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OZET

DENizLi VE YORESINDE BAS, BOYUN VE ORAL KAVITE TUMORLU
BIiREYLERDE CYP2E1 VE ALDH2 GENETIK POLIMORFiZMLERININ
HASTALIGA YATKINLIK iLE iLiSKiSINiN INCELENMESI

Karakog, Metin Deniz
Y Uiksek Lisans Tezi Farmakoloji AD.
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Selim KORTUNAY

Aralik 2014, 69 Sayfa

Alkol tuketimi ve sigara aliskanligi skuamoz hucreli bas ve boyun kanseri igin risk
arttirict faktorlerdir. Calismamizda bu karsinojenlerin metabolik yolaklarinda gorevli
CYP2EL ve ALDH2 enzimlerine ait gen polimorfizmlerinin, bireylerin skuamoz hiicreli
bas ve boyun kanserine yatkinliktaki rollerini inceledik. Epidemiyolojik 0Ozelikleri
bakimindan karsilastirilabilir ve birbirleri ile uyumlu olan Denizli ve yoresinde yasayan
olgu (n=79) ve saglikli kontrol (n=98) grubu ALDH2 (rs671) igin multipleks PCR
yontemi kullanlarak ve CYP2EL1 geni Dral (rs6413432), Pstl (rs3813867), Rsal
(rs2031920) polimorfizmleri icin PCR-RFLP yontemi kullanilarak genotip dagilimlarin
belirledik. Yalmzca CYP2E1l Rsal polimorfizminde heterozigot (cl/c2) genotipli
bireylerde istatistiksel olarak anlaml1 bir iliski oldugu belirlendi (OR= 7,79; %95 GA,
0,92-179,64; p=0,04). Calismada incelenen diger polimorfizmlerde anlamli bir iliski
gOzlenmedi. ALDH2 ve CYP2EL geni polimorfizmleri igin diger Kafkas irklarindaki
calismalarla sonuglarimiz uyumludur. Pstl/Rsal  polimorfizmleri icin ise Kafkas
irklarindaki sonuclar celigkilidir. Sonu¢ olarak Rsal igin cl/c2 genotipi, skuamoz
hicreli bas ve boyun kanseri igin bir risk faktori olabilir. Ancak yatkinligin daha kesin
bir sekilde ortaya konmasi i¢in daha genis bir olgu grubuna gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: ALDH2, CYP2EL, bas ve boyun skuamoz hiicre kanseri, gen
polimorfizmi.



ABSTRACT

EXAMINATION OF THE SUSCEPTIBILTY TO DISEASE OF THE CYP2E1
AND ALDH2 GENETIC POLYMORPHISMS IN INDIVIDUALS WITH HEAD,
NECK AND ORAL CAVITY TUMORSIN DENiZLi AND ITSREGION.

Karakog, Metin Deniz
M. Sc. Thesisin Pharmacology
Supervisor: Professor, MD. Selim KORTUNAY

December 2014, 69 Pages

Alcohol consumption and smoking habits are the risk enhancer factors for the
squamous cell head and neck cancer. In our study we investigated the roles in genes
polymorphisms at CYP2E1 and ALDH2 which are the responsible enzymes at
metabolic pathways of these carcinogens and examined the susceptibility in individuals
for squamous cell head and neck cancer. Comperable and matched with each other in
point of epidemiological properties in cases (N=79) and healty controls (n=98), were
genotyped by using multiplex PCR method for ALDH2 (rs671) and PCR-RFLP method
for determining Dral (rs6413432), Pstl (rs3813867), and Rsal (rs2031920)
polymorphisms of CYP2EL genes in people who are living in Denizli and its region. We
only determined a statistically significant association for CYP2E1 Rsal polymorphisms
on heterozygous (cl/c2) genotypes (OR= 7,79; %95 Cl, 0,92-179,64; p=0,04). The
association of other polymorphisms under study was not observed. For ALDH2 and
CYP2EL genes polymorphisms our results are consistent with the studies which are
conducted in Caucasian races. However, there are conflicting results in Caucasian races
for Rsal/Pstl polymorphisms. Consequently, c1/c2 genotypes for Rsal polymorphisms
may be arisk factor in squamous cell head and neck cancer But, there are needed larger
case groups to demonstrate the susceptibility more precisely.

Keywords: ALDH2, CYP2E1, squamous cell head and neck cancer, gene
polymorphism
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1. GIRIS

Denizli ve yoresinde yasayan bas ve boyun timarl i bireylerde hastalik etiyolojisinde
sorumlu tutulan akolin metabolizmasina ait CYP2E1 ve ALDH2 enzim
polimorfizmlerinin hastaliga yatkinliktaki rolini ortaya koymak icin olgu ve kontrol

grubundaki alel ve genotip frekanslarinin incelenmesi amaclanmustir.

Kanser, somatik hiicre DNA’sinda fiziksel, kimyasal, viral veya spontan etkenler
nedeniyle gelisebilen mutasyonlar sonucu bu hicrelerin  organizmamin  denetim
mekanizmalarindan bagimsiz olarak ve anormal sekilde cogalmasidir. Kanser kelimesi
tek bir hastaligin degil, temel neden olan malign timaorlerin timune verilen genel bir
ismdir. Genel olarak ksenobiyotik olarak adlandirilan ¢ok sayida kimyasal bilesigin
kendis veya metaboliti DNA'y1 etkileyebilir. Maruziyet sirekli veya belli periyodlarla
devam eder ise kanser olusumuna neden olabilir. Kanserlerin yaklasik %801 cevresel
kimyasal madde maruziyeti sonucu olusmaktadir (Matthias vd 1998).

Bas ve boynun skuamoz hiicreli karsinomu, anatomik olarak bu bdlgeye yerlesen
tim maligniteler icerisinde oral kavitedekilerin %401, farinkstekilerin %15'i,
larinkstekilerin %25'i ve diger kissmlarin (tukirok bezi ve tiroid) %20’ sini olusturur
(Ragin vd 2007). Skuamoz hiicreli karsinomlar, bas ve boyun timorli olgularda en sik
karsilasilan histolojik tiptir (Olivieri vd 2009). Bas ve boyun kanserlerinin icerisinde
dunyada en sik gorulen alt tur, tim kanserler icinde % 2,1 pay ile oral kavite ve dudak
kanserleri iken yurdumuzda en stk gorlen alt tir ise tim kanserler icerisinde %1,9 pay
ile larinks kanseridir. Turkiye de erkeklerde gorilen kanserler araanda 6. siklikta yer
adigi ve erkeklerde kansere bagli Olimlerin % 3,3'Unden sorumlu oldugu
belirtilmektedir (WEB_1 2014). Bu hastalikta, sigara ve alkol aliskanliklari, baslica risk
faktorleridir (Hiyama vd 2008, Olivieri vd 2009). Calismalar, sigara icerisindeki ¢ok
sayida karsinojenin ve akol metabolizmasiyla olusan aktif Urtnlerin viicuda zararh
etkilerini ¢cok net bir sekilde ortaya koymustur. Bu zararli reaktif Grinler, dokularda
oksidatif strese yol agabilir ve hiicrede proteinler, karbonhidratlar, lipidler ve DNA’da



hasar olusabilir. Sonugta mutasyon ve hiicre déngusiinde degisme meydana gelir (Zain
2007).

Sigara ve akol gibi ksenobiyotiklerin metabolizmasinda yer alan enzimleri kodlayan
genlerde degisiklikler meydana gelebilir. Bu degisiklikler, enzim aktivitesinin
artmasina, azalmasina veya yokluguna neden olabilir. Genlerdeki kalitilabilen alelik
farkliliklarin populasyonun %1'in den fazlasinda gorilmesine polimorfizm denir (Miller
vd 2003).

Alkol, akol dehidrojenaz (ADH) ve CYP2E1 tarafindan asetaldehide, asetaldehid
ise aldehid dehidrojenaz (ALDH) tarafindan asetata donusttrdl ir (Salway 1994). ADH
ve ALDH genleri icin polimorfizmler soz konusudur. Farkli popilasyonlarda varyant
ael ve genotip sikliklart da farklilik gosterir. Bu genetik polimorfizmler, bireyler
arasindaki alkol metabolizma hizindaki farkliligin ve akut alkol alimi sonrasi gézlenen
advers reaksiyonlarin olusmasina katki saglarlar (Nussbaum vd 2005). ADH ve ALDH
aktivitelerinin degismesi, olusan asetaldehid miktarim etkiler. Dokularda artmus
asetaldehid miktarlarina maruz kalmak ise, bas ve boyun kanserleri riskini artirici bir
faktor olarak ortaya ¢ikar. Bu durumu agiklayan cesitli deneysel hayvan calismalar: ile
asetaldehidin karsinojenitesi gosterilmistir (Seitz ve Stickel 2007).

Gunumuize kadar, insanlarda 12 farkli ALDH taramlanmustir. Bunlardan sitozolik
ALDH1 ve mitokondriyal ALDH2 en onemlileridir. ALDH2 enzimi 4 alt birimden
olusur ve bu alt birimlerden herhangi biri defektif ise enzim inaktiftir (Crabb vd 1989) .
ALDH2 eksikligi olan bireyler, akol adiklarinda baslangicta, kanda asetaldehid
birikerek ylUzde kizarmaya neden olur. ALDH eksikligi otozomal dominant kalitim
gosterir. Cinliler' de gorilme frekanst %45’ lere ulasirken, Afrikalilarda ve beyaz irkta
gbzlenmez. Bu nedenle uzak dogulular asetaldehidi daha yavas yikarlar. Alkol
metabolizmasina ait basamaklar ve olusan Urtinler Sekil 1.1'de gosterilmistir.
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Sekil 1.1 Alkol metabolizmasi sonucu olusan Urinler (Tumave Casey 2003)

Kronik alkol tiketiminde alkol metabolizmasinda ADH’ min yani sira adaptif bir
mekanizma olarak diz endoplazmik retikulumda yer aan, indiklenebilen CYP2EL
enzimi de 6nemli rol oynamaktadir. insan CYP2EL geni 10. Kromozomun kisa kolunda
yerlesmistir (Umeno vd 1988).

ALDH2 ve CYP2E1 enzimlerinin ve akolin vicuda alimsindan atilisina kadar
gecen sUrecteki metabolizma basamaklarinda rol aan diger enzimlere ait
polimorfizmlerin bas ve boyun kanserlerine yatkinlikta rolleri ile ilgili farkl
poptlasyonlarda birbiriyle celiskili sonuglari olan calismalar mevcuttur (Gajecka vd
2005, Brocic vd 2011, Ji vd. 2011, Cury vd 2012). Gajecka ve Cury, CYP2E1l
polimorfizmleri ile bas ve boyun timorlerine yatkinlik iliskisini bulamamistir. Kafkas
irkinda yapilan bir ¢calismada CY P2E1 Rsal polimorfizminde c2 mutant alel frekansinda
bas ve boyun kanseri icin risk artist bulundugu bildirilmistir (Bouchardy vd 2000). Yine
Kafkas irklarinda CYP2E1 Dral C mutant alel frekansinda da bas ve boyun kanseri igin
istatistiksel olarak anlaml: risk artis1 bulunmustur (Lucas 1996, Bouchardy vd 2000).
Y apilan bir ¢alismada ALDH2 polimorfizminin bas ve boyun kanseri ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Matsuo vd 2012). Tiurk toplumunda ise ALDH2 ve CYP2E1l
polimorfizmlerinin bas ve boyun timdrlerine yatkinlik iliskis incelendigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamizda bas ve boyun kanserli olgular ile epidemiyolojik
Ozellikleri benzer olan kontrol grubu kullanmlmistir. Bu konu yakin yillardaki calismalar

da g6z 6nuine alindiginda halen guincelligini korumaktadir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Bas ve boyun Kanserleri
2.1.1. Epidemiyolqjisi

Agiz ve burun bosluklar, tikirik bezleri, paranazal sinisler, farinks (nazofarinks,
orofarinks, hipofarinks), larinks ve boynun Ust kismindaki lenf nodillerindeki timérler,
bas ve boyun kanserleri olarak adlandiriimaktadir (Bilgel 2003). En sik timor gorilen
bolgeler, oral kavite, farinks, larinks ve hipofarinkstir. Nazal kavite ile paranazal sinis
kanserleri, tukurik bezi maligniteleri, ¢esitli sarkomlar, lenfoma ve malign melanomlara
ise daha az rastlanmir. Bu kanserlerin %90'1 skuamoz hucreli kanserlerdir (Abraham vd
2009).

Bas ve boyun kanserleri, dinyada tim kanserler arasnda 6. siklikta gordldr.
Hastalarin ¢ogu, 50 yas Ustil kisilerdir. insidans, yasla birlikte artarak 60-75 yas
arasinda en yiksek sikliga ulasir. Diinya Saglik Orgutiinin son agikladig: verilere gore
gelismekte olan Ulkelerde diger bolgelere gore nispeten daha sk goérilir (WEB_1
2014).

Skuamoz hiicreli bas ve boyun kanserlerinin diinya genelinde insidanst yilda 600.000
olgudan fazladir. Hastalik erkeklerde kadinlara gére daha sik gordltr. Dinya genelinde
erkek/kachin oramt 3/1, Ulkemizde ise 4,4/1'dir. Bas ve boyun kanserleri dinyada
gorilme insidanst agisindan tim kanser torleri icerisinde yilda %4,8 'lik paya sahiptir.
Yillik mortalite insidansi ise 4,6'dir. TUrk populasyonunda ise bu degerler sirasi ile 3,8
ve 2,5'tur (WEB_1 2014).

Dunya genelinde erkeklerde en sk gorulen bas ve boyun kanseri turd, agiz boslugu
kanserleridir. Kadinlarda ise en ¢ok karsilasilan bas ve boyun kanseri turi orofarinks ve
hipofarinks kanserleridir. Turkiye de ise bas ve boyun kanserleri icinde en sk goértlen
kanser; larinks kanseridir ve erkeklerde daha ¢ok gorilmektedir (Bilgel 2003, WEB_1



2014). Bas ve boyun timoérlerinden sikca goértlen ornekleri Tablo 2.1'de 6zet olarak

sunulmustur.

Tablo 2.1 Bas ve boyun timar tipleri (Hanna vd 2012) (Kaynaktan 6zetlenmistir)

Benign Malign primer Malign sekonder
Glomus timort, | Juvenil Skuamoz karsinom, | Kaposi dahil Rena hicréli
Pstdotiimoar, anjiofibrom, Adenokarsinom, yumusak doku kanser, tiroid,
Fibroma, Lenfanjinoma, M ukoepidermoid, sarkomlari, meme,
Papilloma, Anjinom, adenoid kistik ve Hodkin ve non- akciger,
Granilom Adenom, asinik hicre hodkin prostat veya
Hemanjinom karsinomlar: (tUkdrik lenfomalar, gastrointestinal
bezleri) Bazal hiicre sistem
karsinomu timorlerinin
metastazi

2.1.2. Etiyoloji ve kar sinogenez

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine déntsmesi, bircok basamak icerir. DNA'da
ardh ardina meydana gelen mutasyonlar sonucu genetik materyalde degisiklikler olusur.
Bunda protoonkogenlerin ve supresor genlerin etkin oldugu dustndldr. Bu genler
normal hiicrelerde hiicresel kayiplarin tamirinde birlikte gorev alir. Bunlarda meydana
gelen mutasyonlar hticrenin blyidmesini ve ¢ogalma programini etkiler (Indulski ve
Lutz 2000). Bas ve boyun timoérlerinin karsinogenezi de pek cok faktorin dinamik
etkilesimi sonucu ortaya gikan kompleks bir siregtir. Olgularin %90’ inda bilinen
karsinojenlere maruziyet dykist bulunmaktadir. Bu karsinojenlerin basinda tiitiin, alkol
ya da bettel yapraklan gibi aliskanliklar gelmektedir. Alkol, ayni zamanda titin ve
benzeri karsinojenlerin etkisini de arttiran en dnemli faktordur. Diger 6nemli etiyolojik
faktorler ise, virtder, genetik yatkinlik, hava kirliligi, radyasyon maruziyeti ve diyet
olarak siralanabilir (Engin ve Ozkan 2003).

2.1.2.1. Tutun ve alkol

Tutin ve akol, kanser gelisimi icin temel risk faktorleridir. Sigara icmek, riski
cinsiyet, irk ve icilen miktara bagli olarak 5-25 kat arttirirken; yogun alkol tiketimi riski
2-6 kat artirmaktadir. Her iki faktor birlikte riski 15 kattan 40 kata kadar artirmaktadir
(Abraham vd 2009).




Kullanilan tittin ve alkol miktarimn artmasiyla, birlikte bas ve boyun kanserlerinin
gorulme sikliklar1 da giderek artmaktadir. Dolayisiyla maruziyetin daha fazla oldugu
erkeklerde, kadinlara gore bu kanser cesitlerine daha sik rastlanmaktadir (Bilgel 2003).

