ve GSTP1’dir. Bu
genlerin tirlinleri olan enzimlerin metabolize ettikleri kimyasal maddelerin pek ¢ogunun
CYP2B6 enzimi ile ortak olmas1 bizlerde CYP2B6 enzim eksikliginde dolayisiyla da
CYP2B6 gen polimorfizminde akut 16semi riskinin artabilecegi diislincesini
uyandirmistir (107).

NQOI1 enzimi quinonlar1 detoksifiye eder ve oksidatif stresi azaltir. NQO1
C609T polimorfizmini homozigot olarak tagiyanlarda akut 16semiye yatkinlig1 arttirdigy

yapilan calismalarla anlasilmistir. MTHFR geni metilen tetrahidrofolat rediiktaz geni
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olup bu genin iriinii olan enzim ise folatin metabolizmasindan sorumludur. MTHFR
C677T polimorfizmi de enzim aktivitesini azaltarak akut 16semiye yakalanma riskini
arttirir.

CYP2B6 enziminin metabolizmasini iistlendigi karsinojenleri de metabolize
eden enzimlerden bazilari; stiren ve 1-3 bitadieni metabolize eden GSTM1, GSTT1,
CYP2E1 ve CYP2D6 enzimleri, dibenzo[a,h]antrasen ve benzo[a]pireni metabolize
eden CYP1A1l enzimidir. Bu durum CYP2B6 gen polimorfizmlerinin tipki diger
genlerin polimorfizmlerinde oldugu gibi akut 16semilere yatkinlig1 arttirdigi diistincesini
destekleyici niteliktedir (94, 95).

Ozellikle de CYP1A1, GSTMI, GSTTI, CYP2E1 ve CYP2D6 genlerinin
polimorfizmlerinin akut 16semiye yatkinlig1 arttirip arttirmadigina dair pek ¢ok calisma
yapilmistir.

Krajinovic ve ark. ile Saadat ve ark. yaptiklar iki farkli caligmada (107) GSTT1
ve GSTM1 polimorfizmlerinin ALL’ye yatkinligi arttirdigini, Armuda ve ark. (107)
yaptig1 ¢alismada AML’ye yatkinligi arttirdigini, Davies ve ark. (107) yaptigi calismada
AML’ye yakilhigini arttirdigini, Rollinson ve ark. (107) yaptigi ¢alismada hem AML
hem de ALL’ye yatkinligini arttirdigint saptamiglardir. Crump ve ark. (107)
AML’lilerde ve Hemos ve ark. (107) hematolojik kanserlerde yaptiklar1 ¢aligmalarda
GSTT1 ve GSTMI1 polimorfizmlerinin akut l6semi etiyolojisinde rol oynamadigini
belirtmislerdir. Krajinovic ve ark. ile Sinnete ve ark. yaptiklar farkli iki ¢alismada (107)
CYPIA1 Mspl polimorfizminin ALL’ye yatkinlig1 arttirdigini ortaya koymuslardir.
Krajinovic ve ark. (107) yaptiklar1 bir ¢alismada CYP2E1*5B ve *6 polimorfizmlerinin
ALL’ye yatkinligt arttirdigimi belirtmislerdir. CYP2D6*3 ve *4 polimorfizmleri i¢in
yapilan ¢alismalarda Lemos ve ark. (107) bu polimorfizmlerin hematolojik
malignitelere, Roddam ve ark. (107) ise AML ve ALL’ye yakalanma riskini arttirdigini
belirtmislerdir. Krajinovic ve ark. (107) ise CYP2D6*3 ve *4 polimorfizmlerinin
ALL’ye yakalanmada rol oynamadigini belirtmistir.

Goriildugii gibi akut 16semi etiyolojisinde genetik polimorfizmler oldukca genis
yer tutmaktadir. Bu nedenle 16semilerde neden-sonug iligkilerinin multifaktoriyel bir
perspektif ¢ercevesinde irdelenmesi tani, teshis ve tedavinin kolaylastirilmasinda 6nemli
bir rol oynayacaktir. Akut 16semilerin patogenezinin sadece birka¢ gene bagli olmadigi

ve tlim siipheli genlerin ayni anda analiziyle daha dogru bir sonu¢ alinabilecegi
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kanaatindeyiz. Bu da ancak teknolojik yontemlerle miimkiin olacaktir. Ancak yine de
unutulmamalidir ki akut l6semilerin etiyolojisini tam olarak aydinlatmak neredeyse
imkansizdir. Yaptigimiz bu ¢alisma, akut 16semilerin altinda yatan sebepleri tam olarak
aydinlatmasa da CYP2B6 geninin akut 16semiye yatkinlig1r degerlendirmede 6nemli bir

markir olabilecegi kanisindayiz.

6. SONUC VE ONERILER
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Yapilan sitogenetik ve molekiiler caligmalar 1s18inda akut 16semilerin
etyopatogenezinde ¢evresel faktorler kadar genetik faktorlerin de 6nemli rol oynadig,
ayrica bu iki durumun bir arada bulunmasi halinde ise akut 16semiye yakalanma riskinin
kat kat artabilecegi goriilmektedir. Akut I6semilerde ¢evresel maruziyetlerden korunma
belli bir yere kadar miimkiin olsa da genetik yatkinliga kars1 gelistirilebilen 6nemler su
anki imkanlar dahilinde oldukga sinirlidir.

Yaptigimiz bu galismada akut 16semi hastaligi i¢cin CYP2B6 G15631T gen
polimorfizminin risk faktorii olup olmadigini arastirdik. Elde ettigimiz sonuglara gore
bu polimorfizmi tastyan bireylerde akut 16seminin hem lenfoblastik hem de miyeloid
tiplerine yatkinlig1 arttirdigini belirledik.

Ozellikle son yillarda admi sik stk duyuran prenatal tam ydntemleri sayesinde
CYP2B6 G15631T gen polimorfizmini tasiyan bireyler daha intrauterin hayattayken
tespit edilebilecek ve genetik danigmanlarin yardimiyla bu duruma uygun bir yasam
tarz1 siirdiirmeleri saglanacaktir. Ornegin bu genin {iriinii olan enzimler tarafindan
metabolize edilen aflatoksin B1, 1-3 biitadien, stiren gibi son derece karsinojen olan
kimyasallardan miimkiin oldugunca uzak kalmasi saglanacak, mesleki maruziyeti
asgariye indirmek icin bu tarz kimyasallarin bulundugu is kollar1 bireye sifaen
sOylenecektir.

Ayrica CYP2B6 G15631T gen polimorfizminin akut loseminin tedavisinde
kullanilan siklofosfamidin metabolizmasini azalttig1 i¢in bu polimorfizmi tasiyan akut
16semi hastalarinda ila¢ dozajinin kisiye 6zgii olarak ayarlanmasi gerekmektedir.

Calismamizda ayrica CYP2B6 G15631T gen polimorfizmi sikliginin Tiirk
populasyonunda arastirilmasi da hedeflenmistir. Daha 6nceden Tiirk toplumunda bu gen
bolgesi ile ilgili higbir ¢alisma yapilmadigindan dolayr buldugumuz veriler gen

bankalarina katki saglayabilecektir.
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