Tatun kullanimi, kansere bagli 6lUmlerin ana etkeni olarak bilinmektedir. Erkeklerde
yaklasik olarak tim kanserlerin %25'i, kadinlarda ise %4'Unden sorumlu tutulmaktachr.
Ayni deger, cinsiyet ayirmaksizin incelendiginde gelismis Ulkelerde %16, az gelismis
Ulkelerde ise %10 civarindadir (Sasco vd 2004). Sigara kullammu ile bas ve boyun
kanserleri arasindaki doz-etki iliskisinde kullanim sliresinin, sonuca katkisinin ginltk
kullanilan sigara sayisindan daha 6nemli oldugu bildirilmistir. TUtUnin Gretimi ve
islenmes asamalarinda kullanmilan katki maddeleriyle birlikte sigarada 4000’ den fazla
bilesik oldugu saptanmustir. Deneysel calismalar, sigara olarak icilen tittiinde bu
maddelerden en az 55 adedinin kanserojen etkili oldugunu, yanmamus titiinde ise en az
16 karsinojen madde bulundugunu gostermistir (Engin ve Ozkan 2003, Hetch 2003).
Sigara kullanirken ortaya cikan katramin, dudak ve agiz boslugu kanserlerinde roll
oldugu distnulmektedir (Engin ve Ozkan 2003). Sigara ve pipo kullammi basta olmak
Uzere tUm tatin kullamm bicimlerinin bas ve boyun kanserlerindeki rolUnin akciger
kanserlerindekinden daha c¢ok oldugu disunidlmektedir. Katramn bilesimindeki
karsinojenler, tukirik vasitasiyla karsinogenezi baslatmaktadir. Bilhassa pipo
kullananlarda alt dudak kanserlerine daha cok rastlariimaktadir (Engin ve Ozkan 2003).
YUiksek katran ve yiksek nikotin seviyelerine sahip sigaralarin, dusik nikotin
seviyesine sahip sigara igen kisilere gore larinks kanserine yakalanma riski daha
yuksektir (Szyfter vd 1999).

Tatin kullaniminin en yaygin iki sekli sigara ve titin ¢ignemedir. Dinyada yaklasik
bir milyar insamin sigara kullandigt ve 600 milyon kisinin de titun cignedigi
dustnulmektedir. Yapilan arastirmalarda A.B.D’de sigara disi tatin kullamminin
genclerde ve kadinlarda hizli bir artis gosterdigi ve bunun, Ulkedeki agiz boslugu
kanserlerindeki artislailgili oldugu dusinilmustir (Engin ve Ozkan 2003). Ulkemizde
ise son yillarda devletin yurittigu bilinclendirme faaliyetleri neticesinde titin kullamm
oram azalmaktadir. Dolayisi ile ayni iliski kurulamamaktadir (WEB_4 2012).

Sigara kullammimin daha yaygin oldugu Ulkelerde oral kavite ve hipofarinks

kanserleri tim kanserlerin sadece %3’ Uni olustururken, bettel yaprag: ve areca cevizi



(Areca catechu) gibi yoresel bitkilerin agizda cigneme aliskanligimn yaygin oldugu
Gineydogu Asya Ulkelerinde, oral kavite ve hipofarinks kanserleri, tim kanserlerin
yaklasik %50’ sini olusturmaktadir. Areca cevizi icerisindeki 6nemli akaloidlerden olan
arekolin, arekaidin, guvasin ve guvakolin basta beyin olmak Uzere bircok dokuda
GABA reseptor inhibitori olarak etki gosterirler. Bu akaloidler bagimlilik yapici ve
kanserojen etkilerden sorumludur (Engin ve Ozkan 2003, Akhtar 2012).

Yalnizca sigara dumanminda yanma sonucu olusan kimyasal maddelerin degil,
yanmamis titindeki maddelerinde kansere neden oldugu tespit edilmistir. Sigara
dumaninda 60'tan fazla karsinojen, yanmamis titiinde ise en az 16 adet karsinojen
madde saptanmistir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), nitr6zaminler ve
aromatik aminler, sigarada bulunan en genel kuvvetli karsinojenlerdir. Bir sigarada
bulunan toplam karsinojen miktar1 1 ila 3 mg arasindadir. Bu miktar, sigara basina
disen nikotin miktar: ile yaklasik aymdir (Hecht 2003). Sigara dumam gaz ve partikl
faz1 olarak iki fazdaincelenir. Bu fazlann icerdigi kimyasal maddelerden bazilar1 Tablo
2.2 'de gosterilmistir.

Tablo 2.2 Tutin dumaninda bulunan karsinojen tipleri (Hastirk ve Y tksel 2000)

Partikil fazi Gaz faz1
Nikotin Kresol Karbon monooksit Karbondioksit
Katran Fenol Nitrojen oksitler Nitrozaminler
Aromatik hidrokarbonlar b-Naftilamin Aldehitler Hidrazin
Benzo(a)piren Benz(a)antrasen Amonyak Aseton
Katesol Indol Akrolein Vinil klorid
Karbazol Anilin Hidrosiyanik asit Pridin
Nikel Polonyum-210
N-nitrozodimetilamin N-nitrozopirolidin
2-Toluidin Qunolin

Bas ve boyun kanserinin bir baska tetikleyicisi olan akolin, titindn etkisini
potansiyelize eden bir kofaktor oldugu genel kamdir. Her ikisi birlikte kullanildiginda
sinerjistik etki, yani titiin ve alkoltin ayr1 ayr kullammlarinda ortaya cikan risk artisinin
toplamindan daha fazla oldugu bildirilmektedir (Engin ve Ozkan 2003). Sigara veya
alkolden yalnizca birini kullanan bireylerde ve her ikisini birlikte tuketenlerde, hicbirini
kullanmayan bireylere gore ora kavite kanseri riski srasiyla 3-9 ve 100 kat arttigi
belirtilmistir (Sasco vd 2004).




Sekiz Avrupa Ulkesinde 350.000'den fazla sayida kisinin degerlendirme atina
alindig1 2011 yilinda yayinlanan bir ¢alismada alkol kullaniminin agiz boslugu, farinks,
larinks ve o©zefagus kanserlerinin gelisme riskini arttirchgr gosterilmis ve akol
kullaniminin  erkeklerde gorulen kanserlerin %10 undan, kadinlarda ise %3’ Ginden

sorumlu oldugu sonucuna ulasilmistir (Schutze vd 2011).

2013 yilinda yayinlanan bir derlemede alkol kullammimn birakilmasinin larinks ve
farinks kanseri gelisme riskinde yillik ortalama %2’'lik azalmaya yol agtig
gosterilmistir. Alkoltn birakilmasinin ardindan besinci yilin sonunda larinks ve farinks
kanseri gelisme riskinde ortalama %15 azalma oldugu gosterilmistir. Sonug olarak
alkole bagli larinks ve farinks kanseri gelisme riskindeki artisin geri dénuslt oldugu
ancak bu riskin hi¢ alkol kullanmamis olanlar ile esit diizeye gelmesinin 36-39 yil aldigi
bildirilmistir (Ahmad Kiadaliri vd 2013).

2.1.2.2. Genetik etkenler

Bas ve boyun kanserlerinde alkol ve sigaramn bilesiminde bulunan kanserojen
etkileri kamtlanmis maddelerin metabolizmasinda yer alan genlerin polimorfizmleri,
zararli bilesiklerin vicuttan uzaklastinlmasinda bozukluklara neden oldugundan
onemlidir. Faz | metabolizmasinda gorev alan CYP1A1, CYP2D6, CYP2A6, CYP2E1
enzimleri ve faz Il enzimlerinden Glutatyon S-transferaz (GST), N-Asetil transferaz
(NAT), ADHI1C ve ALDH2 enzimlerinin bas ve boyun kanserleri ile iliskis bircok
bilim insan tarafindan arastirilmstir. Gincel bir calismada, CYP1A1 ve CYP2D6
enzimlerindeki polimorfizmlerin bas ve boyun kanserine yakalanma riskini belirgin
derecede arttirdig: bildirilmistir (Khlifi vd 2014). Diger bir arastirmada bas ve boyun
kanseriyle CYP1A1 lled62Val polimorfizmlerinin yatkinlikla ilgili olmadigi ancak
CYP1A1 Mspl polimorfizmlerinin yatkinlik faktort oldugu saptanmustir (Liu vd 2013).
Bir meta-analizde GSTT1 ve GSTM1 genotiplerindeki polimorfizmlerin bas ve boyun
kanserine yatkinlikla iliskili oldugu bildirilmistir (Hashibe vd 2003). CYP2A6 ve
GSTP1 polimorfizmlerinin ise yalmzca bas ve boyun kanserine yatkinlig: arttirmakla
kalmadigi, vicudun kemoterapdtiklere verdigi cevapta da degisiklige neden oldugu
bildirilmistir (Ruwali vd 2009). Turk populasyonunda yapilan bir calismada hizl
asetilator NAT2* 4/NAT1* 10 diplotipiyle bas ve boyun kanseri riski arasinda belirgin bir
iliski saptanmistir (Demokan vd 2010).



Son yillarda p53 genindeki mutasyonlarin, sigara ve akol kullanma 6yktst bulunan
bas ve boyun kanserli hastalarda daha sk gozlendigi rapor edilmistir (Mao vd 2004).
Ayrica, epidermal blyume faktori reseptorii (EGFR) HER2 proteinini kodlayan c-
erbB2 genlerinin bas ve boyun kanserlerinde fazla eksprese edildikleri gosterilmistir
(Zavras vd 2003).

2.1.2.3. Virluder

Human papilloma virts (HPV) ve Ebstein-Barr virtslerinin bas ve boyun kanserleri
ile iligkili olduguna dair degisik arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarla elde
edilmis bulgular mevcuttur. Genetik calismalar HPV 6, 11, 16 ve 18 tiplerinin bas ve
boyun kanseri ile iliskili oldugunu gostermistir. HPV pozitif olan bas ve boyun
kanserlilerde HPV tip 16 ve tip 18 en ¢ok karsilasilan turlerdir. Yapilan ¢alismalarda
HPV varligimin, skuamoz hicreli bas ve boyun kanserli hastalarin %20's ile %601
arasinda bir oranda bulundugu saptanmustir (Engin ve Ozkan 2003, Wittekindt vd 2012,
Maier vd 2013, Quintero vd 2013).

2.1.2.4. Diger nedenler

Bas ve boyun kanserlerine zemin hazirlayan diger nedenler arasnda artmis yas,
gunes 1s1nlarina uzun siire maruziyet, diyetle fazla yag tiketimi ve agirlikli olarak yagda
kizarmis yiyeceklerle beslenme, gastroozefageal refll, radyasyon ve medek (asbest,
silika ve pamuk tozlarina maruziyet, kagit, deri, lastik, tekstil, mobilya ve metal
endistrisi galisanlar gibi) gelmektedir (Gustavsson vd 1998, Engin ve Ozkan 2003,
Purdue vd 2006).
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2.1.3. Bolgeye ait kanser turleri

Bas ve boyun bdlges timdrlerinin goruldugt bolgeler Sekil 2.1'de gosterilmistir.

Bunun

Boslugu
Nazofarinks
Afhz Boslugu i }
; Orofarinks Farinks
il ‘E ;
Laningofarinks

Larinks

Trakea

Sekil 2.1 Bas ve boyun bolgesinde kanser riski olan bolgeler

2.1.3.1. Oral kavite, nazal kavite ve paranazal sinus kanserleri

Oral kavite kanserleri etiyolojisinde, genetik faktorlerin yamnda, kétl agiz hijyeni,
gunese ve soguga uzun sire maruz kalinan islerle ugrasmak (dudak kanserleri icin),
dental travmaar ve tekrarlayan dis protezi travmalari, titin vb. madde gigneme
aliskanligi, sigara ve akol tuketimi 6nemli rol oynayan temel faktorlerdir. Cogu vakada
gbzlenen histolojik tipin skuamoz hticreli karsinomlar oldugu bildirilmistir (Abraham
vd 2009).

Diger bolgelere gore paranazal sinislerin malign timarleri daha nadir gorilmekte
dir. Tim kanserlerin %0,3 Unl ve bas ve boyundaki kanserlerin de %3’ ini burun ve
paranazal sinis kanserleri olusturmaktadir (Karci 2003).

2.1.3.2. Orofarinks ve nazofarinks kanserleri

Orofarinkste, en cok gozlenen tip skuamoz hucreli karsinomlarcir. TUmorlerin
etiyolojisinde tittn kullanimi, en belirgin faktor olarak one cikar. Erkeklerde, kadinlara
gore daha sk gorulir. Bazi hastalarda, tonsil kanserleri human papilloma virs ile

iliskili bulunmustur (Kizilkaya 2003).
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Nazofarinks kanserleri (NFK), dinyamn ¢ogu bdlgesinde 100.000'de 1 insidansa
sahip nadir gorulen bir kanser tiridir ancak Kuzey Afrika, Glneydogu Asya ve Cin
gibi uzak dogu Ulkelerinde ve Kuzey Kanada ve Gronland da yasayan eskimolarda
nispeten daha sik gordltr. Ebstein-Barr virts, NFK ile yakindan iliskili bulunmustur. Bu
iliski, serolojik calismalar ve tUmor Orneklerinde saptanan viral genom ile
aciklanmaktadir. Diyetle alinan tuzlanmis et ve genetik yatkinlik diger 6nemli risk
faktorleridir. Tattn ve akoltn, NFK icin vakaarin ufak bir bdlimu disinda risk faktori
olmadigi belirtilmistir. Tirozin kinaz reseptdr ailesinden c-erb B2 geninin asin
ekspresyonu diger bas ve boyun karsinomlarinda gorilmez iken NFK'da bu protein
dizeyinin asir1 artisinin patogenezde onemli rol oldugu dusundltr. Cogu vakada
gbzlenen histolojik tipin skuamoz hticreli karsinomlar oldugu bildirilmistir (Altun vd
1998, Demiral 2003, Abraham vd 2009).

2.1.3.3. Larinkskanserleri

Larinks kanseri, sigara igenlerde sk gorilen bir malignitedir. Skuamoz hicreli
karsinomlar, larinksin en sk (%95 oramnda) gordlen malign timorleridir. Tum
kanserler icerisindeki payi ise, yaklasik %1,1 civarindadir (WEB_1 2014). Hastalarin
cogu 50 yasin Uzerindedir. Erkeklerde sigara aliskanligi kadinlara gore daha fazla
oldugundan hastalik, erkeklerde kadinlara gore birkag kat daha fazla gorulir. Sigara
disinda asbest tozlarina maruziyet, asirt alkol tiketimi, agir metallere maruziyet ile odun
ve komiir tozlari, diger etiyolojik faktorlerdir (Engin ve Ozkan 2003, Karci 2003).

2.1.3.4. Tukuruk vetiroid bezlerinde olusan kanserler

TUm bas ve boyun timoérleri icerisinde %3-4'10k paya sahip olan tUkurik bezi
tumorlerinin en sik izlendigi yaslar 30 ile 50 yaslar arasichr. Tiroid kanseri, en sik
gorulen endokrin timdr olmakla birlikte tim tiroid bezi hastaliklar1 igerisinde az bir yer

tutar.
2.1.3.5. Kulak vetemporal kemik kanserleri

Kulak kanserleri, epitel kokenlidir ve ¢ok nadir goruldr. Gunesin zararli 1sinlarina
maruziyet nedeniyle en sik gorilen malign timorler, bazal hicreli ve skuamoz hicreli
karsinomlardir (Tezel 2003). Tum tempora bolge timorlerinin %86’ sim skuamoz

hicreli karsinom olusturur (Kizilkaya 2003).
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2.2. ADH, CYP2E1 ve ALDH2 Enzimleri Hakkinda Genel Bilgiler

Vicudumuzda ksenobiyotik metabolizmasi, faz | ve faz 1l enzimleri tarafindan
gerceklestirilir. Faz | reaksiyonlart ¢ok biyidk oranda sitokrom P450 enzimleri
(CYP450) ile gerceklesmektedir. Bunlar, insan olgun eritrosit ve iskelet kast hiicreleri
disinda tim hcre tiplerinde bulunan, hem iceren ve 400 ila 530 arasnda aminoasitten
meydana gelen hemoproteinlerdir. Hicrede agirlikli olarak endoplazmik retikulumda
veya i¢ mitokondri zarinda bulunurlar. Enzimin aktif noktas: Fe™ iyonudur (Ozerol
1996). CYP450 enzimleri ile katalizlenen genel reaksiyon sematik olarak asagidaki
sekilde gosterilmistir.

NADPH + H++ O+ SH ® NADP++ H;0 + S-OH

Sitokrom P450 enzimleri, ¢cok sayida enzim ve bunlarin izozimlerinden olusan genis
bir enzim siperfamilyas: olusturur. Bu enzimlerin isimlendirilmesinde CY P, sitokrom
P450’yi, onu izleyen say1, enzimin familya numarasini, sonra gelen harf alt familya
numarasim daha sonraki say1 ise bu alt familya icindeki bireysel enzim numarasin
gosterir. Eger familyanin tek bir Uyesi bulunuyor ise familya numarasindan sonra baska
bir aciklayici isaret bulunmaz. Insanlarda giinimiize degin bu enzim ailesinin 18
familya ve 43 alt familyadan olusan 57 ayr enzim c¢esidinin tammlamast yapilmistir
(WEB_2 2014).

CYP2E1l, ADH ve ALDH enzimleri, akol metabolizmasindan sorumlu baslica
enzimlerdir. Enzim polimorfizmleri, ilag yamtinda kisiden kisiye degisiklikler
gorulmesine yol actig1 gibi baz1 kanserlerin olusmasina da zemin hazirlayabilmektedir.
Bu nedenle bu polimorfizmlerin fenotip karakteri Uzerindeki etkilerinin aragtiriimas
Onem arz etmektedir.

2.2.1. ADH fizyolojik fonksiyonlari ve polimorfizmleri

Alkol, ADH ve CY P2EL1 tarafindan oksidasyonla asetaldehide, asetaldehid ise ALDH
tarafindan asetata donustUrilmektedir. Insanlarda ADH'nin en az yedi farkl gen
tarafindan kodlanmis dimerler halinde bulunan farkl: formlar: vardir. Insanlarda bunlar
icerisinde miktar ve aktivite olarak en fazla olan form ADH1'dir. En yogun olarak
karacigerde bulunan ADH1; ADH1A, ADH1B ve ADH1C genleri tarafindan kodlanan a,
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B ve & at uUnitelerinden olusur. ADH tarafindan gerceklesen etanol oksidasyon
reaksiyonu asagidaki sekilde yurur (Sultatos vd 2004).

CH3CH,0H + NAD" — CH3CHO + NADH + H*

ADH ve ALDH genleri icin gozlenen polimorfizmler, bireyler arasndaki alkol
metabolizma hizindaki farkliligr ve akut alkol aimi sonrasi gozlenen advers
reaksiyonlar: agiklar (Nussbaum vd 2005). ALDH2* 2/* 2 homozigotlarda serum aldehid
dizeyleri ALDH2*1/*1 homozigot bireylere gore 13 kat, heterozigot bireylerde ise
ALDH2*1/*1 homozigot bireylere gore 4 kat fazla olmaktacir (Hiyama vd 2008).
GUncel bir derlemede Kafkas irklarinda ADH1C enzimine ait ADH1C* 1/*1 homozigot
genotipi tasiyan bireylerin skuamoz hiicreli bas ve boyun kanserine yakalanma riskinin
tasimayanlara gore daha yuksek oldugu gosterilmistir. ADH1B (rs1229984), ADH7
(rs1573496) ve ADHI1C (rs698) polimorfizmlerinin de bas ve boyun kanserine
yakalanma riskinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Cadoni vd 2012). Daha 6nce
Denizli ve yoéresinde yapilan bir ¢alismada ADH1C*1 alelini tasiyan bireylerde bag
boyun kanseri riskinin arttig: bildirilmistir (Kortunay vd 2010). Etanol ve asetaldehidin
oksidatif metabolizmasi ait sema Sekil 2.2'de gosterilmistir.

Alkol dehidrogenaz
(ADH)

Asetal dehid dehidrogenaz
(ALDH)
Etanol Asetaldehid — Asetat
C,HsOH CH3COH CH,COOH

P4502E1
(mikrozomlar)

Katalaz
(peroksizomlar)

Sekil 2.2 Etanol ve asetaldehidin oksidatif metabolizmasi



14

2.2.2. CYP2EL1 fizyolojik fonksiyonlari ve polimorfizmleri

Insan CYP2E1 enzimini kodlayan gen, 10. kromozomda (10024.3 bdlgesinde)
yerlesmistir (Cury vd 2012). CYP2EL akol, endistriyel kimyasallar, sigara duman,
ilaclar ve diger bazi kimyasal maddelerin biyotransformasyonunda rol oynar.
CYP2EY' e ait substrat, indikleyici ve inhibitorler Tablo 2.3 de, polimorfizmleri ise
Tablo 2.4'de gosterilmistir (McBride vd 1987, Umeno vd 1988, Watanebe vd 1990,
Persson vd 1993, Fairbrother 1998, Hu vd 1999). CYP2E1, en fazla karacigerde
bulunmakla birlikte akciger, brons dokusu, bobrekler, ince barsak, kolon, nazal mukoza,
plasenta ve lenfositlerde de varligi gosterilmistir (Neafsey vd 2009). CYP2E1 geni 5'
sinir bolges Pstl ve Rsal polimorfizmlerinde c2 aleli tasiyan bireylerin azalmis enzim
aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Hiyama vd 2008, Cadoni vd 2012). Bu
bireylerde CY P2E1 substrati olan maddeler yogun miktarda alindiginda geg metabolize
edilmekte ve olusan toksisiteye bagli genetik materyalde hasar gorilebilmektedir. Dral
polimorfizminde ise CC genotiplilerin, mutajenleri ve prokarsinojenleri daha fazla
metabolize etme yetenegi olabilecegi bildirilmistir (Tang vd 2010). Dral polimorfizmi
icin mutant genotiplilerde faz | reaksiyonlari sonucu normale gore daha yiksek
miktarda olusan daha aktif ara bilesikler nedeniyle kanser riskinin artma ihtimali

mUmkanddir.

Tablo 2.3 CYP2EL enzimi substrat, indiikleyici ve inhibitorleri (Ozerol 1996, WEB 2
2014).

Indikleyiciler Substratlar Inhibitorler
Etanol, Piridin, Etanol, [zoniazid, Distilfiram,
Aclik, [zoniazid, Aseton, Dapson, Dialil stlfid,
Diyabet, Pirazal, Benzen, Asetaminofen, Didlil sulfon,
Aseton, Eter, Kloroform, Klorzaksazon, Klormetiazol,
Ketonlar, Benzen, Anilin, Halotan, Dietilditiyokarbamat,
Diyet lipidleri | izopropanol Pridin, izofluran, izotiyosiyanat,
Fenal, Sevofluran, 4-metil-pirazol
Stiren, Enfluran,
CC|4, Eter,
Alkanlar, Azoksimetan,
Vinilklorar Nitrézaminler,
Trikloroetilen,
Dihaloetan
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Tablo 2.4 CYP2E1 polimorfizmleri.

Aldl Protein | Nokleotid i pp) oy Enzim aktivites Kaynaklar
degisikligi In vivo Invitro
CYP2E1*1A | CYP2E1.1 | Yok Normal Norma | Umeno vd 1988
CYP2E1*1B | CYP2EL.1 | 9896C>G Tagl- McBride vd 1987
5- Ug
CYP2E1*1C | CYP2EL.1 | bolgesinde 6 Hu vd 1999
tekrar
5~ U¢ Dral ve gﬁglﬂ deve
CYP2E1*1D | CYP2EL.1 | bdlgesinde 8 Hu vd 1999
tekrar Xbal kullananl grda
artmis aktivite
CYP2E1*2 CYP2E12 | 1132G>A R76H Azalmig | Huvd 1999
CYP2E1*3 CYP2E1.3 | 10023G>A V3891 Normal | Huvd 1999
CYP2E1*4 CYP2E1.4 | 4768G>A V1791 Normal | Fairbrother vd 1998
-1293G>C; Pstl+ Persson vd
CYP2E1*5A | CYP2EL.1 | -1053C>T; Rsal- 1993,Watanebe vd
7632T>A Dra 1990
-1293G>C; Pst1+
CYP2E1*5B | CYP2ELL | 1053C>T Rsal- Watanebe vd 1990
CYP2E1*6 CYP2E1.1 | 7632T>A Dral Persson vd 1993
CYP2E1*7A | CYP2EL.1 | -333T>A Fairbrother vd 1998
CYP2E1*7B | CYP2EL.1 ;éSTiT A Fairbrother vd 1998
CYP2E1*7C | CYP2EL1 ggi;AG Fairbrother vd 1998

Bir olgu-kontrol grubu ¢alismasinda CY P2E1 Rsal polimorfizmi igin c2 mutant alel
frekansinda ve Dral C mutant alel frekansinda bas ve boyun kanseri igin risk artis
oldugu saptanmistir (Bouchardy vd 2000). Kafkas irkinda yapilan baska bir ¢calismada
CYP2EL Dral C mutant alel frekansinda bas ve boyun kanseri icin istatistiksel olarak
anlamli risk artis1 bulundugu bildirilmistir (Lucas vd 1996). CY P2E1 Pstl, Rsal ve Dral
polimorfizmleri ile bas ve boyun kanseri iliskisi arastirmalarimin derlendigi meta-analiz
calismalarinda bas ve boyun kanseri riskinin 0zellikle Asyalilarda arttigi gosterilmistir
(Lu vd 2010, Tang vd 2010, Niu vd 2012). Kafkas irklarinda CY P2E1 polimorfizmleri
ile bas ve boyun kanseri riski iliskisi agisindan ¢eliskili sonuglar s6z konusudur. Sekil
2.3'de CYP2EL geni Uzerindeki polimorfizmlerin bolgeleri sematik olarak gosterilmistir.

: [':: It ID iinsersivom)

gy

Sekil 2.3 CYP2EL polimorfizm bdlgelerinin sematik gosterimi
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2.2.3. ALDH2 fizyolojik fonksiyonlari ve polimor fizmleri

ADH ve ALDH aktivitelerinin degismesi, olusan asetaldehid miktarim etkilemekte,
artmis asetaldehid maruziyeti ise bas boyun kanserleri riskini artirici bir faktér olarak
karsimiza cikmaktadir. Cesitli deneysel hayvan calismalarn ile de asetaldehidin
karsinojenitesi gosterilmistir (Seitz ve Stickel 2007). ALDH Uzerinden ilerleyen
asetaldehid metabolizasyonu asagidaki sekilde gergeklesir.

s} NADL o' NADH fL P  a
L N _’;7 ) )7 u 0
R \H_,r/-‘-{j =] S-ALDH _.Z.. ANS - R '\..-51-—-’/ ‘L
ALDH HoA ALDH OH ALDH R OH
MADE o)
H H\‘
=)
) Glu~ HS-ALDH
Glu-....-

GUnimuze kadar, insanlarda 12 farkli ALDH tanimlanmustir. Bunlardan
mitokondriyal ALDH2, en 6nemlilerinden biridir. ALDH2 enzimi 4 alt birimden olusur
ve bu alt birimlerden herhangi biri defektif ise enzim inaktiftir (Crabb vd 1989).
ALDH2 eksikligi olan bireyler akol aldiklarinda baslangigta kanda asetaldehid
birikerek ylzde kizarmaya neden olur. ALDH eksikligi otozomal dominant kalitim
gosterir. Cinliler'de gorilme frekanst %45'lere ulasirken siyahlarda ve beyazlarda

gbzlenmez. Bu nedenle uzak dogulular asetaldehidi daha yavas yikarlar.

ALDH2 genindeki polimorfizmler Tablo 2.5de sunulmustur (Crabb vd 1989,
Tamakoshi vd 2003). ALDH2 geninin 1510 no'lu pozisyonunda G/A polimorfizmi tek
nukleotid degisikligine (Glu487Liz) neden olur. Bu polimorfizmde 487Glu (ALDH2* 1),
tam enzim aktivitesine sahipken, 487Liz aleli (ALDH2*2), enzim aktivitesi gostermez.
Bu nedenle 487Liz/Liz genotipi tasiyanlarin genellikle asetaldehid detoksifikasyonunun
bozulmas: nedeniyle alkole toleransi yoktur. Uzakdogu irklarinda sik gorilen ALDH2* 2
adli, bu toplumlarda yapilan genis ¢apli meta analiz ¢calismalarina gére bas ve boyun
kanserine yatkinlhikla iliskili bulunmustur (Hiyama vd 2008). Ancak, arastirma
populasyonumuzunda iginde bulundugu Kafkas irklarinda son derece nadir gértlmekte
ve bas ve boyun kanseri ileiliskili bulunmamaktadir (Goedde vd 1992, Cichoz-Lach vd
2008, Ahn vd 2009).
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Tablo 2.5 Aldehid dehidrojenaz 2 enzimi polimorfizmleri

Alel Nukleotid degisikligi Etki Kromozom yerlesimi
ALDH2*1 Y abanil tip 12q24.2

ALDH2*2 1510G>A Lizin®’

ALDH2*3 1486G>A Lizin*®

ALDH2*4 1464 G>A

2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Teknigi (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction, PCR) yontemi; bir
organizmaya ait normal ya da parcalanmis DNA ya da RNA’mn in vitro ortamda
cogatilarak genetik farkliliklarin incelenmesine olanak veren bir metod dur. Bilim
diinyasinda molekdler biyoloji, adli tip, prenatal tam ve arkeolojiye kadar uzanan genis
bir kullamm alam bulunmaktadir (Solak vd 2000).

PCR metodu ile 1 pg'dan daha az DNA 0Orneginin istenilen miktarda gogaltilarak
DNA analizinin saatlerle ifade edilen siireler icerisinde yapilmasi mimkuinddr. Ayrica
bu yontemde DNA amplifikasyonu belirli bir noktada amplifikasyon durduruldugunda
reaksiyonun devam etmediginden emin olunmaktadir.

2.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonunun olusum mekanizmas

Reaksiyon bir DNA molekulinde hedef dizilere iki oligonUkleotid primerin
baglanmasi ve uzamasi prensibine dayanir. Oligonukleotid primerler, kalip DNA
molekultl yiksek sicaklik derecelerinde denatire edildikten sonra, tek iplikli DNA
molekllleri Uzerinde kendilerine tamamlayici olan bdlgelere baglanirlar. Primerlerin
kendilerine 6zgu hedef dizilere baglanmasi ise daha dustk sicakliklarda gercgeklesir.
DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort ¢esit deoksiribonukleotid trifosfat
(dNTP) varliginda primerin 3' hidroksil ucundan uzamasint saglar ve bu sayede kalip
DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekllt sentezlenmis olur (Temizkan ve
Arda 2007).

Bir PCR dongusl U¢ evreden olusmaktadir. Bunlar sirasi ile denattrasyon,

primerlerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extension) evreleridir.

1- DNA’nin denatiirasyonu: Bu asamada cogaltilacak ¢ift sarmal DNA; sarmallan bir

arada tutan hidrojen baglarim ayirmak Uzere denatire edilerek tek sarmal haline
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getirilir. DNA sarmallarimin birbirinden ayrilmas: igin gesitli fiziksel ve kimyasal
yontemler olmakla birlikte 95-100 ‘C’'ye kadar 1sitmak uygulanabilecek en basit ve
ekonomik yontemdir. Ancak PCR sirasinda genellikle en etkin denatirasyon sicakligi
92-95 "C'dir (Solak vd 2000).

2- Primerlerin baglanmasi (annealing): Bu evrede primer ath verilen ve gogaltilmasi
istenen DNA icin spesifik olan sentetik oligonukleotid; ilk evrede elde edilen DNA tek
sarmal1 Uzerinde kendisini tamamlayici olan nikleotid dizis ile baglanir. Primerler,
hedef DNA sarmalimin amplifikasyonunu saglamak igin kullanlirlar. Primerler,
minimum 17-19 nikleotidden olusmus oligomerlerdir. Primerlerin  baglanmasi

asamasinda deney ortaminin 1s1s1 40-60 “C' ye diisUrGl Ur.

3- Primerlerin uzatilmas: (extension) ve amplifikasyon: Primerlerin baglanmasi asamasi
tamamlandiktan sonra primer, hibridlestigi tek sarmalin karsiligim sentezler. Bu sentez
icin termostabil olan ve Thermus aquaticus adli bakteriden elde edilen Tag DNA
polimeraz enzimi kullamlir. NUkleotidleri orijinal DNA sarmalina tamamlayici bigimde
primere ekler ve uzatir. Olusan yeni DNA sarmallar bir sonraki déngude primerler icin
kalip olarak rol oynarlar. Primerlerin uzatilmasi asamasinda 70-75 "C civarinda 1st
uygulanir. 72 “C’de nikleotid eslesme hizi; tampon, pH, tuz konsantrasyonu ve DNA
kalibinin yapisina bagli olarak saniyede 35-100 niikleotid olarak gerceklesir. 72 "C'de
bir dakikalik uzama siiresi 2 kilobayt (kb) uzunlugundaki bir amplifikasyon drdnd icin
genelde yeterlidir. PCR reaksiyonunun isleyisine ait sema Sekil 2.4'de gosterilmistir.



=
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Sekil 2.4 PCR reaksiyonunun isleyisine ait sema (WEB_3 2014)

PCR uygulamasinda bir dongu ¢ evreden olusur. Bir dongu 3-5 dakika slrer ve 20-
40 kez tekrarlanmir. Her dongt sonunda DNA miktar: iki katina cikar. Dongu sayist "n"
olarak kabul edilirse "2™ cogaltilmis DNA materyali miktarim: verir. PCR islemi icin
oncelikle dogru bir baz dizisi bilgisine ihtiyag bulunmaktadir. Y éntemin son derece
hassas olmasi nedeniyle ¢ok distik miktarlardaki kontaminasyon bile yanlis sonuclara
neden olabilmektedir. PCR calismalarinda diger bir dezavanta ise, her primer ciftinin
kendine 6zgu baglanma ve uzama kosullar1 (1s1, dongi uzunlugu, primer yogunlugu,

Mg*? konsantrasyonu, enzim ve DNA miktar: degisiklikleri) olmasidir (Solak vd 2000).
2.3.2. PCR’1n Temel Bilesenleri

PCR’ nin temel bilesenleri, kalip olarak kullamlan DNA molekilt, DNA polimeraz

enzimi, primerler, deoksiribontkleotid trifosfat (ANTP ) karisimi, tampon ve MgCl,' dir.
2.3.2.1. Kalip DNA

PCR yonteminde insan genomik DNA’st kullamlabildigi gibi, plazmid ve fa
DNA'’lar1, cesitli genler ve hatta herhangi bir DNA parcas kalip olarak kullarilabilir.
PCR’da kalip olarak tek ya da cift iplikli DNA'mn yam sira RNA kullanilmasi da

mUmkanddir.
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2.3.2.2. Polimerazlar ve Primerler

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayict bir DNA ipligi meydana
getirmek Uzere, orijinal iplikteki baz bilgisini kullanarak dNTPlerden uzun
polintkleotid zinciri sentezinde rol oynarlar. Bu enzimler, sentezi baslatmak icin kalip
molekuldeki tamamlayici diziye baglanan primerlere gerek duyarlar. Sentezin yonu 5'
uctan 3' uca dogru olup, primerin serbest 3' hidroksil ucuna ortamdaki dNTPlerin
nukleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester baglarimin katalizi ve yeni DNA ipliginin
polimerizasyonu gerceklesir. Etkinligine ve buyik DNA drinlerini gogaltma yetenegine
gore degisik enzimler secilebilir.

Primerler, hedef dizinin her iki ucuna uyan oligonikleotidierdir. Bu iki
oligonukleotidden biri, cift zincirli bir DNA molekilinin zincirlerinden birinin
ucundaki hedef diziye, digeriyse, diger uctaki diziye tamamlayict olarak uymasi icin
tasarlanmustir (Baykal vd 1996).

2.3.2.3. Deoksiribonukleotid trifosfat (dNTP)

Deoksiribontikleotid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dSTP) saflik oram ytksek tek
tek veya dortli karisim halinde bulunurlar. Tag DNA polimeraz uM ile ifade edilen
dustik dNTP konsantrasyonlarinda kaliba uygun dogru bazlar segmede daha basarili
olmakla birlikte, normal kosullarda PCR, 100 uM dNTP konsantrasyonu ile
gerceklestirilir (Temizkan ve Arda 2007).

2.3.2.4. Tamponlar ve MgCl;,

Tampon c¢ozeltiler PCR'da ortam pH’imi ayarlamak icin kullanilir. Tampon
cozeltisinin icerigindeki Tris-Cl, pH'y1 oda sicakliginda 8,3-8,8 araliginda tutar.
72°C'de sicaklikta pH 7,2'ye kadar diser. Polimeraz enzimlerinin aktivitelerini
gosterebilmeleri icin reaksiyon ortaminda katyon bulunmalidir. Bu amagla genellikle
Mg*? 1-1,5 mM araliginda konsantrasyonlarda kullanilir. Dustk Mg*? trtin olusumunda
azalmaya yuksek konsantrasyonlar ise spesifik olmayan uriin artisina yol agar. Standart
PCR tamponu, 50 mM KCI, 10 mM Tris-Cl ve 1,5 mM MgCl; icerir (Akar vd 1999,
Temizkan ve Arda 2007).
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2.3.2.5. PCR inhibitorleri

DNA izolasyonu icin en sk kullamlan materyal kandir. Kanmin pihtilasmasin
onlemek icin kullamlan heparin potansiyel bir PCR inhibitdridur. Bunun disinda kanda
bulunan porfirin gibi diger maddeler de PCR icin kuvvetli inhibitor etki gosterirler. Bu
nedenle DNA izolasyonu sirasinda lizis ve santrifijleme asamalarinda uzaklastirilirlar.
Tag DNA polimeraz, protein yikimina duyarli oldugu icin proteinleri parcalayan
proteinaz K enzimi de ortamdan uzaklastiriimali ya da inhibe edilmelidir. 95 °C'de
gerceklestirilen denatirasyon bu inhibisyon igin yeterli olur. Ardi ardina yapilan
santrifj islemleri DNA'nin sivi fazda kalmasim saglarken, proteazi da fenol fazina
ayirr. Kalan fenol, kloroform: izoamil alkol veya eter ekstraksiyonu ya da DNA’rin

etanol ile ¢okturtlmesi ile uzaklastirilir (Temizkan ve Arda 2007).

2.4. Elektroforez

Ortamda ¢ozinmis olarak bulunan yukli molekillerin elektrik alam icerisinde
elektrik yuklerinin kitlelerine oramyla belirlenen hizlarda alan icerisindeki dagiliminin
izlenmesi teknigine dayanan yonteme elektroforez ach verilir. Analiz edilecek numune
destek ortam vazifesi goren jellere uygulanir. Islem, igerisinde uygun bir tampon
bulunan elektroforez aygitina yerlestirilerek yapilir. Numune, jelin Uzerine nokta
seklinde veyaince bir bant olarak uygulanir.

Molekillerin jel Gzerindeki hareketi molekillerin yukd, boyutu, bicimi ve elektriksel
alanin siddetine baglidir (Temizkan ve Arda 2007).

2.5. Restriksiyon Par ¢a Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)

DNA zinciri bolgeye 0zgu restriksiyon enzimleri ile kesildiginde, elektroforez ile
gOzlenebilen birbirinden farkli uzunluklarda pargalar olusur. Bu pargalara restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmleri (Restriction fragment length polimorphisms, RFLP)
denir. Restriksiyon bdlge polimorfizmleri, dnceden var olan enzim kesme bdlgesini

degistiren ya da yeni kesim bolgesi olusturan tek baz degisimleridir (Basaran 2003).
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3. MATERYAL VE METOT

Calismamiz, Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik arastirmalar Etik
Kurulu 05.08.2013 tarih ve 27530 sayili onayr alinarak Pamukkale Universitesi Tip
Fakiltess Kulak Burun Bogaz (KBB) klinigine basvuran bas ve boyun kanseri tamsi
konulmus hastalar Uzerinde yapildi. Arastirma populasyonu, bas ve boyun timorli 79
bireylik olgu grubu (BBT) ve benzer epidemiyolojik 6zeliklere sahip 98 kisilik saglikl
kontrol (SK) grubundan olusturuldu. Olgu ve saglikli kontrol gruplar: ¢alisma hakkinda
bilgilendirildi ve olurlar: aindi. Bireylerden alinan 4-5 ml kan ornekleri %2'lik 1 ml
EDTA iceren tiiplere konulduktan sonra DNA’lar Pamukkale Universites Gen
Muhendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma-Uygulama Merkezinin 05.03.2002 tarih ve
C02-001 numarali kan drneklerinden DNA hazirlanmasi prosedirtine uygun olarak
izole edildi. CYP2E1 geninin C1019T, G-1259C ve T7678A tek nukleotid
polimorfizmlerine (Single nucleotide polymorphisms-SNP) ve ALDHZ2 geninin G1510A
polimorfizmine ait gen bdlgeleri PCR ve elektroforez yontemleri kullanmlarak incelendi

ve sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.1. Materyal
3.1.1. Hasta ve kontrol gruplarinin toplanmasi

730 larinks, 11 maksiller, 3'U ora kavite ve dil, 11 dudak ve 1'i de sert damak
timorlU olan skuamoz htcreli bas ve boyun kanseri tamisi konulmus 79 birey olgu
grubuna alindi. Benzer epidemiyolojik ¢zeliklere sahip 98 saglikli bireyden kontrol
grubu olusturuldu (Kortunay vd 2010 calismasinda yer alan olgu ve kontrol grubu
bireylere ait DNA ornekleri, gonulli olur formlarina istinaden calismamizda da
kullamlmastir). Olgu ve kontrol gruplarinda bulunan bireylerin hicbirinde karaciger ve
bobrek hastaligi bulunmamaktaydi. Bireylerden alkol ve sigara kullamimlari, mevcut
hastaliklar1, ailede kanser Oykuleri ile ilgili bilgiler detayli bir sekilde alinarak bilgi
formlarina kaydedildi.



3.1.2. Kullamlan cihazlar

Q8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

Santrif(j (Beckman Coulter Allegra X-15R)
Mikropipet seti (Finnpipette)

Etlv (NUve EN 055)

Vorteks (Heidolph)

Mikrosantrifij (Beckman Coulter Microfuge 16)
Buzdolab: (Beko 5034 NF)

Derin dondurucu (Beko 7125)

Termal cycler (Peglab Primus 25)

Hassas terazi (Ohaus)

Mikrodalgafirin (Beko MD-1610)

Manyetik karistirici (Yellow Line MSH Basic)
Elektroforez tanki (Cleaver)

Elektroforez guc kaynagi (Wealtec Elite 300 Plus)
Jel goruntiileyici (Intas Science imaging)

3.1.3. Kullanilan enzim ve kimyasal maddeler

QO 0 8 8 8 8 v 8 8 8 8 VB 8 8 8

10xPCR Tamponu
50-1000 b¢ DNA molekiler agirlik markirt (m.a.m.)
Agaroz

Borik asit

dNTP mix

Doymus fenol

EDTA

Etanol

Etidyum bromid
Izoamil alkol
Kloroform

MgCl,

Proteinaz K

Potasyum klorir
Sodyum dodesil sulfat
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Q 0 8 8 8 B8

Q

%)

Sodyum klordr
Sodyum asetat

Steril saf su

Tag DNA polimeraz
Trisbase
Tris-hidroklorid

Retikilosit tuz (Salin) ¢ozeltis

Sodyum klortr (NaCl) 686 mM
Potasyum klorir (KCI) 25 mM
Magnezyum klordr (MgCl,) 35 mM

@ Parcalayici ¢ozelti ( Lizat hazirlama ¢ozeltisi)
Amonyum Klortr 155 mM
Potasyum bikarbonat 10 mM
Disodyum edta 0,1 mM

@ STE cozdltis
Sodyum klordr 100 mM
Tris. HCI 10 mM (pH:8,0)
Disodyum edta 1mM

3.1.4. Primerler
@ CYP2EL C-1019T/G-1259C polimorfizmleri igin primer cifti:

On (Forward, F1) 5- SSA GTSGAG TST ASA TTG TSA-3'
Ters (Reverse, R1) 5-TTSATT STG TST TST AASTGG-3

CYP2E1 T7678A polimorfizmi icin primer cifti:

F15-TSG TSA GTT SST GAA AGSAGG-3
R15-GAG STSTGA TGSAAG TAT SGSA-3

ALDH2 G1510A polimorfizmi i¢in primer grubu:

F15-TGSTATGATGTGTTTGGAGSS-3'
R1 5-SSSASASTSASAGTTTTSASTTS -3
F2 5-GGGSTGSAGGSATASASTA-3

R2 5-GGSTSSGAGSSASSA-3

24
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3.2. Metot
3.2.1. Tam Kan Numunelerinden Genomik DNA’ nin izolasyonu

PCR tekniklerinin uygulanabilmesi ve saglikli sonuglar alinabilmes icin 6ncelikle
hicre DNA’sinin yiksek saflikta elde edilmesi gereklidir. DNA izolasyonu ard arda
yurtyen Ug basamakla gergeklesir. Bunlar, sirasiyla; hiicre pargalanmasi sonucu yiksek
molekul agirlikli DNA’min agiga ¢ikmasi, ardindan denatlirasyon veya proteoliz ile
DNA-protein kompleksinin birbirinden ayrilmast ve DNA’nin ¢6zinebilir duruma
getirilmesi; son olarak da DNA’min basit kimyasal ve enzimatik yontemlerle proteinler,

RNA ve diger makromolekiillerden temizlenmesi basamaklarindan olusmaktadhr.

Bu asamalarin ardindan farkl: kaynakli ya da farkli 6zellikteki DNA molekilllerinin
ayrilmasi gerekmektedir. Bu amacla kromotografik yontemler de kullanilabilir olmakla
beraber, jel elektroforezi daha yiksek ayirma gucl nedeniyle nikleik asitlerin

analizinde kullanilan en yaygin yontemdir (Temizkan ve Arda 2007).

Calismamizda DNA izolasyonu igin kullamilan yontemin esasi, |6kositlerde bulunan
DNA disindaki tim yapilarin bozularak parcalanmasi, yogun bir tuz ¢ozeltis ile
coktirilmesi ve Ustteki sivi kismuinda bulunan DNA'mn  etanol  yardimi ile

yogunlasmasi saglanarak izole edilmesine dayanir.

DNA izolasyonu icin olgu ve kontrol gruplarindan elde edilen 4-5 ml ventz kan
orneklerinin her birinden 1 ml alindi. Uzerlerine 5 ml retikiilosit tuz ¢ozeltisi konularak
hafifce karistirildi. Santrifijleme (3500 rpm'de 15 dakika) sonras Ustte yer alan
supernatant sivi atildi. Elde edilen ¢okelti, U¢ kez retikilosit tuz ¢ozeltisi ile yikandi ve
her seferinde 15 dakika boyunca 3500 rpm'de santrifUjlendi.

Temiz 15 ml'lik santrifdyj tdpleri icerisine aktarilan son ¢okeltilerin Gzerine 3'er ml
soguk parcalayict ¢ozelti (lizat hazirlama ¢ozeltis) eklenerek en az 15 dakika
berraklasma saglanana kadar derin dondurucuda bekletildi. Daha sonra tipler 3500
rpm'de 15'er dakika santrifiijlenerek Gst sivilar atilch. Cokelti Gzerine 1 ml STE ¢ozeltis
eklendi. Karistirilarak bir kez daha 3500 rpm'de santrifij edildi ve tst sivilar atildi. Elde
edilen nukleer pellet ¢okeltiden kaybetmeksizin tupler ters cevrilerek filtre kagitlar
Uzerinde 15'er dakika bekletildi. Daha sonra nikleer pelletler Gzerine 1-2 ml STE
cozeltisi eklenerek vortekste karstirildi. Uzerine mi'de 100 pg olacak sekilde Proteinaz-
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K ve hacimce %1 oraminda SDS eklenerek karistirildi. TUpler oda isisinda bir gece
boyunca ve ardindan 37 °C sicaklikta 2-4 saat sire ile bekletildi. TUplerin Uzerine
iclerindeki madde ile esit miktarda doymus fenol eklenerek karistirildi. Bu karisimlar
3000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Ustteki su fazi, temiz bir santrifijj tipiine
aktarildi. Su fazi Uzerine esit miktarda fenol/kloroform/izoamil akol (25:24:1) eklendi,
karistirildi ve 3000 rpm'de 10 dakika santrifjlenerek Ustteki su fazlan bir erlen icerisine
alindi. Alinan su fazi Uzerine hacminin 1/10'u kadar 3M Sodyum Asetat (pH:5) eklendi
ve saf etanol ile 20 kat hacmine kadar ¢ogaltildi. DNA c¢okinceye kadar karigtirildi.
Normal olarak ipliksi gériinimde birkag dakika icerisinde ¢cokelen DNA otomatik pipet
ucu yardimyla Eppendorf tUpleri igerisine konuldu.

Eppendorf tupl igerisinde bulunan DNA Uzerine %70'lik etanol eklenerek karnstirildi
ve tekrar santrifiijlenerek etanol atildi. Bu sekilde yikanmig olan DNA, steril saf su

yardimyla ¢ozildi.
3.2.2. Genomik DNA’nmin spektrofotometrik analizi

DNA numunelerinin konsantrasyonu ve safligim belirlemek icin 260 nm ve 280
nm'deki absorbans degerleri Eppendorf® spektrofotometre yardimiyla olciildi. DNA
molekllt, 260 nm'de azami absorbsiyonu verir. Bu dalga boyunda okunan deger, cift
sarmallt DNA molekiltnin yaklasik 50 pg/ml konsantrasyonunda 1,0 optik yogunluga
(O.Y.) sahip olmast temel bilgisne dayamlarak numunedeki nikleik asit

konsantrasyonunun hesaplanmasi esasina dayanir.
DNA derisimi (pg/ml) = O.Y .260nm X Seyreltme faktoru

260 nm ve 280 nm arasindaki O.Y . degerleri arasindaki oran (O.Y .260nm / O.Y .2801im
orant) nukleik asit safligint hesaplamak icin kullanlir. Saf DNA preparatlarinda bu oran
1,8 dir. Daha yuksek veya disuik degerler, genellikle sirasiyla RNA, protein veya fenol
kontaminasyonlarim gosterir. Protein veya fenol kontaminasyonu olmadan saf olarak

DNA izolasyonu, calismamizin kritik basamaklarindan biridir.

Spektrofotometrik yontemlerle saflig tayin edilen numunelerden O.Y s01m/ O.Y 50mm
degeri 1,7'den asag1 ve 1,9'dan yukari olan numuneler elendi ve yeniden izolasyon

surecine basland:.
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3.2.3. Genomik DNA’'min agaroz jel elekroforezi ile saflik kontroll

Saflik tayini icin DNA numuneleri %2'lik agaroz jel elektroforezi ile de test edildi.
Bu amacla Wealtec® Elite 300 Plus model giic kaynagina bagli Cleaver® marka yatay
jel tepsili elektroforez kabn kullanildi.

%2'lik agaroz jel hazirlamak icin 0,6 gram toz agaroz hassas terazi ile tartildi. Temiz
bir erlene aktarilch. Uzerine 30 ml 0,5X TBE (Tris-Borat-EDTA, pH8,3) tamponu
eklendi. Erlen'in agz1 aliminyum folyo ile kapatildi. Hafifge karistirip Beko® MD-1610
mikrodalga firina koyuldu. Araliklarla kontrol ederek erlen icerisindeki agaroz
kristallerinin eridiginden emin olana kadar ortalama iki dakika isitildi. Kristaller
tamamen eriyip sulu fazin atindajel olustugunu goriince sogumaya birakildi. Heterojen
sogumay engellemek icin dogrudan banko Uzerinde sogumaya birakilmadi. Soltsyon
yaklasik 60 °C'ye kadar sogudugunda tzerine UV 151k altinda bantlarin gérilmesini
saglayan Etidyum bromir'den 3 pl ilave edildi ve karisim yavasca calkalandi. Bu
islemler devam ederken, diger yandan elektroforez kabi, tepsisi ve jel taraklar1 6nce
distile su ile ardindan %70'lik etanol ile yikamp temizlendi. Tepsinin kenarlarina

kaucuk bariyerler gegirildi ve Uzerinde bulunan bélmelere jel taraklan yerlestirildi.

Sicak je ve etidyum bromir karisimini iceren erlen, tepsinin 3-4 cm yukarisindan
tutularak kabin icerisine yavasga dokuldikten sonra eger jel Uzerinde olusan hava
kabarcigi var ise pipet ucu yardimiyla alinarak oda sicakliginda 30-40 dakika boyunca
sogumaya birakildi.

Sirenin sonunda jelin iyice katilastigim gézlemledikten sonra elektroforez tepsisinin
kenarlarindaki kauguk bariyerler cikarildi. Tepsi, yaklasik 350 ml civarinda 0,5X TBE
tamponu ile doldurdugumuz yatay elektroforez tankina jelin tUzerindeki kuyular katot’ a
bakacak sekilde yerlestirildi. Jelin Uzerindeki tarak yavasca ve dikkatli bir sekilde
kaldirildi. Jelin Gzerini 1-1,5 mm kaplayacak kadar bir miktar daha 0,5X TBE tamponu
ilavesi yapildi. Olusan bir hava kabarcigi var ise pipet ucu yardim ile alindi. DNA
numunesi [5 pl (0,25- 0,5 ng)] ve 1 ul yikleme tamponu (loading buffer), mikropipet ile
birkac defa cekip birakmak suretiyle iyice kanstirildi. Karistm (6 pl’lik), mikropipet
yardim ile jelin Gzerindeki kuyulardan birine yUklendi. Her bir DNA numunes icin
ayn islem tekrar edilerek jelin Uzerindeki kuyulara sra ile yiklendi. En son sirada

bulunan kuyuya elektroforez sonucu olusan bantlarin  yerinin  net olarak
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gbzlemlenmesini saglayan 50-1000 baz ciftleri arasinda belli araliklarla kuvvetli bantlar
veren DNA m.am. yiklendi. Elektroforez kalbinin kapagi kapatildi. Gug kaynagimn
elektroforez kabina kablo baglantilar yapildi. Gi¢g kaynagi 90 volt'a ayarlanarak
numuneler elektroforezde 30 dakika boyunca yurattldi. Surenin sonunda jel UV 15181
altinda bilgisayar destekli Intas® jel goriintiileme sistemi ile gorintilenip kayit edildi.
Jelin kuyularina yerlestirdigimiz saf DNA, elektroforezde kuvvetli bir tek band seklinde
gbzlenmektedir (Sekil 3.1). Elektroforez sonucunda jel Uzerinde degisik bantlara ait leke

veizler bulunmast DNA’ nin bozunmaya ugradigini gosterir.

Sekil 3.1 Elekroforezde DNA 6rneklerinin gorinimu (%2' lik agaroz jel’ de 90 volt'ta
30 dakika yuruttl mustdr)

3.2.4. PCR islemi

CYP2EL1 genine ait U¢ (C-1019T/G-1259C ve T7678A) ve ALDH2 genine ait tek
bolge (1510 nolu pozisyonda G/A degisimi) SNP'yi arastirmak igin Peglab® primus 25

model termal blok (thermo cycler) kullanldi.
3.2.4.1. C-1019T/G-1259C Tek Nukleotid Polimorfizmleri

5' bolgesine 6zgu olmayan bantlardan arindirilmis CYP2EL genine ait tek bir bant
elde edebilmek icin PCR’ de degisik parametreler test edildi. Bu parametreler arasanda,
MgCl,' Un 1,0 ile 3,0 mM arasindaki konsantrasyonlari, primer ciftlerinin 20 ile 100
pmol arasindaki konsantrasyonlar: ve kalip DNA’min 100, 200, 300 ve 500 ng gibi
degisik konsantrasyonlar: ile galisgmalarin yapilmasi yer ailmaktadir. C-1019T/G-1259C
cogatma programinda izlenen genel protokol Tablo 3.2'de, PCR ile cogaltma
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programinda kullanilan bilesenlerin ideal hacim ve konsantrasyonlarn Tablo 3.3'de

sunulmustur.

Tablo 3.1 CYP2EL geni C-1019T/G-1259C tek nukleotid polimorfizmleri icin PCR ile
cogatma programindaizlenen genel protokol

Denattlirasyon 94 °C 1dk
Tavlastirma 55°C 1dk
Uzatma 72°C 1dk
Final Uzatmasi 72°C 1dk

35 dong

Tablo 3.2 CYP2ELl geni C-1019T/G-1259C polimorfizminde

bilesenlerin reaksiyon icin ideal hacim ve konsantrasyonlar

PCR ic¢in kullanilan

50 pl reaksiyon
Stok karisimindaki
icerik konsantrasyon Eklenecek hacim K 151t
onsantrasyon
Kalip DNA 3ul 3ul ~4 ng/ pl
Tampon (Buffer) 10x 5ul 1x
MgCl, 25mM 3ul 1,5mM
dNTP karigim 10 mM 1l 200 uM
On primer 10 pmol/ pl 2 pl 20 pmol
Ters primer 10 pmol/ pl 2 pl 20 pmol
Tag DNA Polimeraz 5U/L 1 5U
Steril su 50 pl’ye tamamlanir.

PCR Urdnleri sirasiyla 1’ er pl yiukleme tamponu ile (loading buffer) 3.2.3 boliminde

belirtildigi gibi karistinlarak jelin kuyularina yuklendi. PCR rinlerinin %2’ lik agaroz

jel elektroforezinde 90 voltta 30 dakika yuritulmesinin ardindan yapilan gorintilemede
~400 bg hizasinda ilgili bolgeye ait tek bantlar gézlendi. Sekil 3.2'de Pstl/Rsal PCR

drdinlerinin elektroforez goruntlst 6rnegi sunulmustur.
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=1 400 bp

Sekil 3.2 CYP2EL geni 5 simir bdlgess C-1019T/G-1259C polimorfizmi icin PCR
reaksiyonu sonrasi elektroforez gorintisi. %2'lik jel, yuklendikten sonra 90 voltta 30
dakika yUritilmustar. 1-6 numaral hatlar PCR Urtnleri 7 numarali hat bos, 8 numaral:
hat 50-1000 b¢ DNA m.a.m.’ dr.

3.2.4.2. T7678A tek ntkleotid polimorfizmi

T7678A tek nukleotid polimorfizmini (CYP2EL*6- rs6413432) belirlemek igin, Dral
endontkleaz enzimi kullanilir. CYP2E1 geninin 997 nikleotitden olusan intron 6
bolgesini, beklenen disindaki 6zgin olmayan bantlardan arindirarak c¢ogaltma
reaksiyonu sonucunda bolgeye ait tek bir bant elde etmek icin degisik
konsantrasyonlardaki parametreler denendi. CYP2EL geni intron 6 bolgesini ¢ogaltma
programinda izlenen genel protokol Tablo 3.4'de, PCR ile cogaltma programinda
kullamlan bilesenlerin ideal hacim ve konsantrasyonlar: Tablo 3.5 de sunulmustur.

Tablo 3.3 CYP2EL geni intron 6 bolgesi T7678A tek nikleotid polimorfizmi igin PCR
ile cogaltma programindaizlenen genel protokol

Denatiirasyon 94°C 3dk
Tavlastirma 61 °C 1dk N
Uzatma 72°C 1dk 35 dongu

Final Uzatmasi 72°C 1dk
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Tablo 3.4 CYP2EL geni T7678A polimorfizminde PCR icin kullamlan bilesenlerin
reaksiyon icin kullanilan ideal hacim ve konsantrasyonlari

o Stok Eklenecek =0 il reaksiyon
Icerik . karisimindaki
konsantrasyon hacim K
onsantrasyon
Kalip DNA 3ul 3ul ~4 ng/ pl
Cogaltmatamponu (Buffer) 10x 5ul 1x
MgCl, 25mM 3ul 1,5mM
dNTP karigim 10mM 1pl 200 pM
On primer 10 pmol/ pl 2 ul 20 pmol
Ters primer 10 pmol/ pl 2yl 20 pmol
Tag DNA Polimeraz 5U/L 1yl 5U
Steril su S0 p'ye
tamamlanir.

PCR UrUnleri sirasiyla 1'er pl yikleme tamponu ile (loading buffer) 3.2.3'te
belirtildigi gibi karistirlarak jelin kuyularina yiuklendi. PCR drlnlerinin %2’ lik agaroz
jel elektroforezinde 90 voltta 30 dakika yuritilmesinin ardindan yapilan gorintilemede
~1000 b¢ hizasinda ilgili bolgeye ait tek bantlar gozlendi. Sekil 3.3'de Dral PCR

Urdnlerinin elektroforez goruntisti 6rnegi sunulmustur.

Sekil 3.3 CYP2E1 geni 5 sinir bolgesi T7678A polimorfizmi igin PCR reaksiyonu
sonrast elektroforez goruntist. %2'1ik jel, yuklendikten sonra 90 voltta 30 dakika
yurttilmastdr.  2-6 numarali hatlar PCR Urtnleri, 1 numarali hat 50-1000 b¢ DNA
m.am. dir.
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3.2.4.3. ALDH2 Geni G1510A Tek Nukleotid Polimorfizmi

ALDH2 geni 1510 nolu pozisyonda Guanin yerine Adenin tek niukleotid degisimi
(G/IA) (rs671) enzimin yapisinda aminoasit degisimine (Glu487Liz) neden olur. S6z
konusu polimorfizmin arastirllmasinda kesim enzimleri kullanilarak yapilan PCR-RFLP
yontemi yerine nispeten daha yeni bir teknik olan multipleks-PCR adh verilen buytk bir
gen bolgesindeki delesyon veya duplikasyonlar hizli bir sekilde tespite olanak veren
modifiye bir PCR yontemi uygulandi. PCR protokold, arastirilan diger
polimorfizmler'deki protokollere benzemekle beraber onlardan farkl olarak iki on, iki
adette ters primer kullanildi. Bu primer ciftleri birbiri ile komsu olan bolgelerin
cogaltilmasim saglayan primer ciftleri oldugu icin bu sayede polimorfizm olup olmadig:
kesim reaksiyonu yapmaksizin tespit edildi. Sekil 3.4'te ALDH2 enzimi 1510 numaral
pozisyon komsulugunda bulunan bdlgelerin nikleotid dizilimleri ve kullamlan

primerlerin yerlesimleri gosterilmistir.

.. . ASAGGGTSAASTGSTATGATGT GI TTGGAGSSSAGTSASSSTTTGGT GGSTASAAGATGT S

GCGGAGT GGSSGEGAGT TCEGSGAGT ASGEGSTGSAGGSATASAST GAAGTGAAAASTG

TGAGI GTGGGASSTGSTGEEEGESTSAGGESSTGT TGEEGEST TGAGGGT STGSTGGTGGST

SGGAGSSTGSTCCEEGATTGEEGTSTG. ... e .

Sekil 3.4 ALDH2 geni G1510A polimorfizminde kullamlan primerlerin yerlesim
bolgeleri. Sar renkle gosterilen bodlge 1 numara 6n primer (F1), kirmizi renkle
gosterilen bolge 2 numarali 6n primer (F2), eflatun renkle gosterilen bolge 1 numaral:
ters primer (R1), turkuaz renkle gosterilen bolge 2 numaral: ters primeri (R2) belirtmek
icin kullamlImistir. Noktalar, o bolgelerde pek ¢ok nikleotid oldugunu belirtmek icin
kullanmmigtir.

Cogaltma reaksiyonunda beklenen disindaki 6zgin olmayan bantlardan arindirarak
bolgeye ait tek bir bant elde etmek icin degisik konsantrasyonlardaki parametreler
denendi. PCR ile cogaltma programinda izlenen genel protokol Tablo 3.6'da,
reaksiyonda kullanilan bilesenlerin idea hacim ve konsantrasyonlart Tablo 3.7'de

sunulmustur.

Tablo 3.5 ALDH2 geni G1510A tek nukleotid polimorfizmi icin PCR ile ¢ogaltma
programindaizlenen genel protokol

Denatiirasyon 95°C 3dk
Tavlastirma 55°C 0,5dk N
Uzatma 72°C 1dk 35 donga

Final uzatmasi 63°C 1dk
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Tablo 3.6 ALDH2 geni G1510A tek nikleotid polimorfizminde PCR icin kullamlan
ideal kosullar

) Stok 50 pl Reaksiyon
Igerik Eklenecek Hacim Karisimindaki
Konsantrasyon
Konsantrasyon
Kalip DNA 6 pl 6 pl ~8 ng/ pl
Tampon (Buffer) 10x 5ul 1x
MgCl, 25mM 4yl 2mM
dNTP karigim 10 mM 1pl 200 uM
On primerler 20 pmol/ pl 4l 40 pmol
Ters primerler 20 pmol/ pl 4ul 40 pmol
Tag DNA Polimeraz 5U/L 1pl 5U
Steril su 50 pl’ ye tamamlanir.

PCR UrUnleri sirasiyla 1'er pl yiukleme tamponu ile (loading buffer) 3.2.3'te
belirtildigi gibi karistinlarak jelin kuyularina yuklendi. PCR Grdnlerinin %2’ lik agaroz
jel elektroforezinde 90 voltta 30 dakika yuritilmesinin ardindan yapilan gérinttlemede
~100 bg hizasinda ilgili bolgeye ait tek bantlar gozlendi. Sekil 3.5de ALDH2 PCR

drdinlerinin elektroforez gorintist 6rnegi sunulmustur.

=100 be

1 2 3 q 3 <] T B

Sekil 3.5 ALDH2 geni G1510A tek nikleotid polimorfizmi icin PCR reaksiyonu sonrasi
eektroforez goruntist. %2'lik jel, yiUklendikten sonra 90 voltta 30 dakika
yurtdlmostar.  1-7 numaral hatlar PCR drdnleri, 8 numarali hat 50-1000 b¢ DNA
m.am. dir.



3.3 CYP2EL1 geni PCR Urunlerinin restriksiyon enzimleri ile kesiimesi

Hem intron 6 hem de 5 simir bolgesine ait PCR drUnleri SNPleri icerir. Bu
polimorfizmleri RFLP yoOntemi ile tespit etmek mimkindir. RFLP, tek baz
degisikliklerinin  belirlenmesine olanak veren bir  tekniktir.  Restriksiyon
endontkleazlarla DNA'mn farkli blydklUkteki parcalara ayrilarak incelenmes temeline
dayanir. Her restriksiyon endonuikleaz enzimi bir bolgedeki kendi tamma bolgesine
Ozgundur. Enzim kendi tamma bolgesini buldugunda o bolgeyi keser. Kestigi icin daha
kictk uzunlukta oligonikleotid zincirleri olusur. Kesime ugramis ve zincir uzunlugu
degismis ornekler elektroforezde kesilmemis olanlara gore farkl: bantlar verirler. ilgili
restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu bireyin genotipini belirlememizi saglar.
Tanmima bolges yabanil tip (wild type) olan bir gen parcasinda kesim yapan bir enzim
kendine 6zgu bolgeyi kestiginde bu durum ilgili kisimda mutasyon olmadigin
gosterirken, kesim reaksiyonunun gerceklesmemes polimorfizm varligina isaret eder.
Ters olarak mutant alellerde kesim yapan restriksiyon endontkleaz enziminin bir PCR
drinuinde kesim yapmamasi, 0 bireyde mutasyon olmadigini ve bireyin genotipinin
yabanl tipte oldugunu ortaya koyar. Her iki durumda CYP2E1 SNP'lerinde gozlenir.

C-1019T, G-1259C ve T7678A SNP'leri genotipleme calismalarinda sirasiyla Rsal,
Pstl ve Dral restriksiyon endonikleazlar kullamilmaktadir. Bu restriksiyon enzimlerinin

tamma bolgeleri ve bunlarakarsilik gelen SNP'ler Tablo 3.8'de verilmistir.

Tablo 3.7 CYP2EL geni tek nikleotid polimorfizmleri ve bunlara karsilik gelen
restriksiyon enzimleri ile tamma bolgel eri

SN.PI ni.n SNP ReStril.(.Siyon Restriksiyon enziminin tanima bolgesi
bolgesi endonukleaz
[ cwsr | ra
cume | e
intron 6 T7678A Dral Slé,' T AT AT A{ 'TATA-} '{‘-‘53

CYP2E1 geninin PCR ile cogaltilan 5' simir bolges sirasiyla Rsal ve Pstl restriksiyon
endonikleazlar tarafindan tamnabilen C-1019T ve G-1259C bdlgeleri gibi iki adet SNP
iceren bolgeye sahiptir. Sekil 3.5'de 5' sinir bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmis bolgesini,

primerlerin yerlesim yerlerini, her iki SNP ve ilgili restriksiyon endonikleaz
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enzimlerinin tanima bolgeleri gosterilmektedir. Genotipleme icin, 5 simir bolgesi PCR
Urdinleri, Rsal ve Pstl enzimleri ile kesildi.

-1382 SASSSGTGAG SSAGTSGAGT STASATTGTS AGTTSTSASS TSGAGGGGTG SSAAAAASSA
-1322 GAGGGAAGSA AAGGSSSSTG AAGSSTSTGS SAGAGGSSAA SGSSSSTTST TGGTTSAGGA
-1262 GAGEBTGSAGT GTTAGGTGSA GSASAASSAA TGASTTGSTT ATGTGGSTAA TAAATTGTSA
-1202 AGAGAAAAAS TGGGTTAGAA TGSAATATAT AGTATGTAGT STSATTTTTG TATAAATASA
-1142 AGTATAGAAT GGSATAASTS AAAATSSASA AGTGATTTGG STGGATTGTA AATGASTTTT
-1082 ATTTTSTTSA TTTSTSATSA TATTTTSTAT TATASATAAA GATTSATTGT TAATATAAAA
-1022 GTABAAAATT GSAASSTATG AATTAAGAAS TTSTATATAT TGSSAGTTAG AAGASAGAAT

-962 GAAAAASATT STSTTSATTSTAA ..o

Sekil 3.6 PCR ile gogaltilmis CYP2EL1 geni 5 simir bolgess C-1019T / G-1259C
polimorfizmi iceren sekandlar. Sar1 renkli bolgeler 6n ve ters primerler, kirmizi renkli
bolgeler SNPnin oldugu nukleotidler, yesille isaretlenmis bolgeler ise restiriksiyon
endontkleazlar icin tamma bolgeleridir. Noktalar seklinde gosterilen yerler o bolgelerde
pek cok nukleotid oldugunu belirtmek igin kullanilmistir (Ulusoy 2004).

3.3.1 C-1019T tek nukleotid polimorfizminde Rsal endonikleaz kesimi

C-1019T SNP'sinde CYP2EL geninin 1019 numarali1 nukleotidinde yabanil tip alelde
Sitozin (S) bulunurken mutant alelde aym pozisyonda Timin (T) bulunur. Yabanil tip
aelin S tasiyan 1019 numarali pozisyonunda PCR drind; Sekil 3.5 ve Sekil 3.6'da
gosterildigi Uzere restriksiyon endonikleaz Rsal icin bir tammma bolges (5- GTAC-3)
icerir. Rsal ile kesim reaksiyonu 37 °C'de 24 saat boyunca stirdirtlerek 400 be'lik PCR
Urdnd etkin bir sekilde kesilir ve 350 bg ve 50 bc¢'lik iki parca meydana gelir. 1019.
pozisyonda T i¢eren mutant alel de ise Rsal enziminin tamyarak kesebilecegi bir bolge
bulunmadig: icin reaksiyon siresinin sonunda 412 bg'lik kesilmemis PCR GrGnuniin
kendisi elde edilir.



36

Fozal Kesimi
Yaband Tip Allel: 1019. Pozisronu Sitozin [§) Mutunt Aflel 1019, Pozisyonu Timin {T|
GTAE GTAT
N . W
5 i RN N ) sl 43 0 A i ’H 3
- _jrll.
15l b ) . 100 Bg ..
U Meim Uoadesy * -
silkg ‘

Sekil 3.7 CYP2EL geni Rsal kesimi bant kaliplar: igin sematik gosterim.

Birey, homozigot yabanl tip ise bireye ait PCR Urini Rsal enzimi ile aktif bir
sekilde kesime ugrar ve elektroforez neticesinde 350 b¢ ve 50 bg'lik iki adet bant
gOzlenir. Homozigot mutant bireylerde ise enzim herhangi bir bolgeyi kesemedigi igin
400 be'lik tek bir bant gozlenir. Heterozigotlarda ise kesilmemis tek bir 400 b¢'lik bant
ile kesime ugrams alele ait 350 ve 50 bg'lik iki adet bant olmak Uzere elektroforez
sonrasinda toplam t¢ bant gozlenir.

Calismamizda 10 pl PCR udrdnd, Oretici firmanin reaksiyona 0zgu olarak onerdigi
tampon cozelti icerisindeki 0,5 pl Rsal enzimi ile kesm islemine sokuldu. Kesim
reaksiyonu ortamda kesilmeden kalan ve genotipin yanlis degerlendirilmesine neden
olabilecek hichir parca kalmaksizin ilgili tim bdlgelerin kesildiginden emin olmak igin
37 °C'de 24 saat sire ile devam ettirildi. Rsal kesim reaksiyonunda kullanilan bilesenler

ve oranlart Tablo 3.9'da gosterilmistir.

Tablo 3.8 Rsal kesim reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve oranlar

: Stok . Reaksiyon
Bilegen Eklenen hacim | karisimindaki (30 pl)
konsantrasyon final konsantrasyon
PCR Urinu 10 ul
Rsal enzimi 10 U/l 0,5ul 5U
Tampon ¢ozeltisi 10x 3ul 1x
Steril su 16 pl

Kesim Uridnleri %2'lik agaroz jele yuklenerek 90 voltta 30 dakika siire elektroforez
yapildi. Sonrasinda yapilan gorintilemede kesim drinin verdigi bandin ya da bantlarin

ozelligine gore bireyin genotipi tayin edildi. 350 ve 50 b¢'de iki bant verenler
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homozigot yabanil tip, 400-350 ve 50 b¢'lerde Ui¢ bant verenler heterozigot ve 400 b¢'de
tek bant veren bireyler homozigot mutant olarak belirlendi. Rsal kesimine ait jel

elektroforezi gortuntilemesi Sekil 3.7'de gosterilmistir.

—— 300 be
<400 be

1 2 3 4 = 6 7

Sekil 3.8 CYP2EL geni 5'sinir bolgesi PCR Urinin Rsal restriksiyon endonukleaz ile
kesilmesinden sonra elde edilen jel gorintist. 7 numarali hat 50-1000 bg'lik DNA
m.am.’dir. 1-2-3-4 numaral: hatlardaki 350 b¢'de kuvvetli bant veren numuneler
homozigot yabanil tip bireyler, 400 ve 350 b¢'lik bantlarin goérildigl 5-6 numarali
hatlar heterozigot bireylerdir. Tum hatlarda fotografta net gozlenemeyen 50 b¢'lik bant
mevcuttur.

3.3.2. G-1259C Tek Nikleotid Polimorfizminde Pstl Endoniikleaz Kesimi

CYP2EL geninin 1259 numarali pozisyonunda yabanl tip aellerde Guanin (G)
nukleotidi bulunurken mutant alellerde aynm pozisyonda G yerine Sitozin (S) nukleotidi
bulunur. Pstl restriksiyon endonikleazin PCR ile gogaltilmis 5' simir bolgesindeki 1259.
pozisyonda G bulunan yabanil tip alel Uzerinde tamma bdlges bulunmaz (Sekil 3.5 ve
Sekil 3.8). Bununla birlikte 1259. pozisyonda S tasiyan mutant alelde Pstl icin tamma
bolges (5-STGSAG-3) mevcuttur. Rsal kesiminde enzim yabanul tip genotipleri kesip
mutant olanlart kesemez iken, Pstl kesiminde enzim mutantlar: kestigi halde yabanil tip
olanlart kesemez. Pstl kesim reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve oranlann Tablo
3.10’ da gosterilmistir.
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Tablo 3.9 Pstl kesim reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve oranlar

Reaksiyon
Bilesen Stok konsantrasyon Eklenen hacim karisimindaki (30 pl)
final konsantrasyon
PCR Urin 10 ul
Pstl enzimi 10 U/ul 1yl 100
Tampon ¢ozeltisi 10x 3ul 1x
Steril su 16 pl

Pstl kesim drUnlerinin agaroz jel elektroforezi ile analizinde homozigot yabanl
tipler, 400 bc'de tek bant verirken homozigot mutantlarda 300 ve 100 b¢'de iki bant
gbzlenir. Heterozigotlarda ise 400, 300 ve 100 bglik Uc adet bant gozlenir. Pstl
kesimine ait sematik kesim 6rnegi Sekil 3.8'de gosterilmistir.

P=tl Kesimi
Yabanil Tip Allel: 1259, Pozisyon Guanin [G) Mutant Allel: 1259, Pozisyonu Sitozin (5)
GTGSAG STGSAG
: S . . . A
3 3 i Per Urim@ » 5
i 4 Kesin (riml=n » - Jma be

jon be .

——

Sekil 3.9 CYP2EL geni Pstl kesimi bant kaliplar: igin sematik gosterim

Calismamizda 10 pl PCR Griind, enzime 6zgu tampon ¢ozelti icerisindeki 0,5 pl Pstl
enzimi ile kesim islemine sokuldu. Kesim reaksiyonu, ortamda kesilmeden kalan ve
genotipin yanlis degerlendirilmesine neden olabilecek hicbir pargca kalmakszin ilgili
tum bolgelerin kesildiginden emin olmak icin 37 °C'de 24 saat siire ile devam ettirildi.
Kesim Urdnleri, %2'lik agaroz jele yUklenerek 90 voltta 30 dakika slre elektroforez
yapildi. Sonrasinda yapilan gorintilemede kesim drinin verdigi bandin ya da bantlarin
Ozelligine gore bireyin genotipi tayin edildi. 400 bg¢'de tek bant verenler homozigot
yabanil tip, 300 ve 100 bg¢'de iki bant verenler homozigot mutant ve 400, 300 ve 100
b¢'de her ¢ bandh da verenler heterozigot genotipli olarak belirlendi. Pstl kesimine ait

jel elektroforezi gorunttlemesi Sekil 3.9'da gosterilmistir.
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Sekil 3.10 Pstl kesim Urdnlerinin jel elektroforezinde gorinimui. 20 pl kesim Grind
%2k jele yuklenerek 90 voltta 30 dakika yuritildd. 7 numarali hat 50-1000 b¢ DNA
m.am. dir. 1 numaral: hat fotografta cok belirgin olmayan yalmzca 300 ve 100 b¢'de
bant veren homozigot mutant, 2-3-4-5 numarali hatlar homozigot yabanil tip, 6 numaral
hat ise heterozigot bireye ait genotipi gostermektedir.

3.3.3. T7678A Tek Nikleotid Polimorfizminde Dral Endoniikleaz K esimi

CYP2E1 geninin intron 6 bolgesinin PCR ile ¢ogaltilan 1000 b¢'lik bdlimi 7678
nikleotid pozisyonunda SNP gozlenir. Bu pozisyonda yabanil tipte Timin nikleotidi
bulunurken mutant tipte Adenin nikleotidi bulunur. Cogatilmis bdlgenin parsiyel
nikleotid sekansini, primerlerin yerlesim bolgelerini, SNP ve Dral restriksiyon
endonikleaz enziminin tamma bolgeleri Sekil 3.10'da sematik olarak gosterilmistir.
PCR ile gogaltilan bolge sekilde belirtildigi gibi birisi SNPyi kendi sekansinda igeren
iki tamma bolgesi igerir. Dral kesim reaksiyonunda kullamlan bilesenler ve oranlarn
Tablo 3.11' de gosterilmistir.

Tablo 3.10 Dral kesim reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve oranlar

Bilesen ) Stok Eklenen hacim Reaksiyon karisimindaki (30 pl)
onsantrasyon final konsantrasyon
PCR urinii 10 ul
Dral enzimi 10 U/l 0,5l 5U
Tampon ¢ozeltis 10x 3ul 1x
Steril su 16,5 pl
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7363 GTGGTSTTAA GGSTSGTSAG TTSSTGAAAG SAGGTATTAT AGGSTSTGAA GTTATTTSSS

7423 SSAAGAAAGT SGASATGTGA TGGATSSAG GTSAGASSST GGGSTTTTST TGTTSTTTSS

7483 TTSTTSTTST TSTTTTTATT TATTTATTTT TTTTTTTGAG GGGASAGGGT STSAS............

7653 ASSASSASAS SSAGSTGATT AAAAATTAR AAAAATTATT TTGGSTGGGS ASAGTGGSTG
7713 ATASSTGTAA TSSTGGSAST TT ...t e e e

8223 TAGGGGAASS ATGGAATSAA AAAATGTITT AAATTATTAT TTAGTAGGAG GTTSSAATAT
8283 AGASAAAAGG AAAATAAATA TGATTGASAT GTATATATSG ATTGSSAAAT TGAASGTTTA

8343 TTAASATTTT GSGATASTTS SATSAGAGST STTAAAAAGA ...

Sekil 3.11 CYP2E1 T7678A polimorfizminde intron 6 bdlges nikleotid sekansi. Dral
restriksiyon endontikleaz enziminin cogaltilan bolge Uzerinde iki adet tamma bolgesi
vardir ve T7678A tek nukleotid polimorfizmi bunlardan birisinin Uzerinde yer
almaktadir. Sar1 renkli sekanslar 6n ve ters primerler, kirmizi ile boyanmis bolge tek
nukleotid polimorfizmi, yesil renk ile gosterilen yerler ise restriksiyon endonukleaz
enzimi Dral icin tammma bolgeleridir. Noktalar seklinde gosterilen yerler o bolgelerde
pek ¢ok nukleotid oldugunu belirtmek igin kullanilmstir. (Ulusoy 2004).

7678 numarali pozisyonda Timin nukleotidi iceren yabanl tip alellerde Dral
restriksiyon endonuiikleaz enzimi PCR Urununiin her iki tamima bolgesine de baglanir ve
bu pozisyondan keser. Kesim sonucu 1000 b¢'lik gen sekans 5' kismindan baglayarak
300 bg, 600 b¢ ve 100 b¢'lik ¢ ayrn parcaya ayrilir. Yabanl tip aellerde jel
elektroforezinde bu U¢ bant gozlenir. Mutant alelde ise aym pozisyonda Adenin
nikleotidi bulundugundan kesim enzimi bu bolgeye (ATTAAA) baglanamaz. iki
tamma bolgesinden yalmizca digerine (TTTAAA bolgesine ) baglanir. Bunun sonucu
olarak ta 1000 bg'lik gen sekansi 5' kismindan baglayarak 900 bg ve 100 bg'lik iki ayr
parcaya ayrilir. Dral icin mutant alel olan bireylerde jel elektroforezinde 900 ve 100
be'lik iki bant gozlenir. Jel elektroforezinde heterozigot genotipe sahip olan bireylerde
ise dogal olarak 900, 600, 300 ve 100 bg'lik dort adet bant gozlenir. Dral kesimine ait
sematik cizim Sekil 3.11'de, jel elektroforezi goruntilemes ise Sekil 3.12'de
gosterilmistir.
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Dral Kesimi
Yabanil Tip Allel: T678 Pozisyonu T Mutant Allel: T678 Pozisyonn A
TTTAAA TTTAAA ATTAAA TTTAAA
"—\ / \ /-m-t' { PCRUriimdi p  § \\ / \ {.u.-l'
10 be
| r———— o 900 be
* { Kesim Urimleri )
libe,
100be, —
—

Sekil 3.12 CYP2E1 geni Dral kesimi bant kaliplar1 igin sematik gosterim

Sekil 3.13 CYP2EL geni Dral kesm utrtnlerinin jel elektroforezinde gorinima. 20 pl
kesim Urint %2'lik jele yuklenerek 90 voltta 30 dakika yorttuldd. 8 no'lu hat 50-1000
b¢ DNA m.am. dir. 1 numaral1 hat fotografta ¢cok belirgin olmayan dért bant veren
heterozigot, 2-7 numarali hatlar homozigot yabaml tip bireylere ait genotipi
gostermektedir.
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3.4. istatiksel Degerlendirme

Caismamizda, olgu ve kontrol gruplarindan elde edilen genotip ve ale
frekandarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi ve degerlendirilmesinde Fisher Exact
test ve ki-kare (y?) testi; olgu-kontrol grubu arasindaki alkol, sigara kullamimi gibi
karakteristik 0zelliklerin degerlendirilmesinde ise student t test ve y? testi kullamlmstir.



43

4.BULGULAR

4.1. CYP2E1 Geni C-1019T/G-1259C Polimorfizmlerinde Genotipleme

CYP2ELl geni 5 simir bolges C-1019T polimorfizminde yabaml alelde 1019.
pozisyonda bulunan sitozin (S) nukleotidi mutant alelde timin (T) nukleotidine
donusmektedir. Aym gen bolges Uzerindeki G-1259C polimorfizminde ise yabanl
alelde 1259. pozisyonda bulunan guanin (G) nukleotidi yerine mutant alelde sitozin (S)
nukleotidi gelmektedir. Birbirlerine yakin pozisyonlarda olan bu polimorfizmlerin
arastinldigr calismalarda genotipleme icin isimlendirmede genel olarak homozigot
yabanil tip i¢in cl/cl, homozigot mutant icin c2/c2 ve heterozigot bireyler icin cl/c2
seklinde bir adlandirma yapilmistir. Calismamizda da bu genel adlandirmaya
uyulmustur. Tablo 4.1’de CYP2EL geni 5' sinir bdlgesi C-1019T ve G-1259C genotip

olasiliklar: gosterilmistir.

Tablo 4.1 CYP2E1l geni 5 simir bolges C-1019T ve G-1259C tek nukleotid
polimorfizmlerine ait genotipler

5" sinir bélgesi genotipi C-1019T (Rsal ) ve G-1259C (Pstl) SNP
cl/cl Homozigot yabanil tip
cl/c2 Heterozigot
c2/c2 Homozigot mutant

Calismamizda Rsal/Pstl polimorfizmleri bas ve boyun timorlt (BBT) olgu grubu
(n=79) ve benzer epidemiyolojik Ozelliklerde saglikli kontrol grubu (SK) (n=98)
Uzerinde incelenmis, olgu ve kontrol grubu arasinda iliski istatistiksel olarak

arastirilmustir.
4.1.1. C-1019T (Rsal) polimorfizmi

C-1019T (Rsal, CYP2E1*5B, rs2031920) polimorfizminde BBT grubunda 71 bireyin
homozigot yabanil tip (cl/cl), 6 bireyin heterozigot (cl/c2) ve iki bireyin homozigot
mutant (c2/c2) oldugu belirlendi. SK grubu genctiplerinde ise, 95 bireyin homozigot
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yabanil tip (cl/cl), 1 bireyin heterozigot (c1/c2) ve 2 bireyin homozigot mutant (c2/c2)
oldugu tespit edildi. C-1019T (Rsal) polimorfizmi BBT grubuna ait genotip ve ale
frekanslar Tablo 4.2’ de gosterilmistir. Sadece BBT grubunda heterozigot (c1/c2) birey
sayisi, kontrol grubuna gore idtatistiksel olarak anlamli sekilde yiksek bulundu
(p=0,04).

Tablo 4.2 BBT grubu C-1019T (Rsal) polimorfizmi genotip ve alel frekandlar

BBT grubu
Genatip Olgu sayisi (n) Frekans (%)
clcl 71 89,9
cl/c2 6 7,6
c2/c2 2 2,5
Toplam 79 %100
Alel Frekans (%)
cl 93,7
c2 6,3

C-1019T (Rsal) polimorfizmi SK grubuna ait genotip ve ael frekanslan Tablo

4.3 de gosterilmistir.

Tablo 4.3 SK grubu C-1019T (Rsal) polimorfizmi genotip ve alel frekanslan

SK grubu
Genatip Kontrol sayis (n) Frekans (%)
clcl 95 96,9
cl/c2 1 1,0
c2/c2 2 2,1
Toplam 98 %100
Alel Frekans (%)
cl 97,5
c2 2,5

Calismanin sonuglarina gére C-1019T (Rsal) polimorfizmi olgu ve saglikli kontrol
gruplarina ait %95 guven aralig1 (GA), olasilik oram [Odds Ratio (OR)] ve p degerleri
Tablo 4.4'de sunulmustur.

Tablo 4.4 C-1019T (Rsal) polimorfizminde olgu ve kontrol gruplar1 arasinda genotip-
alel dagilim ve karsilastirmal1 degerler

Olgu grubu (n=79) Kontrol grubu (n=98)
Genotipler 9
n % /695 GA % | %95GA | OR %95 GA degeri
cl/icl 71 | 89,9 |852-945| 95 | 969 | 944-99,3 | 0,28 | 0,05 1,21 0,06
cl/c2 6 | 76 | 34-117 1| 10| 00-23 |797]|092-17964 | 0,04
c2/c2 2 | 25| 0049 2 | 21| 00-41 |124| 0,12-12,72 1,00
Aldler

cl 148 | 93,7 [ 91,0-96,3 | 191 | 97,5 | 959-99,0 |0,38 | 0,11-1,26 0,11
c2 10 | 63 | 36-89 5 ]125| 0940 | 258 | 0,79-8,88 0,11
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4.1.2. G-1259C (Pstl) Polimorfizmi

G-1259C (Pstl, CYP2E1*5B, rs3813867) polimorfizminde BBT grubunda 72 bireyin
homozigot yabanil tip (cl/cl), 6 bireyin heterozigot (c1/c2) ve 1 bireyin homozigot
mutant (c2/c2) oldugu belirlendi. SK grubu genotiplerinde ise, 85 bireyin homozigot
yabanil tip (cl/cl), 10 bireyin heterozigot (cl/c2) ve 3 bireyin de homozigot mutant
(c2/c2) oldugu tespit edildi. G-1259C (Pstl) polimorfizmi BBT grubuna ait genotip ve
ae frekandar Tablo 4.5'de gosterilmistir. Gruplararasinda genotip ve alel frekandarn
bakimindan istatistiksel fark bulunmadh.

Tablo 4.5 CYP2E1 geni 5' simir bolgesi G-1259C (Pstl) tek nukleotid polimorfizmi
olgu grubu genotip ve ael frekanslan

BBT grubu
Genotip Olgu sayisi (n) Frekans (%)
cl/cl 72 91,1
cl/c2 6 7,6
c2/c2 1 1,3
Toplam 79 %100
Ale Frekans (%)
cl 94,9
c2 51

G-1259C (Pstl) polimorfizmi SK grubuna ait genotip ve alel frekandar Tablo 4.6'da

gosterilmistir.

Tablo 4.6 CYP2EL geni 5' sinir bdlgesi G-1259C (Pstl) tek nikleotid polimorfizmi
saglikl1 kontrol grubu genotip ve alel frekanslarn

SK grubu
Genatip Kontrol sayis (n) Frekans (%)
cl/cl 85 86,7
cl/c2 10 10,2
c2/c2 3 3,1
Toplam 98 % 100
Alel Frekans (%)
cl 91,8
c2 8,2

Calismanin sonuglarina gére G-1259C (Pstl) Polimorfizmi olgu ve saglikli kontrol

gruplarina ait %95 guven aralig1, olasilik oram ve p degerleri Tablo 4.7'de sunulmustur.
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Tablo 4.7 G-1259C (Pstl) polimorfizminde olgu ve kontrol gruplarn arasinda genotip-
alel dagilim ve karsilastirmali degerler

Olgu grubu (n=79) Kontrol grubu (n=98)

n | o | POCA L 1o | %95GA | OR | %95GA | p degeri
Clcl | 72 | 911 | 86,6-955 | 85 | 86,7 | 8L 914 | 1,57 | 054 4,63 | 047
U2 | 6 | 76 | 34117 | 10 | 102 ] 59-144 | 072 022-213 | 0,60
22 | 1 | 13| 030 | 3 | 31| 0655 |037]001-417| 062
Aleller
¢l | 150 | 94,9 [ 924-97,3 | 180 | 91,8 | 89,0- 945 | 1,66 |0,65 438 | 0,29
2 8 | 51| 2675 | 16 | 82 | 54109 | 060|022 1,53 | 0,29

Genotipler

4.2. CYP2E1 Geni T7678A Polimorfizminde Genotipleme

T7678A polimorfizmi (CYP2E1*6, rs6413432), CYP2EL geninin intron 6 bolgesinde
yer alir. Bu polimorfizmin RFLP analizi Dral restriksiyon enzimi ile yapilir. Bu
polimorfizm igin yapilan ¢alismalarda genotip ve ael isimlendirmesinde genel olarak
yabanil tip ‘D’ ile mutant alel ise ‘C’ ile gosterilir. Calismamizda da genotip ve aleller
bu sekilde isimlendirildi. Dral polimorfizmine ait genotip olasiliklarn Tablo 4.8 de

gosterilmistir.

Tablo 4.8 CYP2E1 geni intron 6 bolgesi T7678A tek nukleotid polimorfizmine
ait genotipler

5' sinir bolgesi genotipi T7678A SNP
DD Homozigot yabanil tip
DC Heterozigot
CC Homozigot mutant

BBT grubunda (n=79) 70 bireyin homozigot yabanl tip (DD), 8 bireyin heterozigot
(DC) ve 1 bireyin homozigot mutant (CC) oldugu belirlenmistir. SK grubu (n=98)
genotipleri ise, 89 birey homozigot yabanil tip (DD) ve 9 birey heterozigot (DC) olarak
belirlenmis, hi¢ homozigot mutant bireye rastlamlmamistir. Bulunan genotip ve alel
dagilimlan ve frekans yuzdeleri Tablo 4.9'da gbsterilmistir. Gruplararasinda genotip ve
alel frekandlar bakimindan istatistiksel fark bulunmadh.



Tablo 4.9 BBT grubu T7678A (Dral) polimorfizmi genotip ve alel frekanslan

BBT grubu
Genatip Olgu sayisi (n) Frekans (%)
DD 70 88,6
DC 8 10,1
CcC 1 13
Toplam 79 %100
Alel Frekans (%)
D 93,7
C 6,3

T7678A (Dral) polimorfizmi SK grubuna ait genotip ve ael frekanslarn Tablo

4.10'da gosterilmistir.

Tablo 4.10 SK grubu T7678A (Dral) polimorfizmi genotip ve ael frekanslan

SK grubu
Genotip Kontrol sayis (n) Frekans (%)
DD 89 90,8
DC 9 9,2
CC - -
Toplam 98 % 100
Ale Frekans (%)
D 95,4
C 4,6

Calismanin sonuglarina gore T7678A (Dral) polimorfizmi olgu ve saglikli kontrol
gruplarina ait %95 given araligi, olasihik oram ve p degerleri Tablo 4.11'de

sunulmustur.

Tablo4.11 T7678A (Dral) polimorfizminde olgu ve kontrol gruplar: arasinda genotip
ve aléellerin dagilim ve karsilastirmali degerler

Olgu grubu (n=79) Kontrol grubu (n=98)
Genatipler o
n % /695 GA n % | %95GA | OR | %95 GA | p degeri
DD 70 | 886 |836-935| 89 |90,8 | 86,7-94,8 | 0,78 | 0,26- 2,30 0,62
DC 8 |101| 54-147 | 9 | 92 | 51-132 | 1,11 | 0,36- 3,35 1,00
CC 1113 0- 30 - - - - - -
Aléller

D 148 |1 93,7 | 91,0- 96,3 | 187 | 954 | 93,3-97,4 | 0,71 |0,25- 1,95 0,48
C 10 | 6,3 3,6-89 9 | 46 | 2566 |140|0,51-387 0,48
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4.3. ALDH2 Geni G1510A Polimorfizminde Genotipleme

ALDH2* 1 aleli, tam enzim aktivitesine sahip olan yabanil tip iken, ALDH2* 2 mutant
adli inaktiftir. Calismamiza katilan 79 Kisilik olgu grubu ve 98 kisilik kontrol grubuna
ait bireylerin tumunin (%100) ALDH2*1/*1 genotipine sahip oldugu saptandh.

Heterozigot veya homozigot mutant genotiplere rastlanilmadi.
4.4. Gruplararas 6rneklem karakteristiklerinin karsilastirilmas

Olgu ve kontrol gruplarinin karakteristik 6zelliklerine ait veriler Tablo 4.12'de

verilmistir.

Tablo 4.12 Olgu ve kontrol gruplarimn karakteristik 6zellikleri

Ozellik Olgu grubu (n:79) Kontrol grubu (n:98)
Cinsiyet (kadin/er kek) 4175 4/94
Yas (yil) 61,1 (10,1%) 58,40 (11,4*%)
Sigaraicme (paket/yil) 40,17 (39,8*) 56,8 (31,4*)
Alkol tuketimi (drink**/hafta) 21,1 (19,2) 15,0 (4,0%)
Diyet ykiisii Ozellik géstermiyor Ozellik gostermiyor

*Standart sapma degerleridir. **Klinikte; alinan alkollt icki miktar: ‘drink’ birimi ile ifade edilir.
Bir ‘drink’ 13 gram (yaklasik 16 ml) saf etanole esdeger alkollii icki miktaridir.

Olgu ve kontrol grubunda yas ve cinsiyet bakimindan anlamli bir farklilik yoktur.
Calismamizda, diyet, akol ve sigara kullammi agisindan olgu ve kontrol gruplarn
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadigi goraldu (p>0,05). Alkol kullanma
gecmisi ve akol kullamm oranmt olgu ve kontrol grubu arasinda anlamli bulunmadh
(p>0,05). Diger taraftan alkol tuketim miktarlarinin olgu grubunda kontrol grubuna gére
daha fazla oldugu goruldu ( Olgularda 21,1 drink/hafta, kontrollerde 15,0 drink/hafta).
Olgu grubu akol tiketim miktarlar: agisindan alt gruplara ayrildiginda gruplar arasinda
alel ve genotip frekandar: agisindan istatistiksel farklilik bulunmamustir (Ilgili veriler

gosterilmemistir.)
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5. TARTISMA

Bas ve boyun kanserleri, Ulkemizde tim kanserler icerisinde gortlme skligi
acisindan akciger, meme, prostat, kolorektal ve mesane kanserlerinden sonra 6. srada
yer alir. Turkiye de her yil yaklasik 4.500, dinyada ise 600.000 civarinda yeni vaka
gozlenir (WEB_1 2014).

Yapilan bir calismada kanser vakalarinin yaklasik %80’ inin nedeninin kimyasal
maddeler oldugu bildirilmistir (Matthias vd 1998). Bas ve boyun kanserlerinin
olusumunda sigara ve akol aiskanliklari, baslica risk faktérleridir (Hiyama vd 2008,
Olivieri vd 2009, Curado ve Hashibe 2009). CYP2E1 ve ALDH2, akol
metabolizmasina katki saglayan enzimler arasinda bulunur. Bunun yamnda CY P2E1
enzimi, sigara dumaninda bulunan N-nitrozaminler, benzen ve halojenli hidrokarbonlar
gibi karsinojenlerin metabolizasyonunda rol oynar. Bu yolaklardaki enzim genlerinde
gbzlenen polimorfizmler, kanser riski agisindan 6nem tasir. Nitekim calismamizda da
CYP2EL genine ait Rsal; (CYP2E1*5B, rs2031920), Pstl; (CYP2E1*5B, rs3813867), ve
Dral; (CYP2E1*6, rs6413432) polimorfizmleri ile ALDH2 (rs671) polimorfizmlerinin
alel ve genotip dagilimlari, toplumumuzdaki olgu ve kontrol gruplarinda incelendi.
Arastirmamiz, bu polimorfizmlerin Turk popilasyonunda bas ve boyun kanseri riski

icin arastinldig ilk olgu-kontrol ¢alismasidir.

Calismamizda CYP2E1 Rsal polimorfizmi igin heterozigot genotipli bireylerde
hastaliga yatkinlikta istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir risk artis1 oldugu tespit
edildi. ALDH2 ve CYP2E1 genlerinde incelenen diger tim genotip ve alel frekanslar
iciniseistatistiksel anlamlilik bulunmadig: belirlendi.

C-1019T (Rsal, CYP2E1*5B, rs2031920) polimorfizminde olgu grubunda genotip
frekandari, yabanml tip (cl/cl) icin 0,899, mutant (c2/c2) genotiplerde 0,025 olarak
bulundu. Heterozigot (cl/c2) genotip frekans 0,076 olarak hesaplandi. Kontrol
gruplarinin genotip frekanslar da cl/cl icin 0,969, c2/c2icin 0,021, cl/c2icinise 0,010
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olarak bulundu. Alel frekanslarinda ise olgu grubunda cl ic¢in 0,937, c2 icin 0,063;
kontrol grubundaise cl aldli icin 0,975, c2 aldli icin 0,025 degerleri elde edildi. Olgu ve
kontrol grubu degerleri karsilastirildiginda Rsal polimorfizminde sadece heterozigot
genotipli bireylerde istatistiksel olarak anlamlilik oldugu (p=0,04) goruldi. Bu sonug
populasyonumuzda Rsal polimorfizmi igin heterozigot genotipli olan bireylerin bas ve
boyun kanserine genetik yatkinligi bulundugu gosterir. Diger farmakoepidemiyolojik
faktorlerin kontrol ve olgu gruplarinda benzer olmasi nedeniyle bulunan yatkinlik
iliskis dogrudan alkol metabolizmasinda rol alan Rsal polimorfizmine atfedilebilir.
Ayrica heterozigot bireylerin hastalik riskini degerlendirmede ADH1C'ye ait

genotiplerinin de degerlendirilmesinde yarar vardir.

CYP2E1 geni Rsal polimorfizmi icin Kafkas irki populasyonlarda yapilan bas ve
boyun kanseri olgu-kontrol ¢alismalarimin biyudk bir kisminda (Lucas vd 1996, Matthias
vd 1998, Neuhaus vd 2004, Ggecka vd 2005, Li vd 2005, Buch vd 2008, Boccia vd
2008, Brocic vd 2011) alel ve genotip frekanslarinda bas ve boyun kanserine yatkinlik
icin istatistiksel anlamlilik bulunmazken; bir ¢calismada (Bouchardy vd 2000) c2 mutant
alel frekansinda bas ve boyun kanseri igin risk artist bulunmustur. Yapilan bir meta
analizde Kafkas irklarinda risk bulunmadigi ancak Asya populasyonlarinda c2
homozigot bireylerde 6nemli 6lglde yiksek bas ve boyun kanseri riski bulundugu
belirtilmistir (Tang vd 2010). Daha az yaygin olan c2 aeli dagilimi, cesitli
populasyonlarda Asyalilar ve Kafkasar arasnda sirasiyla % ~25-50 ve %5-10
prevalansla degistiginden etnik farkliliklarin bu degisik sonuclarin olusmasina katki
sunabilecegi bildirilmistir (Garte vd 2001). c2 varyant alel frekans, olgu gruplarinda
Asyalilar arasinda idtatistiksel olarak anlamli  seviyelere ulasirken Kafkas
populasyonlarinda iliski bulunmamasi, CYP2E1 c2 alel prevaansininin daha az olmasi
nedeniyle disuk istatistiksel guc ile agiklanabilecegi belirtilmistir (%5-10'e karsi,
Asyalilarda % 25-50) (Tang vd 2010).

Turk populasyonunda Rsal ve Pstl polimorfizmleri icin kontrol gruplarn tzerinde
daha 6nce yapilmis iki ayr1 calisma mevcuttur (Omer vd 2001, Ulusoy vd 2007).
Kontrol gruplarinda elde ettigimiz sonuglar, Kafkas irklarinda ve daha o©nce
toplumumuzda yapilmis olan calismalarla genel olarak benzerlik gostermektedir.
Arastirmamizdaki  kontrol grubu Rsal genotip frekandan ile c¢esitli  kontrol
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populasyonlarinda yapilan calismalardan elde edilen genotip frekanslan Tablo 5.1'de
karsilastirmal1 olarak sunulmustur.

Tablo 5.1 Cesitli kontrol populasyonlarinda CYP2E1 geni C-1019T (Rsal)
polimorfizmi genotip frekans: dagilimlar:

C-1019T (Rsal) polimorfizmi
Populasyon (n) enotipleri Referans
cl/cl cl/c2 c2/c2
Tirk (calismamiz) (98) 0,969 0,010 0,021
Tirk (116) 0,974 0,026 0,000 Ulusoy vd 2007
Tirk (153) 0,961 0,039 0,000 Omer vd 2001
Sirp (177) 0,904 0,09 <0,01 Brocic vd 2011
Alman (219) 0,942 0,057 0,000 Matthias vd 1998
Alman (299) 0,949 0,043 0,006 Neuhaus vd 2004
Italyan (114) 0,910 0,090 0,000 | Ingelman-Sundberg vd 1993
Italyan (245) 0,934 0,061 0,004 Bocciavd 2008
Ispanyol (200) 0,900 0,100 0,000 Gonzalez vd 1998
Isvegli (148) 0,900 0,090 <0,01 Hayashi vd 1991
Fransiz (460) 0,953 0,042 0,003 Lucas vd 1996
Fransiz (172) 0,916 0,047 0,000 Bouchardy vd 2000
Alman (304) 0,951 0,049 0,000 Farker vd 1998
Alman (373) 0,943 0,057 0,000 Brockmoller ve Roots 1994
Hintli (227) 0,980 0,020 0,000 Sikdar vd 2003
Brezilyal (191) 0,900 0,090 0,010 Nishimoto vd 2000
Amerikal1 Kafkas (459) 0,922 0,078 0,000 London vd 1996
Afro-Amerikan (114) 0,868 0,123 0,090 | Wuvd 1997
Afro-Amerikan (247) ) 0,980 0,020 0,000 London vd 1996
Cinli (122) 0,516 0,435 0,049 Persson vd 1999
Cinli (150) 0,440 0,513 0,047 Tan vd 2000
Japon (196) 0,612 0,347 0,041 Ogawa vd 2003
Japon (200) 0,545 0,415 0,040 Murata vd 2001
Japon (612) 0,640 0,320 0,040 Oyamavd 1997
Tayvanli (231) 0,580 0,351 0,069 Wang vd 1999
Tayvanli (251) 0,574 0,386 0,040 | Wuvd 2002
Tayvanli-Cinli (297) 0,636 0,347 0,017 K ongruttanachok vd 2001
Misirli ( 235) 0,983 0,017 0,000 Hamdy vd 2002

G-1259C (Pstl, CYP2E1*5B, rs3813867) polimorfizminde olgu grubunda genotip
frekandlar yabanil tip (cl/cl) icin 0,911, mutant (c2/c2) genotiplerde 0,013 olarak
bulundu. Heterozigot (cl/c2) genotip frekanst 0,076 olarak hesaplanci. Kontrol
gruplarinin genotip frekanslar c¢1/cl icin 0,867, c2/c2 icin 0,031, cl/c2 icin ise 0,102
olarak bulundu. Alel frekandarinda ise olgu grubunda cl i¢in 0,949, c2 icin 0,051,
kontrol grubunda cl al€li igin 0,918, c2 al€li i¢in 0,082 degerleri elde edildi. Bu sonuca
gbre vyapilan istatistiksel degerlendirmede arastirma populasyonumuzda Pstl
polimorfizmi ile bas ve boyun kanserine yatkinlik arasinda anlamli bir iliski olmadig:

saptandi.
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Calismamizla uyumlu olarak, CYP2E1 geni Pstl polimorfizmi igin Kafkas irkindan
populasyonlarda yapilan bas ve boyun kanseri olgu-kontrol calismalarinda (Lucas vd
1996, Matthias vd 1998, Gonzales vd 1998, Li vd 2005) alel ve genotip frekanslarinda
bas ve boyun kanserine yatkinhik icin istatistiksel anlamli farklilik bulunmadig:
bildirilmistir. Dogu Asya irklarinda sk karsilasilan bu polimorfizm, Kafkas
populasyonlarinda nadiren gorulmektedir.

Arastirmamizdaki  kontrol grubu Pstl genotip frekandlar ile c¢esitli  kontrol
populasyonlarina ait genotip frekanslar Tablo 5.2'de karsilastirmal1 olarak sunulmustur.
Elde edilen veriler, Dogu Asya irklari ile istatistiksel olarak anlaml: farklilik gosterirken
(p<0,05) Turk popilasyonu ve Kafkas irkindan diger populasyonlarla yapilan
calismalarla genelde benzer sonuclar elde edilmistir.

CYP2EL'in baz1 karsinojenleri metabolize ederek kansere yatkinlik kazandirmasi
olasidir. Ancak ¢ok az calisma, CY P2EL genotipleri ile sigaraigme aliskanligi ve akol
tuketimi arasindaki iliskiyi arastirmustir. Bu durum, bireysel calismalarin bu tdr
etkilesimleri ortaya cikarmak icin yeterli istatistiksel glce sahip olmamasindan
kaynaklanabilir. Pstl ve Rsal genotipi ile sigara ve akol tuketiminde bas ve boyun
kanseri riski icin tim verilerin gok yonli meta-analizinde istatistiksel olarak anlamli
sonug gikmamaktadir. Sonuglar, gevresel ve genetik risk faktorlerinin her ikisinin birden
varliginda bas ve boyun kanseri Uzerindeki kombine etkinin, ayrn durumdaki etkilerden
daha kuvvetli olmadigim gostermektedir. Bununla birlikte degerlendirmeye ainan
calismalardaki c2 homozigotlar icin dustk bir prevalans oldugu ancak bitin veriler
toplandiginda bile bir etkilesimin varligint saptamak igin istatistiksel guiciin dusik
oldugu belirtilmistir (Tang vd 2010).
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Tablo 5.2 Cesitli kontrol populasyonlarinda CYP2E1 geni G-1259C (Pstl)
polimorfizmi genotip frekans: dagilimlar:

Popiilasyon () G-1259C (Pstl) polimorfizmi genotipleri | Ref
cl/cl cl/c2 c2/c2
Tirk (calismamiz) (98) 0,911 0,076 0,013
Tirk (116) 0,974 0,026 0,000 Ulusoy vd 2007
Tirk (153) 0,961 0,039 0,000 Omer vd 2001
Alman (219) 0,942 0,057 0,000 Matthias vd 1998
Alman (299) 0,949 0,043 0,006 Neuhaus vd 2004
Italyan (114) 0910 0.090 0.000 Ingelman-Sundberg vd
1993
italyan (245) 0,934 0,061 0,004 Bocciavd 2008
Ispanyol (200) 0,900 0,100 0,000 Gonzales vd 1998
Isvegli (148) 0,900 0,090 <0,01 Hayashi vd 1991
Fransiz (460) 0,953 0,042 0,003 Lucas vd 1996
Alman (304) 0,951 0,049 0,000 Farker vd 1998
Alman (373) 0,943 0,057 0,000 Brockmdller ve Roots 1994
Hintli (227) 0,980 0,020 0,000 Sikdar vd 2003
Brezilyal (191) 0,900 0,090 0,010 Nishimoto vd 2000
Misirli ( 235) 0,983 0,017 0,000 Hamdy vd 2002
Amerikal1 Kafkas (1226) 0,927 0,070 0,002 Li vd 2005
Amerikal1 Kafkas (459) 0,922 0,078 0,000 London vd 1996
Afro-Amerikan (114) 0,868 0,123 0,090 Wu vd 1997
Afro-Amerikan (247) 0,980 0,020 0,000 London vd 1996
Cinli (122) 0,516 0,435 0,049 Persson vd 1999
Cinli (150) 0,440 0,513 0,047 Tan vd 2000
Japon (196) 0,612 0,347 0,041 Ogawa vd 2003
Japon (200) 0,545 0,415 0,040 Murata vd 2001
Japon (612) 0,640 0,320 0,040 Oyamavd 1997
Tayvanli (231) 0,580 0,351 0,069 Wang vd 1999
Tayvanli (251) 0,574 0,386 0,040 Wu vd 2002
Tayvanli-Cinli (297) 0,636 0,347 0,017 Kongruttanachok vd 2001

T7678A (Dral, CYP2E1*6, rs6413432) polimorfizminde olgu grubunda genotip
frekanslar1 yabanil tip (DD) icin 0,886, heterozigot (DC) genotiplerde 0,101 olarak
bulundu. Mutant (CC) genotip frekansi 0,013 olarak hesaplandi. Kontrol gruplarinin
genotip frekanslar da DD icin 0,908, DC icin 0,092 olarak bulundu. Kontrol grubunda
CC genotipli bireye rastlanmadi. Alel frekanslarinda olgu grubunda D icin 0,937, Cigin
0,063; kontrol grubunda ise D al€eli icin 0,954, C aeli igin 0,046 degerleri elde edildi.
Elde edilen bu sonuglara gére arastirma poptilasyonumuzda Dral polimorfizmi ile bas
ve boyun kanserine yatkinlik arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmachg:
saptand.

CYP2E1 geni Dral polimorfizmi igin, Kafkas irkilarinda yapilan bazi olgu-kontrol
calismalarinda (Matthias vd 1998, Neuhaus vd 2004, Boccia vd 2008) ad ve
genotipler icin bas ve boyun kanserine vyatkinlik icgin istatistiksel anlamlilik
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bulunmazken, iki calismada (Lucas vd 1996, Bouchardy vd 2000) C mutant alel
frekansinda bas ve boyun kanseri icin risk artist oldugu belirlenmistir.

Yapilan bir meta analiz ¢alismasinin sonuglarina gore Dral polimorfizmi, Asyal
toplumlarda artrs kanser riski ile iliskili iken, Kafkas irklarinda degildir (Tang vd
2010). Bu durum genetik ve cevresel faktorler agisindan etnik farkliligi dustndurdr
(Hirschhorn  vd  2002). Ancak 0Ozellikle Asya populasyonlarinda Dral
polimorfizmlerinin bas ve boyun kanseri riski Gzerindeki etkisini dogrulamak icin daha
fazla galisma gereklidir (Tang vd 2010).

Arastirmamizda elde edilen genotip ve ael frekandari, toplumumuzda daha 6nce
kontrol grubunda yapilan diger calismalarin (Omer vd 2001, Ulusoy vd 2007, Kayaalt
ve Soylemezoglu 2010) sonuclart ile benzerlik gostermektedir. Tablo 5.3'de Dral
polimorfizmi icin cesitli  popuUlasyonlarin  sagliklt  kontrol gruplarinda yapilan
arastirmalarla kendi galismamizdan elde edilen alel ve genotip dagilimlar: kiyaslamali

olarak sunulmustur.

Tablo 5.3 CYP2EL geni intron 6 bdlges Dral polimorfizmi icin gesitli irklara ait
kontrol gruplarinda genotip ve ael frekansi dagilim

n= genotip ve alel sayi1s Genotipler Aleller

DD DC CC D C
Popuilasyon n n % n % | n| % n n % n %
Turk (calismamiz) 98| 89]98| 9] 92| 0| 0] 19| 187 | 954 | 9| 46
Tirk (Kayaalt: ve
Sy fermogli 2010) 163| 139|853 | 23|141| 1|06 | 326 | 301|923 | 25| 77
Tirk (Ulusoy vd 2007) 206 | 173 | 839 | 32 | 155 | 1] 049 | 412 | 378 | 917 | 34| 83
Tark (Omer vd 2001) 153 | 129|843 | 23| 150 | 1]066| 306 281|918 | 25| 82
Avrupah
Kafkas (Garte vd 2001) 1360 | 1162 | 854 [ 187 | 138 |11 | 08 ] 2720 [ 2511 | 923 [ 200 | 7.7
fngiliz (Yang vd 2001) 155 129832 25161 ] 1] 07| 310 283|913 | 27| 87
Fransiz (Bouchardy vd 2000) | 172 | 151 | 87,8 | 20| 11,6 | 1] 06| 344 | 322|936 | 22| 64
Alman (Neuhausvd 2004) | 236 | 196 | 831 | 39 | 165 | 1| 04 | 472 | 431|913 | 41| 87
Asyal
Kazak (Wang vd 2009) 107 77[720] 29]274] 1] 09] 214] 183] 855 31| 145
Uygur (Wang vd 2009) 149 99664 | 44296 6| 40| 298| 242|812 | 56] 188
gg;se)yH'”d'Sta”"(M'“a' Vd | 27| 147 |6ag | 73|322| 7| 30| 454 | 367 | 808 | 87192
Tamil (Soyavd 2005) 123| 88| 75| 31| 252 | 4| 33| 246 207 | 841 | 39 159
Igg’;’;‘”"(H"dw‘e'm"d 320 | 183|572 | 123 | 384 |14 | 44| 640 | 489 | 764 | 151 | 236
Han Cinlileri (Wangvd 2009) | 103 | 57 | 553 | 38| 369 | 8| 7,8 206 152 | 738 | 54| 26,2
Amerikan
Mekskal (Konishi vd2003) | 104 | 75| 724 25| 24| 4] 39| 208 175841 33] 159
silili_(Quinonesvd 2001) 120 | 82636 40|3L,0| 7| 54| 258 204 | 79,1 | 54| 20,9
Brezilyal: (Rossini vd2006) | 251 | 218 | 869 | 32| 12,7 | 1| 04| 502 | 468 | 932 | 34| 68

n= genotip ve alellerin sayisi
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Rsal, Pstl ve Dral polimorfizmlerinde nadir gorilen mutant alellerin bas ve boyun
kanseri riskini artirict mekanizmasi halen net degildir. CYP2E1geni 5' simir bolgesi Pstl
ve Rsal polimorfizmlerinde c2 aelinin azalmis enzim aktivitesi ile ilgili oldugu
bildirilmistir (Cadoni vd 2012, Hiyama vd 2008). CYP2EL, diusik molekdl agirlikl
bilesiklerin, N-nitrozaminler, benzen ve haojenli hidrokarbonlar gibi prokarsinojenlerin
metabolik aktivasyonunda baslica rol oynayan faz | enzimidir. Bircok ksenobiyotik
CYP2E1 enzimi tarafindan deaktivasyona tabi tutularak dogrudan atilir ya da vicuttan
atilhimi kolaylastirilmis ara bilesiklere cevrilir. Bazi ksenobiyotikler ise, CYP2E1
tarafindan biyotransformasyonla daha toksik aktif formlarina déntsttraltr (Bkz. Tablo
2.7). CYP2EL geni Rsal ve Pstl polimorfizmlerinde nadir gértlen c2 aelinin, in vitro
calismalarda olasilikla transkripsiyon ve enzim aktivitesini arttirarak skuamoz hucreli
bas ve boyun kanseri icin daha yiksek risk olusturduguna dair elde edilen gl kantlar
vardir (Hayashi vd 1991). Bu nedenle c2/c2 genotip tasiyan bireylerde, metabolik olarak
aktif mutgenler ve karsinojenlerin daha cok olusumu stz konusu olabilir. CYP2EL geni
Dral polimorfizmlerinde nadir gorilen mutant C aleli ise in vitro ekspresyon
calismalarina goére artmis transkripsiyonel aktivite ile ilgilidir (Uematsu vd 1994). CC
genotiplilerin, mutajenleri ve prokarsinojenleri daha ¢cok metabolize etme yetenegi
olabilecegi bildirilmistir (Tang vd 2010).

Calismamizda ALDH2 polimorfizmi agisindan gerek olgu grubunda gerekse kontrol
grubunda heterozigot veya mutant bireye rastlanmadi. Arastirma popilasyonumuzda
bas ve boyun kanseri riski ile ALDH2 polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski
bulunmadigi belirlendi. Calismamizin kontrol grubunda elde edilen sonuglar Turk
kontrol populasyonunda daha once yapilan iki ayri calismanin (Goedde vd 1992,
Kayaalti ve SOylemezoglu 2010) verileri ile benzerlik gostermektedir. ALDH2*2/*2
homozigot bireylerde serum asetaldehid duizeyleri, azalmis enzim aktivites nedeniyle
ALDH2*1/*1 homozigot bireylere gore 13 kat, heterozigot bireylerde ise ALDH2*1/*1
homozigot bireylere gore 4 kat fazla olmaktadir (Hiyama vd 2008). Cin ve Japonya gibi
uzakdogu 1rklarinda sik gorilen ve bas ve boyun kanserine yatkinlikla iligkili bulunan
ALDH2*2 aleli, arastirma populasyonumuzunda iginde bulundugu Kafkas irklarinda son
derece nadir gérilmekte ve bas ve boyun kanseri ile iliskili bulunmamaktadir (Goedde
vd 1992, Hiyama vd 2008, Cichoz-Lach vd 2008, Ahn vd 2009). Calismarmizda da bunu
dogrulayan bir sonu¢ elde edilmistir. Tablo 5.4'de cesitli populasyonlarin saglikl
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kontrol gruplarinda yapilan arastirmalarla kendi calismamizdan elde edilen alel ve

genotip dagilimlar: kiyaslamal1 olarak sunulmustur.

Tablo 5.4 ALDH2 (rs671) polimorfizmi icin ¢esitli irklara ait kontrol gruplarinda
genotip ve ael frekansi dagilim

Genotipler Aleller

11 1/2 2/2 2
Popilasyon n n % n % | n|% n n % n %
Turk (calismamz) 98| 98| 100| O ol o Oof 19| 196| 100 | O 0
;g;'é)(Kaya"’"“ ve Soylemezoglu | 51 | 511 | 100 o| o ol 422| 422 100 0
Tirk (Goedde vd 1992) 57 s7[100] 0 0] o] o] 108] 108[ 100 0 0
Avrupah
Macar (Goedde vd 1992) 17 [114]974] 3] 26] 0] o] 234 231[987[ 3] 13
Fin (Goedde vd 1992) 8| 85| 100] O 0] o]l o] 170 170 100 0 0
Alman(Goedde vd 1992) 233|233 100 O 0] o] o 466 466[ 100 O 0
Isvegli (Goedde vd 1992) 90 90[100] 0 0] o] o] 180 180[ 100 O 0
Polonyal: Cichoz-Lachvd2008) | 54| 54[ 100 | 0 0] o] o] 108] 108[ 100 0O 0
Rus (Ahn vd 2009) 23] 23] 100 0 o]l o] o] 46| 46[100] 0 0
Asyal
Ozbek (Ahn vd 2009) 161156 969 ] 5] 31 o] 0] 322] 317[984] 5] 16
Mogol (Shen vd 1997) 35| 29| 83| 6] 17| o] o] 70| e64]914| 6] 86
Cinli (Guo vd 2008) 480 | 252 | 525 [ 195 | 406 [33 |69 | 960 [ 699 | 728 [ 261 | 27,2
Japon (Matsuo vd 2006) 768 [ 383 | 49,9 [ 314 [ 409 [71 [9,2 [1536 [1080 |70,3 [456 [29,7
Hintli (Goedde vd 1992) 167|167 ] 100] © 0] o] o] 334 334[100] 0 0
Amerikan
Meksikal1 (Konishi vd 2003) 104]104] 100] 0 0] o] o] 208] 208[ 100] © 0
Meksikali-Huikol (Gordillo-
Botidos vd 2010)( 00| 99| 99| 1 1| 0| O| 200| 199|995| 1| 05
Meksikal1 -Mestizo (Gordillo-
B chava 2010) ( 27227 100 o| o| of o 44| 4s4| 10| o o
Afrikal
Afrikalilar (Goedde vd 1992) | 49] 49]100] o] o] o] o] 9] 9] 100] 0 0
Diger
Amerikan
v ahudileri (Fischer vd 2007) 129 129 (844 | 19| 147 | 1|08 | 258 | 237|919 | 21| 81

n= genotip ve alellerin sayisi
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6.SONUC

Sonug olarak calismamiz, CYP2E1 Rsal polimorfizminde heterozigot genotipli
olmanin bas boyun kanserlerine yatkinlikta rol oynayabilecegini gostermektedir. Fakat
yatkinligin (eger gergekten varsa) daha kesin olarak ortaya konmas icin daha genis bir
olgu grubuna gereksinim vardir. CYP2E1’e ait Pstl ve Dral polimorfizmlerinde ise bas
boyun kanserlerine yatkinlikla iliskis saptanmamustir. Benzer sekilde arastirma
populasyonumuzda bas ve boyun kanseri riski ile ALDHZ2 polimorfizmi arasinda
anlaml1 bir iliski saptanmamistir. Diger taraftan CYP2EL'e ait her 3 polimorfizminde

Denizli ve yores disindaki yurdumuzun farkli bolgelerinde de arastirilmasinda yarar
vardir.
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